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Resumo




Os camundongos hipercolesterolémicos (LDLr") provenientes do
Jackson Laboratory sdo modelos experimentais valiosos para o estudo da
aterosclerose. Estes animais apresentam elevadas taxas de lipogénese,
processo que consome grandes quantidades de NADPH. Pesquisas recentes
revelaram que esta linhagem possui, além da delecdo do gene do receptor de
LDL, uma mutagdo no gene da NADP- transidrogenase (Nnt). A falta da Nnt
pode gerar estresse oxidativo devido ao fornecimento deficiente de NADPH
mitocondrial. O objetivo deste trabalho foi investigar a participacéo da elevacao
da lipogénese e da deficiéncia de Nnt sobre o estado redox mitocondrial e
suscetibilidade a transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM). Para tanto
foram comparadas trés linhagens de camundongos: LDLr” (deficiente do
receptor de LDL e da Nnf), C57BL6/J (deficiente apenas da Nni) e
C57BL6/JUnib (controle). Foram avaliados: o controle respiratério mitocondrial
(consumo de oxigénio), o estado redox de NAD(P) (fluorimetria), a
susceptibilidade a transicdo de permeabilidade mitocondrial induzida por célcio
(inchamento e dissipagdo do potencial elétrico de membrana (Ay) sensiveis a
ciclosprina A e a geracao de perdxido de hidrogénio (H20,) (Amplex red®) em
mitocondrias isoladas de coracdo e figado. Observamos que n&o houve
diferengas significativas nos parametros respiratérios mitocondriais nos dois
tecidos das trés linhagens estudadas. Como esperado, as mitocdndrias dos
camundongos LDLr" e C57BL6/J ndo podem sustentar o estado reduzido de
NADPH in vitro, uma vez que sao deficientes de Nnt. Observamos que houve
diferencas significativas entre as 3 linhagens quanto a TPM da seguinte
maneira: LDLr" > C57BL6/J > C57BL6/JUnib (controle) em mitocdndrias
isoladas de figado (inchamento e dissipacao de Ay) e em mitocondrias de
coragdo (Ay). Além disso, a produgdo de H.O. por mitocOndrias hepaticas
seguiu o mesmo padro, sendo LDLr" > C57BL6/J > C57BL6/JUnib (controle).
Em conjunto, estes resultados indicam que a maior suscetibilidade a TPM das
mitocondrias de camundongos LDLr" esta correlacionada com diminuicdo de
NADPH, tanto por aumento de consumo (devido a elevada lipogénese) quanto
por diminuicdo de sua producéo (deficiéncia em Nnt).
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Abstract




Hypercholesterolemic LDL receptor knockout mice (LDLr"") from Jackson
Laboratory are valuable experimental models to study atherosclerosis
development. These mice exhibit high rates of lipogenesis, a process that
consumes large amounts of NADPH. It was recently discovered that the mice
strain used to produce the LDLr” also carries a homozygous NADP-
transhydrogenase (Nnf) mutation. Loss of Nnt may cause oxidative stress due to
a poor supply of mitochondrial NADPH. The objective of this study was to
investigate the role of elevated lipogenesis and Nnt deficiency on the
mitochondrial redox status and susceptibility to mitochondrial permeability
transition (MPT). Three mice strains were compared: LDLr"" mice (deficient of
both LDL receptor and NTT), C57BL6/J (deficient in Nnt only) and the wild type
control mice C57BL6/JUnib. We evaluated the mitochondrial respiratory control
(oxygen consumption), the NAD(P) redox status (fluorimetry), the susceptibility
to calcium induced mitochondrial permeability transition (swelling and
dissipation of membrane potential (Ay) sensitive to cyclosporin A) and the
generation of H,O, (Amplex red®) in isolated heart and liver mitochondria. We
observed no significant differences in mitochondrial respiratory parameters in
both tissues of the three mice strains studied. As expected, the mitochondria of
LDLr" and C57BL6/J mice cannot maintain the NADP in the reduced state in
vitro, since they are deficient in Nnt. Regarding the susceptibility to MPT, we
observed significant differences among mitochondria from the 3 strains, as
follows: LDLr™ > C57BL6/J > C57BL6/JUnib (control) in isolated liver
mitochondria (swelling and potential dissipation) and in heart mitochondria
potential dissipation). Furthermore, the production of H2O, by the liver
mitochondria followed the same MPT pattern: LDLr” > C57BL6/J >
C57BL6/JUnib (control). Together, these results indicated that the greater
susceptibility of LDLr"" mitochondria to MPT is correlated with decreased
NADPH which is explained by both increased consumption (due to high
lipogenesis) and decreased production (deficiency Nnt).
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1.1. Mitocondrias: Breve Historico

Os primeiros registros sobre as mitocondrias foram feitos por Rudolph
Albert Von Kollinker, em 1857, que as classificou como compartimentos
citoplasmaticos granulares presentes nos musculos, denominados sarcossomos
de Kéllinker. Posteriormente, varios estudos com outras denominacoes diferentes
para a mesma organela foram publicados, entre os quais podemos destacar que,
em 1898, Benda referiu-se a esta organela como “mitochondrion”, do grego mito
(filamento) e chondron (grdo), sendo que esta denominagcao melhor apresentava
as caracteristicas morfoldégicas comuns dessa organela, de modo que esta
terminologia passou a ser mais utilizada desde meados de 1930 (revisado em
Liesa et al., 2009). Todavia, somente no ano de 1948, Hogeboom, Schneider e
Palade conseguiram isolar mitocdndrias intactas de figado de rato por meio do
método de centrifugacao diferencial (Lehninger, 1964) e, em 1950, Palade e
Sjostrand publicaram imagens em microscopia de alta resolugdo de mitocdndrias
nas quais era possivel observar suas caracteristicas ultraestruturais.

O conceito de organela independente foi reafirmado em 1960 com a
descoberta do DNA mitocondrial, que posteriormente seria um dos indicios que
reforgariam a hipdtese da origem endossimbidtica das mitocéndrias, como
proposto por Altmann em 1890. Um ano mais tarde, os bioquimicos Eugene
Kennedy e Albert Lehninger demonstraram que a mitocéndria era a organela
responsavel pela sintese do ATP, que estava associada a oxidagéo de coenzimas
(NADH + H" e FADH,). Varios foram os estudos realizados visando a
compreensao do mecanismo responsavel pelo acoplamento entre a respiracao
mitocondrial e a sintese da adenosina trifosfato (ATP). Em 1961, o bioquimico
Peter Mitchell propés a teoria quimiosmética da fosforilacdo oxidativa, baseada na
constatacdo de que, ocorrendo a redugdo do oxigénio molecular (Oz) a agua
(H20), pela cadeia respiratéria, gerava-se um gradiente de prétons (H*), localizado
entre a maitriz mitocondrial e o0 espago intermembranas (Mitchell, 1961) e a
energia contida neste gradiente seria utilizada na reagdo da fosforilagdo da
adenosina difosfato (ADP) para sintese do ATP.
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No inicio da década de 70, foram realizados diversos estudos que
demostraram a geracdo de H>O, por suspensdées mitocondriais, mais
precisamente pela cadeia transportadora de elétrons, sendo constatado também
que quanto mais oxidado o estado dos carreadores de elétrons menor era a
formacao de H>O (Boveris et al., 1972; Loschen et al., 1973).

Em 1996, Liu et al. obtiveram evidéncias do envolvimento da mitocéndria na
morte celular por apoptose. Estes autores observaram a liberacdo de citocromo ¢
das mitocéndrias para o citosol em células em apoptose, e que, quando o
citocromo c foi depletado ocorreu diminui¢do da atividade apoptotica.

Em 1997, dois estudos mostraram que a superexpressao de Bcl-2 (proteina
presente na membrana mitocondrial externa) previne a morte de células expostas
a estimulos pré-apoptéticos em um mecanismo envolvendo a prevencao do efluxo

de citocromo ¢ da mitocondria para o citosol (Kluck et al., 1997; Yang et al., 1997).
1.2. Bioenergética mitocondrial

Conforme ja descrito, as mitocéndrias sdo as organelas intracelulares
responsaveis pela conversdao de energia de éxido-reducdo em energia quimica
(ATP), utilizavel pelos processos celulares em seres aerdbios por meio da reducao
do oxigénio, no processo de respiracdo (Lehninger, Nelson e Cox, 2011). Além
disso, estas organelas podem ser uma das principais fontes celulares geradoras
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Nicholls e Ferguson, 2002).

A membrana mitocondrial interna é impermeéavel a maioria das moléculas
pequenas e a ions, incluindo H*, sendo permedavel somente a O, CO,, NO e H.0.
As Unicas espécies que atravessam a membrana interna sdo aquelas para as
quais existem transportadores especificos, como por exemplo, ATP* ADP?,
piruvato, calcio (Ca®*) entre outros. E na membrana interna que se encontram os
componentes dos complexos multienzimaticos denominados de cadeia
transportadora de elétrons, além da ATP-sintase. A integracao funcional entre a

cadeia transportadora de elétrons e a atividade da ATP-sintase € responséavel pelo
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processo de fosforilagdo oxidativa (Nicholls e Ferguson, 2002; Figueira et al.,
2013).

Também estd presente na membrana interna a proteina desacopladora
(UCP), a qual, quando ativada, permite o retorno de H* ao interior da matriz
mitocondrial dando origem ao processo de desacoplamento entre a respiracao e a
fosforilacdo oxidativa. Esse processo dissipa o potencial eletroquimico de prétons
sob a forma de calor (Nicholls e Ferguson, 2002). Em animais termogénicos
predomina a UCP1, presente principalmente no tecido adiposo marrom, mas
outras UCPs podem também promover desacoplamento de pequena intensidade,
cuja funcao principal parece ser o controle da producao das EROs mitocondriais
(Vercesi et al., 2006a).

O compartimento delimitado pela membrana mitocondrial interna é
denominado matriz mitocondrial, cujo volume pode variar dependendo do estado
funcional da mitocdndria, e, tais variagbes sdo acompanhadas de alteragdes no
volume do espaco intermembranas (Packer, 1963; Mannella et al., 2006). A matriz
contém ribossomos, DNA mitocondrial e enzimas, sendo estas pertencentes ao
ciclo de Krebs (degradacao do acetil-coA e reducédo das coenzimas NAD e FAD),
a [B-oxidacao (degradacao dos acidos graxos), a oxidacdo de aminodacidos e ao
complexo piruvato desidrogenase (Osmundsen et al., 1982; Brady et al., 1986;
Lehninger, Nelson e Cox, 2011)

O segundo compartimento é denominado espaco intermembranas, pelo fato
de localizar-se entre as membranas interna e externa, contendo cerca de 50
diferentes proteinas envolvidas em diversas funcdes, tais como: fatores que
desencadeiam apoptose quando liberados para o citosol, transportadores de
metabdlitos, proteases, enzimas e um amplo numero de fatores responsaveis pela
formagéo dos arranjos dos complexos da cadeia respiratoria, além de ions, metais
e lipides (Herrmann e Riemer, 2010).

A membrana mitocondrial externa tem alta permeabilidade em relagdo a
membrana interna, que é conferida principalmente pela proteina integral porina ou
canal aniénico voltagem dependente (VDAC- voltage dependent anion channel)
(De Pinto et al., 2008).
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Em 2001, o trabalho de Mannella et al. revelou a correta localizacado da ATP
sintase e dos complexos da CTE na membrana interna, demonstrando que as
invaginagcées da crista da membrana interna mitocondrial sdo pleomodrficas,
ligadas por meio de estreitos segmentos tubulares de comprimento variavel de

uma superficie da membrana interna para outra (Figura 1).

Figura 1. Imagem 3D obtida por tomografia eletrénica de mitocéndria isolada de
figado de rato. Membrana externa (ME), membrana interna (MI) e cristas (C). Os locais onde as

setas ndo foram nomeadas apontam para regides de ligagdes tubulares estreitas da crista a
periferia (Mannella et al., 2001).

1.3. Cadeia Transportadora de Elétrons

A energia necessaria para o processo de fosforilagdo oxidativa provém do
potencial eletroquimico de prétons através da membrana mitocondrial interna
gerado pela cadeia transportadora de elétrons, que reduz continuamente o O, a
H.O. Essa energia é utilizada pela ATP sintase para fosforilar o ADP a ATP
(Mitchell, 1961).
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Os elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH2, reduzidas
durante a oxidagao de carboidratos, aminoacidos e acidos graxos, sao transferidos
ao complexo | (NADH desidrogenase) e complexo Il (succinato desidrogenase),
respectivamente. O complexo | transfere seus elétrons a forma oxidada da
coenzima Q (UQ), gerando a forma reduzida desta coenzima (UQH2).

Elétrons originados a partir do succinato passam para a UQ através do
complexo I, resultando também na reducao desta coenzima. Em alguns tecidos, a
coenzima Q pode também ser reduzida pela glicerol-3-fosfato desidrogenase (na
presenca de glicerol-3-fosfato citosélico) ou pela ubiquinona oxirredutase (como
resultado da B-oxidagcao de acidos graxos).

A UQH2 é entdo desprotonada, resultando na formacdo da espécie
aniénica semiquinona (UQHe-), a forma que doa elétrons ao citocromo c. Existem
dois conjuntos separados de UQHe, um situado na face citoplasmatica e outro na
face matricial da membrana mitocondrial interna, e as duas formas de UQH- séo
oxidadas juntas, regenerando UQ e doando elétrons para o citocromo c. O
citocromo c transfere elétrons para o citocromo ¢ oxidase (complexo V). Este
complexo € responsavel pela transferéncia de elétrons para o O», resultando na

geracao de HxO (Figura 2) (Lehninger, Nelson e Cox, 2011).
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Figura 2. Esquema simplificado da cadeia respiratoria e da teoria quimiosmética
aplicada a mitocondria (Lehninger, Nelson e Cox, 2011, modificado). Os elétrons do NADH e de
outros substratos oxidaveis passam através de uma cadeia de transportadores arranjados
assimetricamente na membrana. O fluxo de elétrons é acompanhado pela transferéncia de protons
através da membrana mitocondrial, produzindo tanto um gradiente quimico (ApH) quanto elétrico
(AW). A membrana mitocondrial interna € impermeavel aos prétons, os quais podem retornar a
matriz através de canais especificos de prétons (F,) do complexo F; F, ATP sintase. A forgca préton-
motora que impulsiona os prétons de volta para a matriz fornece a energia para a sintese do ATP,

catalisada pelo complexo F; associado ao F,.

A teoria quimiosmotica proposta por Mitchell em 1961, afirma que, com a
passagem de elétrons através da sequéncia de intermediarios redox da cadeia
respiratoéria, ocorre uma ejecdo de H® da matriz mitocondrial ao espaco
intermembrana. Durante este processo seria gerado um gradiente de H™ (ou
gradiente eletroquimico) entre a matriz e o espaco intermembranas. Este
gradiente, formado pelo componente elétrico (cerca aproximadamente 180 mV) e
pelo componente quimico (de 0 a 1 unidade de pH) resultaria na formacao de uma
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forca chamada forga proton-motriz, que seria o elemento inicial do acoplamento
entre a oxidac&o de substratos e a utilizagdo desta energia para geracéo de ATP.

A ATP sintase é constituida de duas regides distintas denominadas F1,
soluvel e localizada na face matricial e a regiao Fo, hidrofébica e inserida na
membrana mitocondrial interna. O fluxo de H™ do espaco intermembranas através
das subunidades Fy Fy da ATP sintase, de volta ao interior da mitocondria, desta
vez a favor do gradiente, forneceria energia diretamente para a fosforilagdo do
ADP por Pi.

O gradiente eletroquimico transmembranico de proétons (AupH+) formado
nao serve apenas para a sintese de ATP pelas mitocndrias, ja que é aproveitado
tanto na fosforilacdo oxidativa em mitocéndrias quanto na fotossintese em
cloroplastos, além de poder ser usado diretamente para processos endergbnicos
sem a participacdo de ATP. Sdo exemplos deste mecanismo de acoplamento
direto as trocas eletroforéticas de ATP* por ADP?*, a reducdo de NAD(P)* por
transidrogenases especificas, a captacdo eletroforética de Ca®* que transporta
duas cargas positivas para o interior da mitocondria além do transporte de
carboidratos e aminoacidos em bactérias.

1.4. Estresse oxidativo mitocondrial

A produgcdo mitocondrial de EROs € um processo continuo e fisiol6gico
(para revisao, ver Figueira et al., 2013). Normalmente, o O, é reduzido a H.O na
cadeia respiratéria mitocondrial em quatro passos consecutivos de um elétron,
pois 0 oxigénio molecular apresenta uma configuracao triplete (Halliwell e Cross,
1994; Kowaltowski e Vercesi, 1999). A citocromo ¢ oxidase é altamente
especializada neste processo, sendo capaz de se ligar fortemente ao oxigénio
parcialmente reduzido, impedindo sua liberacdo antes da obtencdo de sua
reducéo total (Turrens, 1997).

Desse modo, a producdo de radicais superéxido (O2*") por meio da reducao
monoeletrénica do O, pelo citocromo ¢ oxidase € praticamente inexistente. No

entanto, 2% do oxigénio consumido pela mitocdndria é convertido a O,* (in vitro)
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(Boveris,1977; St-Pierre et al., 2002; Starkov, 2004) e consequentemente leva a
formacao de H>O. (Vercesi et al., 1997; Harper et al., 2004; Fariss et al., 2005;
O’Rourke, 2005; Figueira et al., 2013), em passos intermedidrios da cadeia
transportadora de elétrons (Boveris e Chance, 1973; Liu, 1997; Turrens, 1997).

Esta producdo pode ocorrer principalmente no complexo | (Turrens e
Boveris, 1980) ou complexo Il (Cadenas et al., 1977; Halliwell e Gutteridge, 1998).
Ha evidéncias que também ocorre a geracdo de O.* pelas desidrogenases, tais
como pela piruvato e a-cetoglutarato desidrogenase (Starkov, 2004; Tretter e
Adam-Vizi, 2004).

O Ca?* parece ser o principal agente estimulador da geracdo mitocondrial
de EROs (Cadenas e Boveris, 1980; Castilho et al., 1995; Castilho et al., 1996;
Kowaltowski et al., 1996 e 2001), pois em altas concentracdes, este se liga a
cardiolipina, um fosfolipideo que possui cabeca polar eletronegativa presente em
altas concentracées (14-23%) na membrana mitocondrial interna em uma grande
variedade de tecidos (Vercesi et al., 1997; Grijalba et al., 1999).

A geracdo mitocondrial de EROs induzida pelo Ca®** pode ser estimulada
pela presenca concomitante de fosfato (Pi), que quando em altas concentracoes,
realimenta o processo, pois estimula a formagdo de EROs a partir de aldeidos
resultantes da peroxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados, e essas espécies
multiplicam os danos a membrana (Kowaltowski et al., 1996).

O H20, é formado na mitocondria a partir do superdxido (Boveris e Chance,
1973; Turrens, 1997; Kowaltowski et al., 1999), por meio da atividade enzimatica
da superoéxido dismutase (SOD) cuja isoforma mitocondrial € uma metaloenzima
que esta ligada a manganés (MnSOD) (Weisiger e Fridovich, 1973; Fridovich,
1995), enquanto que sua isoforma citolésica é dependente de cobre e zinco
(CuzZnSOD) (Okado-Matsumoto e Fridovich, 2001; Sturtz, 2001). Ao mesmo tempo
Ca?* desloca fons de ferro (Fe**) de seus sitios de ligagdo aumentando sua
concentracao livre na matriz mitocondrial (Castilho et al., 1995). Este processo
consiste na estimulacao da reacao de Fenton ou do tipo Fenton, ocasionando a
formacéo de radicais hidroxila (OH®), sendo estes altamente reativos (Halliwell e
Gutteridge, 1997).
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O balanco redox é mantido pelas células, por intermédio da formacgéo e
eliminagao das EROs por diversos sistemas antioxidantes, (Hamanaka e Chandel,
2010; Martin, 2010) composto por enzimas tidlicas (tioredoxina peroxidase (TPx)
(Rhee et al,, 1994), glutationa peroxidase (GPx) (a primeira enzima antioxidante
tiol caracterizada em mitocédndrias) (Green e O'Brien, 1970; Dickinson e Forman
2002), superoxido dismutase (Miller, 2004), NADPH, vitaminas E e C (Sutton e
Winterbourn, 1989; Halliwell e Gutteridge, 1997; Watabe et al., 1997; Netto et al.,
2002) e pela catalase (descrita em mitocdndrias de coragao e figado) (Radi et al.,
1991; Salvi et al., 2007). Todos esses sistemas antioxidantes evitam o acumulo de
0O." e de H,O, e a consequente produgdo do OH®, contra o qual ndo existe
nenhum sistema enzimatico de defesa. Além do sistema antioxidante, a
mitocondria possui mecanismos que promovem um leve desacoplamento entre a
respiragcdo e a fosforilacdo oxidativa, ocasionando a diminuicdo da geracdo de
EROs (Skulachev, 1996). Entre eles estdo as UCPs (Klingenberg et al., 2001), o
translocador de nucleotideos de adenina (TNA) (Samartsev et al.,, 1997) e os
canais de K* sensiveis a ATP (Ferranti et al., 2003). Tais mecanismos promovem
uma leve diminuicdo do potencial eletroquimico (Ay), a qual é suficiente para
aumentar o consumo de O, e mudar o estado redox dos transportadores de
elétrons da cadeia respiratéria, diminuindo a reducao monoeletrénica de oxigénio
em estagios intermediarios da cadeia transportadora de elétrons, principalmente
nos complexos | e lll (Turrens, 1997).

Em situagcdes de estresse oxidativo, pode ocorrer a formacdo de OH®,
levando a oxidacao de componentes mitocondriais (Kowaltowski et al., 2001).
Falhas ocorridas nos sistemas antioxidantes ocasionam rompimento no equilibrio
redox em favor dos agentes oxidantes, razdo pela qual a célula ou organismo se
encontram sob “estresse oxidativo”, podendo ocorrer danos e morte celular (Bell-
Klein, 2002; Fariss et al., 2005; O’Rourke, 2005).

As EROs estdo ligadas ao desenvolvimento e progressdao de muitas
doencas humanas, como por exemplo, cancer, diabetes, doencas
neurodegenerativas, hipertensdo, aterosclerose, infec¢do por HPV, injaria por

isquemia-reperfusdo, doenca de Parkinson, artrite reumatdide, catarata, enfisema,
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dentre outras, além do processo de envelhecimento (Belld-Klein, 2002; Chandel,
2010). Em todas as doengas mencionadas, a injuria inicial (isquemia, trauma,
toxinas, radiagao, infeccao, etc) determina as alteracdes intracelulares, como dano
mitocondrial, alteracdes nas defesas antioxidantes e aumento do Ca**, além de
recrutamento de células do sistema imune que desencadeiam o0 processo
inflamatério que reforca o0 estresse oxidativo. Essas alteracbes que geram o
estresse oxidativo, levam o organismo a trés possibilidades: 1) adaptacao, por
aumento na atividade dos sistemas antioxidantes, que podem gerar protecao da
célula contra danos oxidativos futuros; 2) dano tecidual por lesdo em lipideos,
carboidratos e proteinas; 3) morte celular, seja por necrose ou apoptose (Bello-
Klein, 2002).

Historicamente, as EROs sao vistas como subprodutos metabdlicos téxicos
e causadores de uma infinidade de doencas humanas. Pesquisas recentes
sugerem que a regulacdo de diversos processos celulares € mediada pela
participacdo das EROs (Hamanaka e Chandel, 2010), que possuem um papel no
controle de diversas fungoes fisioldégicas, como o controle do ténus vascular, a
sinalizacao intracelular e a resposta imune fagocitaria (Drége, 2002; Bellé-Klein,
2002; Splettstoesser e Schuff-Werner, 2002). Podemos citar como exemplo claro
disso 0 H>O2, uma espécie reativa muito estavel e que difunde facilmente entre as
membranas, tendo participacao ativa em processos regulatérios celulares, como o
ciclo celular, a resposta ao estresse, metabolismo energético, balanco redox,
dentre outros (Hamanaka e Chandel, 2010).

1.5. Transicao de permeabilidade mitocondrial (TPM) e homeostasia
de ions Ca*.

Nos ultimos anos, nota-se que o papel da mitocbndria nos processos
apoptoéticos e necréticos tem recebido grande atencédo (para revisdo ver Figueira
et al., 2013), o qual se da pelo processo da TPM, um dos eventos-chaves no
processo de morte celular (Crompton et al., 1988; Kowaltowski et al., 2001).
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Em 1976, Hunter et al. trataram mitocondrias isoladas com Ca*" e
propuseram a seguinte hipétese: o acumulo mitocondrial deste cation resultava na
permeabizacao da organela, devido a formacao de um poro na membrana interna.
Pelo fato desse processo ser parcialmente revertido através da remogao do Ca®,
esse fendbmeno foi denominado “transicdo de permeabilidade mitocondrial” (TPM)
(Hunter et al., 1976; Hunter e Haworth, 1979).

A TPM é a permeabilizagdo nao seletiva da membrana mitocondrial interna,
(Vercesi et al., 1997; Kowaltowski et al., 2001) normalmente causada por estresse
oxidativo e por actimulo de fons de Ca*? nas mitocondrias, em um processo
estimulado por uma variedade de compostos e condi¢gbes (Zoratti e Szabo, 1995;
Crompton, 1999; Gunter, 2004; Vercesi, 2006b). A permeabilizacdo da membrana
mitocondrial interna a H,O, ions e outras moléculas com peso molecular de até
1500 Daltons (Bernardi, 2013) que oorre na TPM, resulta em perda do potencial
de membrana mitocondrial (AY), inchamento mitocondrial e ruptura da membrana
externa das mitocondrias (Vercesi, 2006b). Como resultado, a TPM participa
ativamente dos eventos que iniciam a morte celular por apoptose.

Apesar de muitas pesquisas, a natureza da TPM, caracterizada pela
abertura de um canal que é conhecido como poro de transicdo de permeabilidade
(PTP), ainda é controversa na literatura (Lé Quoc e Lé Quéc, 1988; Fagian et al.,
1990; Szabo e Zoratti, 1993; Woodfield et al., 1998; Marzo et al., 1998; Krauskopf
et al., 2006; Kokoszka et al., 2004; Baines et al., 2007; Leung et al., 2008;
Halestrap, 2009; Zoratti et al, 2010). Tem sido sugerida a participacdo de
proteinas da matriz e de proteinas da membrana mitocondrial interna e externa na
composigéo do PTP, sendo que os componentes mais citados sdo os canais de
anions voltagem-dependentes (VDACs), o TNA, a ciclofiina D (CyP D), dentre
outras moléculas (Tsujimoto e Shimizu, 2007; Lemasters et al., 2009). Alteracdes
estruturais em grupos de proteinas da membrana mitocondrial interna levariam a
formacao de agregados resultando no PTP mitocondrial (Fagian et al., 1990; He e
Lemasters, 2002). O aumento das concentragdes de ions de Ca** e a produgao de
EROs, induziriam a oxidacao de residuos de cisteina e permitiriam a formacéao de
ligagbes cruzadas de dissulfeto S-S (Fagian et al, 1990; Castilho et al., 1996),
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promovendo uma permeabilizagdo ndo-especifica da membrana mitocondrial
interna (Vercesi et al.,, 1997; Kowaltowski et al., 2001).

Por sua vez, variagdes no transporte de ions podem ocorrer por conta de
modificacdes em lipideos e proteinas de membranas, com aumento nos niveis
intracelulares de Ca?* (Dawson e Dawson, 1996). A distribuicdo do Ca®'
intracelular € controlada por processos de transporte desse cation através da
membrana plasmatica e de membranas de varias organelas ou regides celulares,
como o reticulo endoplasmatico liso, o nucleo e a mitocondria. Este processo
eletroforético se da pela seguinte forma: o ion positivo é atraido pelo potencial
eletroquimico de prétons que deixa o lado interno da membrana interna negativo,
e é transferido através de uma proteina integral da membrana interna com alta
afinidade pelo cation (Carafoli, 1987; De Stefani et al., 2011).

E bem estabelecido que o Ca®* é um agente sinalizador em sistemas
biolégicos e que existe um complexo sistema transportador de ions, que coordena
o fluxo através do plasma e das membranas intracelulares em resposta a sinais
celulares e extra-celulares (Berridge et al., 2003). Esta movimentacao do Ca® é
direta ou indiretamente direcionada pela hidrélise de ATP, indicando assim, um
processo altamente dependente do estado energético da célula (Glancy et al.,
2012). Em eucariotos, as concentragdes extracelulares de Ca®* oscilam em torno
de 1 a2 mM e as concentragfes intracelulares em torno de 50 a 100 nM (Carafoli,
1987). A titulo de exemplo, a deficiéncia nos mecanismos responsaveis pelo
suprimento de ATP leva a desregulacdo da sinalizagdo do Ca®* que compromete a
funcao celular (Hidalgo, et al., 2008, Figueira, et al., 2013 ).

Em 2010, Perocchi et al. mostraram a primeira evidéncia do gene que
codifica o transportador de Ca®" mitocondrial (MCU1, de mitochondrial calcium
uptake 1) por meio de técnicas gendmicas, incluindo RNAi (Perocchi et al., 2010;
Collins e Meyer, 2010, Baughman et al, 2011, De Stefani et al, 2011;
Mallilankaraman et al., 2012).

Outro fator que pode modular a susceptibilidade a abertura do PTP é o
estado redox de nucleotideos de piridina. A primeira evidéncia desse fendémeno foi
descrita por Lehninger et al. (1978), que demonstraram que o poder redutor
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elevado aumenta a capacidade de retencdo de Ca?* pelas mitocondrias.
Posteriormente, pesquisas complementares demonstraram que oxidagdo de
NADPH mitocondrial reduzia a capacidade antioxidante dessa organela, induzindo
o estresse oxidativo e levando a polimerizagédo de proteinas de membrana, via
ligagdo cruzada de grupamentos tidlicos (Fagian et al., 1990).

Vaseva et al. (2012) demonstraram que a proteina p53 é capaz de migrar
para a matriz mitocondrial e formar um complexo com a ciclofilina D (Cyp D)
(reguladora do PTP), mas ndo com VDAC ou com o translocador de nucleotideos
de adenina, e esta relacionada a abertura do PTP.

Mais recentemente, Giorgio et al. (2013) mostraram que dimeros
purificados de ATP sintase e reconstituidos em bicamadas lipidicas podem ter a
funcdo semelhante ao PTP, com mudancas nos padrdes eletrofisiol6gicos,
capazes de induzir a abertura de um canal equivalente ao PTP. Além disso, esses
autores mostraram interagdo da Cyp D com a ATP sintase na regulagdo desse
poro. Todos esses resultados mostram um papel duplo para a ATP sintase:
sintese de ATP e controle da TPM (Giorgio et al., 2013; Bernardi, 2013).

A TPM ¢ inibida pelo imunossupressor ciclosporina A (Fournier et al., 1987;
Crompton et al., 1988; Broekemei er et al., 1989; Davidson e Halestrap, 1990), que
se liga a proteina ciclofilina D, componente essencial do agregado proteico que
forma o PTP. A TPM também pode ser parcialmente revertida logo apés o inicio
do processo pela adicdo de quelantes de Ca?* ou redutores que evitam a oxidagao
de grupos protéicos tidlicos (-SH) (Kowaltowski e Vercesi, 1999; Hunter e Haworth,
1979; Valle et al., 1993; Castilho et al., 1996).

As principais reagdes que explicam a relagéo entre estresse oxidativo
e TPM estao resumidas na figura abaixo (Figura 3):
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Figura 3. TPM induzida por aumento de Ca** e acumulo de EROs. A cadeia
respiratoria, inserida na membrana mitocondrial interna, gera constantemente pequenas
quantidades de radicais superdxido (O,"). Esses radicais sdo normalmente removidos pela Mn-
superoxido dismutase (MnSOD), a qual promove a geracdo de H,O,. O H,O, é reduzido a H,O
pelas enzimas glutationa peroxidase (GPx), tiorredoxina peroxidase (TPx) ou catalase (em
mitocdndria de coragao). A glutationa (GSH), oxidada pela GPx, e a tiorredoxina (TSH), oxidada
pela TPx sdo recuperadas pela glutationa e pela tiorredoxina redutases (GR e TR), as quais
utiizam NADPH como doador de elétrons. NADH, que esta presente em quantidades reguladas
pela respiracdo, reduz NADP* através da atividade da NADP-transidrogenase (TH). Quando a
geracdo de O, "~ aumenta na presenca de Ca®" e Pi, e/ou quando os mecanismos de remocao de
H,O, estdo desativados, H,O, acumula-se em grandes quantidades e na presenca de Fe** gera o
radical hidroxil (OH") altamente reativo. OH" oxida grupos tiélicos (-SH) de proteinas de membranas
especificas levando a abertura do poro. OH' também pode promover permeabilizagdo da
membrana interna através da peroxidacao lipidica, um processo fortemente estimulado por Pi

(traduzido e adaptado de Kowaltowski et al., 2001).
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1.6. Alteracdes mitocondriais na hipercolesterolemia e a deficiéncia
de NADP-trasidrogenase

Na ultima década acumularam-se evidéncias sobre o envolvimento de
disfuncbes mitocondriais em varias doencas degenerativas e metabdlicas
(Lemasters e Nieminem, 2001), entre elas as dislipidemias primarias que
repercutem na funcéo mitocondrial (Vercesi et al., 2006b; Vercesi et al., 2007). O
aumento da producdo de EROs na mitocdndria, o acumulo de danos ao DNA
mitocondrial, e a progressiva disfuncao da cadeia respiratéria estdo associados
com aterosclerose ou cardiomiopatia em humanos (Madamanchi e Runge, 2007;
Madamanchi e Runge, 2013).

A ideia central da hipétese oxidativa para o desenvolvimento de
aterosclerose é que as EROs medeiam a modificacao oxidativa de lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e estas levam a formagédo de células espumosas (Berliner
e Heinecke, 1996). Esta ideia é apoiada por estudos que demonstram a presenca
de LDL modificada in vivo e a habilidade que as EROs tém em converter
lipoproteinas a uma forma potencialmente pr6-aterogénica, quando adicionados a
LDL natural in vitro.

Uma implicagdo direta da disfungdo mitocondrial na aterogénese foi
sugerida em pesquisas que descreveram acumulo de mutagdes do DNA
mitocondrial em artérias lesadas de camundongos hipercolesterolémicos e de
artérias e coracdes de pacientes com aterosclerose (Corral-Debrinski, et al., 1992;
Balinger et al., 2002).

Trabalhos anteriores do nosso laboratério demonstraram a relevancia da
participacdo mitocondrial no desequilibrio redox mitocondrial para aterosclerose,
em estudos realizados em camundongos hipercolesterolémicos por knockout do
gene do receptor de LDL (LDLr") (Oliveira, et al., 2005, Paim et al., 2008).
Mitocondrias isoladas do figado, cérebro e coragdo, e também células
mononucleares isoladas do baco desses animais, apresentam uma producao
aumentada de EROs em comparacdo aos camundongos controles
(C57BL6/JUnib). O acumulo de EROs na mitocdndria deveu-se a diminui¢gdo do
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poder redutor na forma de NADPH, responsavel por re-reduzir o sistema
enzimatico antioxidante dessa organela. Isso também explica a maior
susceptibilidade a TPM observada nestes animais.

A hipétese proposta, ilustrada na figura abaixo (Figura 4), mostra que a
diminuicdo do conteudo de nucleotideos reduzidos nas mitocéndrias dos animais
hipercolesterolémicos era resultante do aumento de seu consumo pela elevada
taxa de lipogénese nos hepatdcitos destes animais, uma vez que essas células
nao captam adequadamente colesterol exégeno. A biossintese de 1 mol de
colesterol oxida cerca de 24 moles de NADPH (Gaylor, 2002).

T Colesterol

LDLr

+ Colesterol

1

T Lipogénese C o

Morte Celular Oxidacio

de LDL

.
o Hf VLDL
Figura 4. Diagrama do modelo proposto para explicar o estresse oxidativo
mitocondrial em células deficientes do receptor da LDL. LDLr: receptor da LDL; LDL:

lipoproteina de baixa densidade; VLDL.: lipoproteinas de densidade muito baixa; EROs (traduzido e
adaptado de Vercesi et al., 2007).

Todavia, recentemente foi descrito que o0os camundongos
hipercolesterolémicos, por serem do background C57BL6/J, além de serem
portadores da deficiéncia do receptor de LDL, também possuem uma mutagéo
espontdnea no gene da transidrogenase de nucleotideo de nicotinamida (Nni)
(Toye et al., 2005). O gene da Nnt codifica uma proteina integral da membrana
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mitocondrial interna que tem atividade enzimatica de reduzir NADP* a custa de
oxidacao de NADH e da entrada de prétons na matriz mitocondrial (Figura 5)
(Rydstrom, 2006; Ronchi et al., 2013).

Em seres humanos, a mutagdo espontanea no gene da Nnt, estd associada
a deficiéncia de glicocorticoides familiar. Curiosamente, os camundongos

C57BL/6J também apresentam este fenotipo (Meimaridou, et al., 2012).

H-i H+ H- H+
+ 4+ +

MMI

NNT

H+
NADH + NADP* NAD * + NADPH

Figura 5. Esquema da reacdo catalisada pela NADP- transidrogenase
mitocondrial e das reacoes redox de NADP. O H' ¢ transferido da membrana
mitocondrial interna (MMI) para matriz mitocondrial e o NADP* é reduzido a custa de
NADH, resultando no deslocamento do equilibrio para a direita pelo gradiente
eletroquimico (Ronchi et al., 2013, modificado).

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizadas linhagens de
camundongos C57BL/6J obtidos do Laboratério Jackson (Bar Harbor, ME, EUA)
em 2009, sendo esta usada com frequéncia em pesquisas biomédicas,
particularmente em investigacbes metabdlicas, os quais sdo mutantes para Nnt.
Ha registros de que esta mutacao surgiu a cerca de trés décadas passadas, nas
dependéncias da colénia do Laboratério Jackson (http:/jaxmice.jax.or
eg/strain/000664.html; acessado em 05 de Outubro de 2013). E digno de nota que
algumas linhagens C57BL/6J foram separadas da colénia Jackson antes do
surgimento da mutagdo, como € o caso da linhagem C57BL6/JUnib, obtida do
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Zentralinstitut far Versuchstierzucht (ZFV) (Hannover, Alemanha) em 1987 pelo
CEMIB da UNICAMP.

A mutacdo da Nnt causa deficiéncia no estado redox de NADP e glutationa,
bem como aumenta a producdo de H>O, mitocondrial (Ronchi et al., 2013). Por
outro lado, o controle respiratério de mitocondrias isoladas de figado com
diferentes substratos respiratérios ndo apresentam diferengas quando comparado
a linhagens que possuem o gene da Nnt funcional (Ronchi, et al., 2013).
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2. Objetivos




2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi esclarecer os mecanismos envolvidos
nas alteragdes redox e na susceptibiidade a TPM em camundongos
hipercolesterolémicos, uma vez que tanto a lipogénese aumentada quanto a
deficiéncia da transidrogenase de nucleotideo de nicotinamida (NNT) podem ser
responsaveis pela diminuicio de NADPH observada nas mitocdndrias destes

animais.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a eficiéncia da respiracdo mitocondrial e fosforilacdo oxidativa de
mitocOndrias isoladas de figado e coracao.

b) Verificar o estado redox de nucleotideos de piridina em preparagdes de

mitocOndrias isoladas de figado.

C) Avaliar a susceptibilidade a transi¢cdo de permeabilidade em preparacdes de
mitocondrias isoladas de figado e coracédo, utilizando métodos de inchamento
mitocondrial, medida do potencial elétrico de membrana e de transporte de ions
Ca*.

d) Verificar a produgdo de EROs em preparagdes de mitocondrias isoladas de

figado.
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3.Material e Metodos
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3.1. Animais

Foram utilizados camundongos hipercolesterolémicos (C57BL6/J/LdIr-/-) por
inativacao do gene do receptor de LDL que também possuem delecao de NADP-
transidrogenase (NNT), C57BL6/J (delecdo de NNT) e C57BL6/JUnib (NNT
intacta), originalmente provenientes do laboratorio Jackson (Bar Harbor, ME) e
mantidos no biotério central da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB -
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biol6gica), em salas climatizadas em
2211 °C com ciclo claro-escuro de 12 horas, com acesso a dieta padrdao (Nuvital
CR1, PR, Brasil) e agua a vontade.

Camundongos machos de 2 a 4 meses de idade foram utilizados para o
isolamento de mitocondrias de figado e coracado deste estudo. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas — CEUA/IB/UNICAMP (protocolo n° 2549-1
de 2011) e Comisséo Interna de Biosseguranga (CIBio), 1B, UNICAMP.

Com finalidade didatica denominaremos os camundongos de Hipercol
(C57BL6/J/LdIr"), Jackson (C57BL6/J) e Unib (C57BL6/J/Unib).

3.2. Determinacées bioquimicas plasmaticas

O colesterol total e triglicérides plasmaticos foram determinados utilizando
método enzimatico-colorimétrico (kits enzimaticos Roche — Alemanha), conforme

instrucdes do fabricante.
3.3. Isolamento de DNA pela técnica de salting out

Para o isolamento de DNA, utilizamos o procedimento de salting out, com
modificacdes a partir de Miller et al. (1988). Esse procedimento consiste em
aumentar a salinidade (solucéo saturada de NaCl) a fim de diminuir a associagéao
de proteinas ao DNA, permitindo a extracdo dessa molécula. Em tubos de 2mL
Cerca de 50 mg de tecido da cauda foi adicionado tampao de lise pH 8,2 (Tris-HCI
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50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 5 mM, SDS 0,5%) e proteinase K 10 mg/mL. Apéds
digestao a 56°C overnight, com agitacao constante em banho-seco.

Em seguida, os tubos de 2mL foram agitados no vortex e centrifugados a
14000 rpm por 1 minuto, os sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo
de 2mL, adicionando-se 200 pL de solucdo saturada de NaCl 6 M aos
sobrenadantes e entdo foram agitados no vortex por 15 segundos e transferidos
para um banho de gelo até que ocorresse a formagdo de um precipitado
esbranquicado. Apos esse passo, 0s tubos foram centrifugados a 14000 g por 15
min a 4°C. Verificada a auséncia de precipitados esbranquicados no
sobrenadante, esse foi transferido para outro tubo de 2 mL ao qual foram
adicionados 550 pL de etanol absoluto 99% gelado, misturando-se bem e os tubos
foram centrifugados a 10000 g por 5 min a 4°C. Descartado o sobrenadante
adicionou-se 600 pl de etanol 70% gelado. Os tubos foram mantidos a -20°C por,
pelo menos, duas horas para garantir a precipitagdo do DNA.

Realizada a etapa de precipitacdo do DNA em etanol gelado, os tubos
foram centrifugados novamente a 10000 rpm por 2 min a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet formado foi seco sob jato de N,. Uma vez completamente
seco, o pellet foi ressuspenso em 150 ul de tampao TE pH 8,1 (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM).

Em espectrofotdmetro de microvolumes Nanodrop® foi obtido o espectro da
amostra e o valor da razao A260/A280 (absorbancia em 260 nm / absorbancia em
280 nm) e da razao A260/A230. A primeira razdo indica a pureza da amostra de
DNA com relagédo a contaminagao por proteinas e deve estar sempre acima de 1,8
para a determinacao de lesées oxidativas. A segunda razéo indica uma possivel
contaminagao por solventes, principalmente, o etanol da etapa de precipitacéo. A
concentracao de DNA foi obtida em ng/uL.

3.4. PCR para identificacao da mutacao da Nnt

Os grupos de camundongos foram genotipados usando trés primers (todos
5'-3"):
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Nnt-COM (GTAGGGCCAACTGTTTCTGCATGA)

Nnt-WT (GGGCATAGGAAGCAAATACCAAGTTG)

Nnt-MUT (GTGGAATTCCGCTGAGAGAACTCTT)

Sendo dois alelos, o alelo de tipo selvagem e o alelo mutante Nnt. Os
produtos de amplificacdo por PCR foram 579 pb para o alelo de tipo selvagem e
para o alelo mutante 743 pb. Os produtos da reacdo PCR amplificacdo
condic¢Oes utilizadas foram de fusao inicial de 95°C, 5 min, em seguida 35 ciclos
de 95°C, 45 seg, 58°C, 30 seg, 72°C, 45 seg, seguido de uma extensao final de
72°C por 5 min, foram sujeitos a electroforese em gel de agarose 2%, e
visualizadas sobre uma caixa de luz UV utilizando o sistema comercial de
imagiologia (P-Pix Image HE, Loccus Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) (Nicholson,
2010).

3.5. Isolamento de mitocéndrias de figado

As mitocondrias de figado foram isoladas utilizando-se técnicas de
centrifugacao diferencial, segundo Schneider e Hogeboom (1951), com algumas
modificagcdes: o animal foi sacrificado por deslocamento cervical, o figado foi
retirado, picotado e lavado em meio de isolamento | contendo sacarose 250 mM,
EGTA 1 mM e HEPES 10 mM (pH 7,2). O tecido picotado foi homegeneizado em
homogenizador do tipo Potter com meio de isolamento |, a suspenséo foi
centrifugada por 10 min a 800 x g com aceleracdo e desaceleragdo maxima em
rotor Beckman 25.50 JA (Beckman, Palo Alto, CA, USA) para precipitacdo de
nucleos e residuos celulares. O sobrenadante foi separado e reservado em outro
tubo e o pellet foi ressuspenso novamente e centrifugado por 10 minutos a 800 x
g, obtendo com isso uma quantidade maior de mitocondria para realizar os
experimentos. Este segundo sobrenadante foi separado em outro tubo e
juntamente com o tubo ja reservado foram centrifugados por 10 minutos a 7.750 x
g. Depois de desprezar os sobrenadantes e homegeneizar os pellets com um
pincel fino, foi ressuspenso em 500 puL de meio de isolamento Il (sacarose 250
mM, EGTA 0,3 mM e HEPES 10 mM (pH 7,2)) e novamente centrifugado por 10
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minutos a 7.750 x g. O sobrenadante foi novamente desprezado e o pellet foi
lavado 3 vezes com 100 pL de Meio de isolamento Ill (mesma condicdo dos
anteriores sendo este isento de EGTA) e entdo as fragdes mitocondriais foram
ressuspensas com 100 puL do mesmo meio, obtendo-se uma concentracéao final
de 40 - 50 mg proteina/mL. Todos os procedimentos do isolamento foram

realizados a 4°C ou em gelo.

3.6. Isolamento de mitocondrias de coracao

As mitocdndrias de coracdo foram isoladas por meio do método de
centrifugacao diferencial. O animal foi sacrificado por deslocamento cervical, o
coracao foi retirado, picotado e lavado em meio de isolamento | que contendo
sacarose 75 mM, manitol 200 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1 mM e BSA 0,1% (pH
7,2). O tecido picotado foi entdo homegeneizado manualmente em
homogeneizadores tipo Dounce por aproximadamente 10 vezes com pistilo frouxo
e 10 vezes com o pistilo apertado para obtencao de uma suspensdao homogénea.

A suspensao foi centrifugada por 10 min a 800 x g com aceleragédo e
desaceleracao maxima, em rotor Beckman 25.50 JA (Beckman, Palo Alto, CA,
USA) para precipitacdo de nucleos e residuos celulares. O sobrenadante foi
separado e reservado em outro tubo e o pellet foi ressuspenso novamente e
centrifugado por 10 minutos a 800 x g, obtendo com isso uma quantidade maior de
mitocOndria para realizar os experimentos. Este segundo sobrenadante foi
separado em outro tubo e juntamente com o tubo ja reservado foram centrifugados
por 10 min a 6.000 x g. Depois de desprezar os sobrenadantes e homegeneizar os
pellets com um pincel fino, em 500 pL de meio de isolamento Il (mesma condicao
do anterior sendo este isento de EGTA e BSA) e novamente centrifugado por 10
minutos a 6.000 x g. As fragcdes mitoncondriais foram ressuspensas com 100 pL
do mesmo meio, obtendo-se uma concentracao final de 25 - 35 mg proteina/mL
(Kowaltowski et al., 2001). Todos os procedimentos do isolamento foram
realizados a 4°C ou em gelo.
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3.7. Determinacao de proteina mitocondrial

As concentracbes de proteina dos homogenatos e suspensdes
mitocondriais foram determinadas pelo método de Biureto (Gornall et al., 1949) na
presenca de colato 1 % (Kaplan e Pedersen, 1983) ou de Bradford (Bradford,
1976). O principio do método baseia-se na formagao de ligagbes peptidicas com
fons cupricos, em meio alcalino, dando origem a um complexo com tonalidade
violeta. Inicialmente no método de Biureto a solucdo contendo os reagentes foram
colocadas em um tubo de ensaio de vidro com 1 cm de caminho ético e
quantificados a 540 nm em espectrofotémetro, enquanto que pelo método de
Bradford a solucdo contendo reagentes foram colocadas em microplacas e
quantificados a 540 nm em um leitor de placas. A absorbancia é considerada
diretamente proporcional a concentracdo de proteina na solucdo analisada.

Solugdes de BSA foram utilizadas como padroes.

3.8. Condicoes experimentais

Todos os experimentos foram realizados em meio de reagcdo padrao
contendo sacarose 125 mM, HEPES 10 mM, KCL 65 mM, KH2PO4 2 mM e MgCL,
1 mM, com pH ajustado em 7,2 e a temperatura mantida em 28 °C com agitacao
constante. Como substratos respiratérios foram utilizados substratos para
complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM. Outros reagentes

e substratos adicionados estdo indicados nas figuras.

3.9. Consumo de oxigénio mitocondrial

O consumo de O, por suspensdes mitocondriais isoladas de figado ou de
coragéo (0,5 mg/mL) em meio de reagédo contendo EGTA 200 uM foi monitorado

utilizando-se um eletrodo do tipo Clark (Yellow Springs Instrument Co.) conectado
a uma camara de vidro de 1,4 mL equipada com agitador magnético. A
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concentracao inicial de oxigénio molecular no meio de reacao foi de 225 nmol/ml,
a 28 °C (Robinson e Cooper, 1970).

A respiracdo de fosforilacdo (V3) foi obtida pela adicdo de 150
nmoles/mL ADP. A respiracao de repouso (V4) é aquela observada ap6s o término
da respiracao de fosforilacdao. O controle respiratério (CR) foi calculado como a
razao entre as velocidades de respiracdo nos estados 3 e 4. A razdo ADP/O indica
o numero de moléculas de ADP fosforiladas por a&tomo de oxigénio consumido,

como mostrado no esquema da Figura 6.

Mitocdndria
ADP
100%
V3
S Término do ADP
ermino ao
>
< V4
v _ >
0% Tempo

Figura 6. Esquema ilustrativo para obtencao dos parametros respiratérios.

3.10. Determinacao do estado redox de NAD(P)H

A oxidacdo ou redugdo de nucleotideos de piridina nas suspensfes
mitocondriais foram acompanhadas em um espectrofluorimetro Hitachi F-4500
(Hitachi, Ltd., Téquio, Japao) operando nos comprimentos de onda de excitagdo e
emissao de 366 e 450 nm, respectivamente (Vercesi, 1987). Calibracées foram
realizadas por meio de adi¢coes de concentracées conhecidas de NADPH ao meio

de reagéo padrao na auséncia de mitocdndria (Figura 7).
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Figura 7. Calibracao de NADH. Tracado representativo das alteracées de fluorescéncia em
resposta a adicdes de NADH 20 uM.

3.11. Medida de inchamento mitocondrial

As suspensdes mitocondriais sdo turvas e espalham a luz incidente. A luz
espalhada € uma funcdo da diferenca entre o indice de refragdo da matriz
mitocondrial e do meio, e, qualquer processo que diminua esta diferenca ira
diminuir a luz espalhada e aumentar a transmitancia (Nicholls e Akerman, 1982).

Assim, um aumento no volume da matriz mitocondrial, associado com a
entrada de solutos permeaveis, resulta numa aproximacao entre o indice de
refragdo da matriz e do meio de reagdo com a consequente diminuicdo da luz
espalhada. O acompanhamento espectrofotométrico da reducao da absorbancia a
520 nm (Vercesi et al., 1988) foi feito em um espectrofotometro Hitachi U-3000

51



(Hitachi, Ltd., Toéquio, Japao). As medidas de inchamento mitocondrial foram
calculadas utilizando retas paralelas, medindo o meio entre as elas, determinando
um ponto no tragado, o qual corresponde a metade do inchamento.

3.12. Determinacao do potencial elétrico (Ay) de membrana
mitocondrial — Método da safranina

A medida do potencial de membrana mitocondrial foi determinada usando-
se o indicador fluorescente safranina O, 5 uM (Figueira et al., 2012). A
fluorescéncia da safranina decresce progressivamente com sua adsor¢cao a
membrana mitocondrial interna a medida que aumenta o potencial elétrico até
aproximadamente 170 mV. Usou-se espectrofluorimetro Hitachi F4500 (Hitachi,
Ltd., Téquio, Japao) nos comprimentos de onda de excitacdo e emissdao de 495
nm e 586 nm, respectivamente. A calibracdo foi feita pela titulagdo do potencial
com a captacao de potassio (K*) na presenca de valinomicina, em meio de reagao
isento de potassio e contendo sacarose 200 mM, HEPES 20 mM pH 7,2, MgCl»
1,0 mM, EGTA 0,3 mM. KCI foi consecutivamente adicionado para determinacdes
dos valores de potencial elétrico de membrana usando-se a equacédo de Nerst
para as concentragdes finais de KCI (0,375 mM, 0,75 mM, 1,125 mM, 1,625 mM,
2,125 mM, 2,625 mM, 3,375 mM, 4,125 mM, 4,875 mM e 5,625 mM) seguidas de
uma adicao de FCCP 0,35 uM para dissipar totalmente o potencial (Ver Figura 8).
As medidas do potencial elétrico de membrana mitocondrial foram calculadas
utilizando retas paralelas, medindo o meio entre elas, determinando um ponto no

tracado, o qual corresponde a metade da liberagéo do potencial.
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Figura 8. Estimativa do potencial elétrico de membrana mitocondrial - Método da
safranina. Tragado representantivo das alteragbes na fluorescéncia de safranina em resposta a
titulacdo do potencial elétrico, com adi¢gdes de KCI, na presenga de valinomicina (Val) 40 ng/mL.
KCI foi consecutivamente adicionado para determinar o valor de potencial elétrico de membrana
usando-se a equacado de Nerst para as concentragoes finais de KCI (0,375 mM, 0,75 mM, 1,125
mM, 1,625 mM, 2,125 mM, 2,625 mM, 3,375 mM, 4,125 mM, 4,875 mM e 5,625 mM). Apés as

adicoes de KCI, foi adicionado o protonéforo FCCP 0,35 uM para dissipar todo o potencial.

3.13. Captacao de ions de calcio por mitocondrias

A captacao de célcio por mitocéndrias isoladas foi monitorada segundo as
variagdes de fluorescéncia de Calcium Green™- 5N 0,1 uM (Molecular Probes) em
um espectrofluorimetro Hitachi F4500, operando com excitagdo e emissdao nos
comprimentos de onda de 506 e 531 nm, respectivamente (Murphy et al., 1996).
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A calibracao foi feita pela titulacdo de ions de calcio em meio de reacao
padrdo na auséncia de mitocondria, com adigdes de Ca®* (10 uM , 10 uM ,10 pM,
5 uM) seguidas por adigcdes de EGTA (5 uM) (ver Figura 9).

As medidas da captacdo de ions de Ca?* foram calculadas utilizando retas
paralelas, utilizando o meio entre elas, determinando um ponto no tragado, o qual

corresponde a metade da liberagéo do célcio.
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Figura 9. Efeitos de Ca** e EGTA sobre a fluorescéncia de Calcium Green. Tragado
respresentativo das alteragdes de calcium Green em resposta a titulagdo com ion de Ca®* e sua
reversdo com adi¢des de EGTA. A fluorescéncia inicial aproximadamente 600 u.a. foi obtida com

meio de reacio padrio contendo Ca®* na concentragdo aproximada de 15pM.
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3.14. Estimativa da liberacao de espécies reativas de oxigénio

A liberagao de perdxido de hidrogénio (H20,) pelas mitocondrias isoladas
foi determinada fluorimetricamente por meio da converséo de Amplex Red® 10 uM
(Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA), na presenca de peroxidase 1 U/ml, a
um composto altamente fluorescente, resofurina (Zhou et al, 1997). A
fluorescéncia foi monitorada ao longo do tempo em um espectrofluorimetro
Shimadsu RF5301 usando comprimentos de onda de excitagcdo e emissao de 563
e 587 nm, respectivamente. Sob estas condigdes, um aumento linear na

fluorescéncia indica um aumento da taxa de liberacdo do HoO, pelas mitocéndrias.

O célculo das velocidades foi realizado considerando-se os dois minutos
finais de tragado, nos quais é feita a regressao linear e, a partir da equacgéao da
reta obtida para o intervalo de tempo adotado, foram calculadas as variagdes de
fluorescéncia por unidade de tempo. Com a calibracao (Figura 10) feita com H>O,
e AmplexRed®, na presenca de peroxidase (HRP), os valores de fluorescéncia
por unidade de tempo (unidades arbitrarias/min) foram convertidos a valores de

quantidade por unidade de tempo (pmol/min).
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Figura 10. Estimativa da liberacdo de espécies reativas de oxigénio - Método do
Amplex Red®. Tracado representantivo das alteragées na fluorescéncia de Amplex Red® em
resposta a titulacdo da liberacdo de espécies reativas de oxigénio, com adicdes conhecidas de
H,0..

3.15. Analises estatisticas dos resultados

Os dados experimentais foram analisados utilizando-se o software
OriginPro versao 8.0 e GraphPad Prism versado 5.0. Os dados foram submetidos
ao teste One-way ANOVA seguido por teste de Bonferroni com mdultiplas
comparagoes. Os dados estdo representados como a média + erro padrdao (
SEM) de pelo menos seis experimentos independentes. Consideramos
significativo o valor de p <0,05.
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4.Resultados e discussao
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A NADP-transidrogenase (NNT) é uma enzima da membrana mitocondrial
interna importante para a manutencao do estado redox da organela. Por re-reduzir
NADP a partir de NADH, a NNT € considerada o principal gerador de poder
redutor do sistema enzimatico antioxidante mitocondrial (Hoek e Rydstrom, 1988;
Rydstrém, 2006; Ronchi et al., 2013). Em situagbes de alto potencial elétrico da
membrana mitocondrial interna esta enzima pode deslocar a reagao:

NADH + NADP* &—NAD" + NADPH até 500 vezes para a direita.

Assim, a deficiéncia dessa transidrogenase poderia causar diminuicdo de
NADPH e da capacidade de defesa mitocondrial contra EROs causando estresse
oxidativo celular (Ronchi et al., 2013).

Os camundongos Jackson (C57BL6/J) sdo modelos responsivos a
obesidade induzida por dieta e amplamente utilizados para estudos metabdlicos e
para producdo de animais geneticamente modificados. Estes camundongos
quando alimentados com dietas ricas em gorduras, apresentam varios aspectos
da sindrome metabdlica, a saber, obesidade central, resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose e dislipidemia (Laboratério Jackson - http://jaxmice.jax.or
eg/strain/000664.html; acessado em 12 de Setembro de 2013).

Contudo, os camundongos Jackson diferem de outras linhagens C57BL6
por possuirem uma mutacdo no gene da Nnt que causa niveis extremamente
baixos de expressao e atividade da enzima no figado e pancreas destes animais
(Toye et al., 2005). Recentemente importamos estes camundongos do Jackson
Laboratory (2009) e observamos que estes apresentam aumento marcado de
adiposidade e intolerdncia a glicose quando comparados aos camundongos
controles Unib, obtidos do Centro Multidisciplinar da Investigagdo Biol6gica em
Animais de Laboratério (CEMIB) da Unicamp (J. C. Rovani, Tese de Mestrado,
Instituto de Biologia da Unicamp, resultados nao publicados).

Trabalhos realizados em nosso laboratério (Oliveira et al., 2005 e Paim et
al.,, 2008) mostraram que os camundongos hipercolesterolémicos (background
C57BL6/J, provenientes do Jackson Laboratory) tém maior susceptibilidade a
abertura do PTP quando comparados aos camundongos Unib, provenientes do

CEMIB/Unicamp. Estes estudos indicaram que essa maior susceptibilidade a
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abertura do PTP ocorria devido a uma deficiéncia de NADPH mitocondrial, sendo
proposto que a sintese aumentada de colesterol era responsavel por esta
deficiéncia de NADPH (Oliveira et al., 2005 e Paim et al., 2008).

Como os camundongos hipercolesterolémicos sao também deficientes da
NNT, existe a possibilidade de que a deficiéncia de NADPH nestes animais seja
devido tanto ao aumento de sintese de colesterol como também a deficiéncia
dessa transidrogenase.

4.1 Niveis de colesterol e de triglicérides plasmaticos nos
camundongos Unib, Jackson e hipercolesterolémicos.

A Figura 11 mostra os valores de colesterol e triglicérides plasmaticos
nos camundongos hipercolesterolémicos, Jackson e Unib. Os resultados obtidos
mostram que o0s camundongos hipercolesterolémicos, conforme esperado,
apresentaram colesterol plasmatico significativamente aumentado (270 mg/dL)
(Ishibashi, 1993 e Osono et al, 1995) em relacdo aos Jackson e Unib (110
mg/dL). Estes valores estdo de acordo com os dados do Jackson Laboratory, onde
os niveis de colesterol dos camundongos hipercolesterolémicos recebendo uma
dieta padrdo estdo entre 200 e 400 mg/dL, sendo que os valores dos
camundongos Jackson e Unib estdo na faixa normal, i.e., entre 50 e 100 mg/dL.

Os valores de triglicérides plasmaticos nao foram significativamente

diferentes e encontram-se dentro da faixa normal (entre 100 e 150 mg/dL).
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Figura 11. Concentracoes de colesterol e de triglicérides plasmaticos em
camundongos Unib, Jackson e Hipercol. Painel A: colesterol plasmatico. Painel B: triglicérides
plasmatico, * p < 0,01 vs Unib. Média + e.p.m. (n=30).
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4.2. PCR para identificacao da mutacao da Nnt

Para confirmar a presenca da mutacao da Nnt foi realizado a reacao em
cadeia da polimerase (PCR), onde os dados obtidos mostram, como esperado,
que os camundongos hipercolesterolémicos e Jackson apresentam o alelo do tipo
mutante, com aproximadamente 743 pb. Os camundongos Unib apresentam o
alelo com aproximadamente 579 pb indicando que possuem a Nnt intacta (wild
type) em seu gendtipo (Figura 12).
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Figura 12. Genotipagem e atividade da Nnt em camundongos Unib, Jackson e
Hipercol. A anélise do DNA em gel de agarose feita por PCR, amplificacdo dos fragmentos de
genes mutados de Nnt e de tipo selvagem das caudas de camundongos. Os produtos de
amplificagdo sado 579 pb para o alelo selvagem e 743 pb para o alelo mutante. Figura
representativa (n=3).
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4.3. Consumo de O, por mitocondrias de camundongos Unib, Jackson
e hipercolesterolémicos.

Apés o isolamento de mitocéndrias de figado e de coracgdo, foi realizada a
avaliagcdo da integridade mitocondrial por meio das medidas de controle
respiratorio. Os valores obtidos foram em média, acima de 4,5 para mitocéndrias
de figado e acima de 5 para mitocondrias de coragcdo. Como mostrado na Figura
13 e na Tabela | (mitocéndrias isoladas de figado) e na Figura 14 e na Tabela Il
(mitocéndrias isoladas de coracao), nao houve diferencas significativas entre os
parametros respiratérios mitocondriais das trés linhagens estudadas.

Estes resultados indicam que mitocondrias dos trés grupos de
camundongos sdo igualmente funcionais quanto ao consumo de oxigénio e
conversao de energia. De acordo com Oliveira et al. (2005) e Paim et al. (2008),
as mitocdndrias de camundongos hipercolesterolémicos n&do apresentam
diferencas no consumo de oxigénio quando comparadas as mitocondrias de

camundongos Unib.
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Figura 13. Consumo de O, por mitocondrias de figado isoladas de camundongos
Unib, Jackson e Hipercol nido apresentaram diferenca significativa entre os parametros
bioenergéticos mitocondriais. Mitocondrias isoladas (0,5 mg/mL) foram incubadas em 1,4 mL de
meio de reagdo padrao, pH 7,2, 28°C, contendo EGTA 200 uM e substratos para complexo |
(malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM. Figura representativa (n=10). MFC =

Mitocéndria de figado de camundongo.

64



LUNIB JACKSON HIFERCOL

Moo MCC

ADP l
ADP

e W

\\ {108}

\

L {121)

1T nmol &,

17 nmaol O
[ E—
17 nmaol &,
—

(24) N, (21)
—
1 min 1 e
CR=5 CR=5 CR=5
ADPIO =25 ADPIO=28 ADPIO= 2.6

Figura 14. Consumo de O, por mitocondrias de coracao isoladas de camundongos
Unib, Jackson e Hipercol ndo apresentaram diferenca significativa entre os parametros
bioenergéticos mitocondriais. Mitocéndrias isoladas (0,5 mg/mL) foram incubadas em 1,4 mL de
meio de reacdo padrdo contendo sacarose 125 mM, Hepes 10 mM, KCI 65 mM, KH,PO, 2 mM, pH
7,2, 28°C, contendo EGTA 200 uM e substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-

cetoglutarato) 5 mM. Figura representativa (n=10). MCC = Mitocondria de coracido de camundongo.
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Tabela I: Consumo de O, por mitocondrias de figado isoladas de

camundongos Unib, Jackson e hipercolesterolémicos.

UNIB JACKSON HIPERCOL

V3 (nmol Oy/ mg/min) 42,20 + 1,38 41,39 +1,12 39,72 + 2,31

V4 (nmol Oy/ mg/ min) 10,08 + 0,63 9,20 +£0,14 9,57 +0,27
ADP/O 2,30 + 0,05 2,27 +0,04 2,23 +0,04
CR (V3/V4) 4,56 + 0,52 5,04 £0,60 4,56 + 0,55

Mitocéndrias isoladas (0,5 mg/mL) foram incubadas em 1,4 mL de meio de reagéo padrao, pH 7,2,
28°C, contendo EGTA 200 uM e substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-
cetoglutarato) 5 mM. Os valores representam a média + e.p.m. de n=10, p<0,05 (One-way ANOVA,

teste post-hoc de Bonferroni).

66



Tabela Il: Consumo de O, por mitocondrias de coracado isoladas de
camundongos Unib, Jackson e hipercolesterolémicos.

UNIB JACKSON HIPERCOL
V3 (nmol Oz/ mg/min) 109,36 £22,11 102,22 £ 16,22 92,41 + 14,66
V4 (nmol Oy/ mg/ min) 21,69 + 3,66 20,43 * 3,21 18,93 + 3,39
ADP/O 2,42 + 0,06 2,48 + 0,07 2,46 + 0,32
CR (V3/V4) 5,01 £ 0,26 5,00 + 0,45 5,06 + 1,01

Mitocéndrias isoladas (0,5 mg/mL) foram incubadas em 1,4 mL de meio de reagdo padréao
contendo sacarose 125 mM, Hepes 10 mM, KCI 65 mM, KH,PO, 2 mM, pH 7,2, 28°C, contendo
EGTA 200 pM e substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM.
Os valores representam a média + e.p.m. de n=8, p<0,05 (One-way ANOVA, teste post-hoc de

Bonferroni).
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4.4. O estado redox de nucleotideos de piridina mitocondriais em
camundongos Unib, Jackson e hipercolesterolémicos em figado de
camundongo.

Considerando-se a deficiéncia de atividade da enzima NADP-
transidrogenase (NNT) nos camundongos hipercolesterolémicos e Jackson,
avaliamos o estado redox dos nucleotideos de nicotinamida (NAD(P)H) em
mitocOndrias isoladas destes animais, pois sabe-se que, o estado oxidado destes
nucleotideos induz a abertura do PTP (Vercesi, 1987; Fagian et al., 1990; Zago et
al., 2000).

Estes experimentos foram realizados por meio do monitoramento das
alteracdes na fluorescéncia de NAD(P)H endégeno. O estado reduzido foi obtido
pela adigao de isocitrato 1 mM (Figura 15).

Os experimentos com as trés mitocondrias energezidas por succinato na
presenca de rotenona (Figura 15A), ou com substratos de complexo | (malato,
piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) (Figura 15B) mostraram, como esperado,
que as mitocdndrias dos camundongos hipercolesterolémicos e Jackson exibiram
uma queda espontanea de fluorescéncia de NAD(P)H mais acentuada do que as
dos camundongos Unib. A adigdo posterior de isocitrato, um redutor especifico de
NADP* em mitocondrias de figado (Moyle e Mitchell,1973), reverteu as
fluorescéncias destas mitocondrias aos niveis originais, comparaveis aos niveis
das mitocondrias dos animais Unib.

Nos experimentos realizados na presenca de altas concentracbes de
piruvato e malato (Figura 15C), nenhuma das mitocéndrias dos trés modelos de
camundongos exibiram oxidagdo espontanea de NAD(P)H. Nestas condigdes, néo
ha o efeito da adicao de isocitrato. Na nossa interpretacdo, nestas concentracdes
de substratos ligados a NAD(P)H o ciclo de Krebs gerou isocitrato em niveis
suficientes para manter NADP no estado reduzido, por via independente da NNT
(Figura 15C).
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Figura 15. Comparacado do estado redox de nucleotideos de piridina mitocondriais
em camundongos Unib, Jackson e Hipercol, contendo diferentes substratos. Mitocdndrias de
figado (1mg/mL) foram incubadas em 2mL meio de reacao padrao, pH 7,2, 28°C, contendo EGTA
200 uM e isocitrato 1 mM foi adicionado onde indicado na figura. Painel A: succinato 5 mM e
rotenona 5 uM. Painel B: substratos de complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5
mM. Painel C: malato 5 mM e piruvato 5 mM. Figura representativa (n=6).
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4.5. Transicao de permeabilidade mitocondrial em camundongos Unib,
Jackson e hipercolesterolémicos avaliada por inchamento mitocondrial,
potencial elétrico de membrana e transporte de ions de Ca**.

4.5.1. Inchamento mitocondrial: Mitocondrias isoladas de figado de
camundongos Unib, Jackson e hipercolesterolémicos.

Para avaliarmos a TPM realizamos os experimentos de inchamento
mitocondrial, sensivel a ciclosporina A (CsA), com mitocdndrias incubadas na
presenca de ions de Ca®*, como mostrado na Figura 16. Nos camundongos
hipercolesterolémicos e Jackson, o inchamento completo ocorreu dentro de
periodos aproximados de 9 e 10 minutos, respectivamente. Esses resultados
mostram que mitocondrias de camundongos hipercolesterolémicos e Jackson sao
mais susceptiveis & TPM induzida por ions de Ca®** em relagdo aos camundongos
Unib, que sofreram menor inchamento durante um periodo de aproximadamente
de 15 minutos.

Apesar da maior susceptibiidade a TPM nos camundongos
hipercolesterolémicos e Jackson em relacdo aos camundongos Unib, houve
também diferenca significativa entre hipercolesterolémicos e Jackson no tempo
médio de inchamento, como mostrado na Figura 16B.

Estes dados apoiam a ideia de que, além da atividade de NNT as
alteragbes no metabolismo do colesterol também modificam a susceptibilidade das
mitocdndrias a TPM.
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Figura 16. A susceptibilidade a transicdo de permeabilidade mitocondrial induzido
por Ca®* é maior em camundongos Hipercol e Jackson, quando comparados a camundongos
Unib. Painel A: Mitocondrias de figado (0,5 mg/mL) foram incubadas em 2 mL de meio de reagao
padrao, pH 7,2, 28°C, contendo substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-
cetoglutarato) 5 mM e Ca®* 35 MM. Todos os grupos apresentam a mesma resposta na presenga
de CsA 1uM. MFC = MitocOndria de figado de camundongo. Figura representativa (n=6). Painel B:
Os dados sdo apresentados em média + e.p.m., *p<0,01 vs Unib, *p<0,05 vs Jackson (One-way
ANOVA, teste post-hoc de Bonferroni).
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4.5.2. Potencial elétrico de membrana mitocondrial (Ay): Mitocondrias

isoladas de figado de camundongos Unib, Jackson e hipercolesterolémicos.

Os experimentos representados na Figura 17 demonstram a diferenca de
tempo para dissipacdo do potencial elétrico de membrana mitocondrial induzida
por fons de Ca®*, nas mesmas condicdes dos experimentos anteriores nas trés
linhagens de camundongos estudadas.

De acordo com o0s experimentos de inchamento mitocondrial, as
mitocondrias isoladas de figado de camundongos hipercolesterolémicos e Jackson
dissiparam o Ay dentro de periodos aproximados de 10 e 12 minutos,
respectivamente. Isto demonstra que camundongos hipercolesterolémicos e
Jackson possuem maior susceptibilidade a TPM em relacdo aos camundongos
Unib que dissipam o Ay apés periodos de aproximandamente 18 minutos, nestas
condicbes experimentais. Além disso, conforme Figura 17B, ha diferenca
significativa entre os camundongos hipercolesterolémicos e Jackson, sendo que
as mitocOndrias dos primeiros perdem seu Ay mais rapidamente que as dos
segundos. Estes resultados apoiam a ideia de que nos camundongos
hipercolesterolémicos hd maior susceptibilidade a TPM do que nas mitocondrias
dos camundongos Jackson.

A sensibilidade a CsA (ciclosporina A) em todos os experimentos

realizados, confirma que a dissipacao de Ay era devido a abertura do PTP.
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Figura 17. A dissipacdao do potencial de membrana mitocondrial interna (Ay)
induzida por ions de Ca®** em camundongos Hipercol e Jackson é mais rapida do que em
camundongos Unib. Painel A: Mitocéndrias de figado (0,5 mg/mL) foram incubadas em 2 mL de
meio de reacdo padrdo, pH 7,2, 28°C, contendo substrato para complexo | (malato, piruvato,
glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM, safranina 5 uM e Ca®* 35 uM. Todos 0s grupos apresentam a
mesma resposta na presenga de CsA 1uM. Figura representativa (n=6). MFC = Mitocondria de
figado de camundongo. Painel B: Os dados sédo apresentados em média + e.p.m., *p<0,01 vs
Unib, #p<0,01 vs Jackson (One-way ANOVA, teste post-hoc de Bonferroni).
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4.5.3. Transporte de ions de céalcio: Mitocondrias isoladas de figado
de camundongos Unib, Jackson e hipercolesterolémicos.

A Figura 18 mostra que a adicdo de mitocdndrias ao meio de reacao
contendo 15 pM Ca?* era seguida de diminuigao rapida de fluorescéncia do probe
Calcium Green-5N. Apos estabilizacao da fluorescéncia, novas adigées de Ca?*
(10 uM) eram seguidas de aumento transitério da fluorescéncia indicando que as
mitocondrias captavam o Ca?* adicionado.

As mitocbndrias dos camundongos Unib suportaram mais adicbes
consecutivas de Ca®* (4 adicdes) em relagdo as mitocdndrias dos camundongos
hipercolesterolémicos e Jackson (3 adigdes). Isso indica que as mitocondrias de
figado dos camundongos Unib tem menor susceptibilidade a TPM.

Com este tipo de protocolo de adicdes consecutivas de Ca?*, ndo
detectamos diferencgas significativas entre as tendéncias de abertura de PTP nas
mitocdndrias dos hipercolesterolémicos e Jackson. Como estes dados parecem
estar em desacordo com os resultados das Figuras 16 e 17 realizamos um
experimento com uma dose Unica com maior concentragao de calcio, 50 uM Ca**
(Figura 19). A Figura 19 mostra que as mitocdndrias dos camundongos Unib
foram capazes de reter o Ca®* dentro do periodo aproximado de 15 minutos. Isso
indica que as mitocéndrias de figado dos camundongos Unib tem menor
susceptibilidade a abertura do PTP (Oliveira et al., 2005, Paim et al., 2008), em
relacdo as mitocdndrias dos camundongos hipercolesterolémicos e Jackson que
retiveram o Ca?* dentro de periodos aproximados de 11,5 e 12 minutos,
respectivamente. Embora estes ultimos resultados ndo sejam estatisticamente
significativos, eles mostram uma tendéncia das mitocéndrias de camundongos
hipercolesterolémicos a sofrerem o fenébmeno de TPM mais precocemente que as

mitocondrias dos animais Jackson.
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Figura 18. A capacidade mitocondrial de retencdo de Ca®** é menor em camundongos
Hipercol e Jackson quando comparados a camundongos Unib. Painel A: Mitocondrias de
figado (0,5 mg/mL) foram incubadas em 2mL de meio de reac¢ao padrdo, pH 7,2, 28°C, contendo
substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM e Calcium
Green™- 5N 0,1 uM (indicador fluorescente de Ca2+). As setas indicam a adicao de Ca* 10 UM a
cada 1,4 minutos. Todos os grupos apresentam a mesma resposta na presenga de CsA 1uM.
Figura representativa (n=6). MFC = Mitocéndria de figado de camundongo. Painel B: Os dados sao
apresentados em média + e.p.m., *p <0,01 vs Unib, **p < 0,05 vs Unib (One-way ANOVA, teste

post-hoc de Bonferroni).
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Figura 19. A capacidade mitocondrial de retencdo de Ca®** é menor em camundongos
Hipercol e Jackson quando comparados a camundongos Unib. Painel A: Mitocondrias de
figado (0,5 mg/mL) foram incubadas em 2mL de meio de reacéo padrao, pH 7,2, 28°C, contendo
substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM, Ca** 35 UM e
Calcium Green™- 5N 0,1 uM (indicador fluorescente de Ca2+). Todos os grupos apresentam a
mesma resposta na presenga de CsA 1uM. Figura representativa (n=4). MFC = Mitocondria de
figado de camundongo. Painel B: Os dados sdo apresentados em média = e.p.m., *p <0,01 vs Unib
(One-way ANOVA, teste post-hoc de Bonferroni).
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4.5.4. Potencial elétrico de membrana mitocondrial (Ay): Mitocéndrias
isoladas de coracdo de camundongos Unib, Jackson e
hipercolesterolémicos.

Os experimentos representados na Figura 20 mostram o tempo de
dissipacdo do potencial elétrico de membrana mitocondrial por fons de Ca?*, em
mitocdndrias de coracdo nas mesmas condicdes dos experimentos com
mitocéndrias isoladas de figado.

De acordo com os resultados de mitocondrias de figado, as mitocondrias de
coracdo camundongos hipercolesterolémicos e Jackson dissiparam o Ay dentro
de periodos aproximados de 13 e 15 minutos, respectivamente. Por esta razéo,
camundongos hipercolesterolémicos e Jackson possuem maior susceptibilidade a
TPM em relagdo aos camundongos Unib que dissipam o Ay apods periodos de
aproximandamente 18 minutos, nestas condigbes experimentais. Os resultados
alcancados também indicam a maior sensibilidade a abertura do PTP nas
mitocéndrias dos camundongos hipercolesterolémicos em relacdo aos Jackson
(Figura 20 B).

Vale ressaltar que a sensibilidade a CsA é observada em todos os
experimentos realizados obtendo a confirmagdo de que a dissipagao de Ay é
devido a abertura do PTP.
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Figura 20. Dissipacao do potencial de membrana mitocondrial interna (Ay) induzida
por ions de Ca®** de camundongos Hipercol e Jackson é mais rapida do que em
camundongos Unib. Painel A: Mitocéndrias de coragao (0,5 mg/mL) foram incubadas em 2 mL
de meio de reacdo padrao, pH 7,2, 28°C, contendo substrato para complexo | (malato, piruvato,
glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM, safranina 5 uM e Ca®* 35 uM. Todos 0s grupos apresentam a
mesma resposta na presenga de CsA 1uM. MCC = Mitocondria de coracdo de camundongo. Figura
representativa (n=6). Painel B: Os dados sdo apresentados em média + e.p.m., *p<0,01 vs Unib,
**p<0,05 vs Unib (One-way ANOVA, teste post-hoc de Bonferroni).
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4.4.5. Transporte de calcio: Mitocondrias isoladas de coracao de
camundongos Unib, Jackson e hipercolesterolémicos.

Na Figura 21 observa-se que a adicdo de mitocondrias ao meio de reacao
contendo 15 uM Ca®*", sendo esta seguida de diminuigdo rapida de fluorescéncia
do probe Calcium Green-5N. Posteriormente, ap6s a estabilizacdo da
fluorescéncia, novas adicdes de Ca®** (10 uM) foram seguidas de aumento
transitério da fluorescéncia, indicando que as mitocondrias captam o Ca®
adicionado. Observa-se que as mitocéndrias de coracao, assim como as de figado
dos camundongos Unib, suportaram um nudmero maior de adi¢gdes consecutivas de
Ca®* (4 adicdes), em relagdo as mitocondrias dos camundongos
hipercolesterolémicos e Jackson (3 adicbes). Isso caracteriza que as
mitocondrias, tanto de figado como de coracdo, dos camundongos Unib tem
menor susceptibilidade a TPM que a dos outros dois grupos.

Na Figura 22 analisamos a capacidade das mitocondrias em reter calcio
frente a uma dose Unica e alta deste cation. Podemos observar que, a adicao de
mitocondrias de coragdo ao meio de reacdo contendo 50 pM Ca?* era seguida de
diminui¢do rapida de fluorescéncia do probe Calcium Green-5N. As mitocéndrias
dos camundongos Unib foram capazes de reter o Ca?* dentro do periodo
aproximado de 20 minutos. Isso revela que as mitocdndrias dos camundongos
Unib tem menor susceptibilidade a abertura do PTP em relagdo as mitocondrias
dos camundongos hipercolesterolémicos e Jackson, que retiveram o Ca®" dentro
de periodos aproximados de 14 e 14,5 minutos, respectivamente.

Como no caso das mitocdndrias de figado, a anlise de transporte de Ca**
por mitocdndrias de coragdo também indicam que nao ha diferengas significativas
entre os camundongos Hipercolesterolémicos e Jackson.
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Figura 21. A capacidade mitocondrial de retencdo de Ca®** é menor em camundongos
Hipercol e Jackson quando comparados a camundongos Unib. Painel A: Mitocondrias de
coragdo (0,5 mg/mL) foram incubadas em 2mL de meio de reacdo padrdo, pH 7,2, 28°C,
contendo substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM e
Calcium Green™- 5N 0,1 uM (indicador fluorescente de Ca2+). As setas indicam a adicao de ca*
10 uM a cada 2 minutos. Todos os grupos apresentam a mesma resposta na presenca de CsA
1uM. Figura representativa (n=6). MCC = Mitocondria de coragdo de camundongo. Painel B: Os
dados sdo apresentados em média = e.p.m., *p<0,01 vs Unib (One-way ANOVA, teste post-hoc de

Bonferroni).
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Figura 22. A capacidade mitocondrial de retencdo de Ca®** é menor em camundongos
Hipercol e Jackson quando comparados a camundongos Unib. Painel A: Mitocéndrias de coragao
(0,5 mg/mL) foram incubadas em 2mL de meio de reagéo padrado, pH 7,2, 28°C, contendo substratos
para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM, ca®* 35 uM e Calcium
Green™- 5N 0,1 yM (indicador fluorescente de Ca2+). Todos os grupos apresentam a mesma resposta
na presenca de CsA 1uM. Figura representativa (n=4). MCC = Mitocdndria de coragédo de
camundongo. Painel B: Os dados sao apresentados em média + e.p.m., **p<0,05 vs Unib, *p<0.01 vs
Unib (One-way ANOVA, teste post-hoc de Bonferroni).
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4.6. Comparacao da velocidade de geracao de H.O, em camundongos
Unib, Jackson e hipercolesterolémicos em figado de camundongo.

Foi previamente demonstrado em nosso laboratério que a TPM induzida por
Ca®* encontra-se associada com aumento da geracdo de EROs mitocondrial
devido a alteragbes no empacotamento lipidico e formagdo de dominios na
membrana mitocondrial. Isso é uma consequéncia da interacdo do Ca®* com
cardiolipinas (Grijalba et al., 1999).

Com o intuito de verificar a possibilidade do envolvimento de EROs nesta
maior susceptibilidade de mitocéndrias de camundongos hipercolesterolémicos e
Jackson a TPM induzida por Ca®*, determinamos a producdo de EROs pelas
mitocondrias apds adicdo de Ca?* ao meio de reacdo padrio.

Os resultados ja apresentados pelo nosso laboratério demonstram que nos
camundongos hipercolesterolémicos as mitocondrias apresentam uma diminuigéo
nos niveis de NADPH, principal fonte de poder redutor dos sistemas antioxidantes
mitocondriais (Paim, et al., 2008).

De fato, a Figura 22 mostra que as mitocondrias de camundongos
hipercolesterolémicos e Jackson produzem maiores quantidades de H»O, que as
de camundongos Unib, ressaltando-se que, as mitocéndrias de camundongos
hipercolesterolémicos produzem maiores quantidades de H»>O, em comparagao
aos camundongos Jackson.

Considerando-se o H2O> como um fator importante nos mecanismos de
abertura do PTP, podemos sugerir que realmente as mitocéndrias dos
camundongos hipercolesterolémicos sdo menos resistentes a abertura do PTP
que as dos animais Jackson e Unib.
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Figura 23. Comparacéao da na velocidade de geracao de H,O, em camundongos Unib,
Jackson e Hipercol. Mitocondrias de figado (1mg/mL) foram incubadas em 2 mL meio de reagao
padrao, pH 7,2, 28°C, contendo substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-
cetoglutarato) 5 mM, Ca** 35 uM e Amplex Red® 10 pM na presenca de HRP 1U/mL.
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5. Conclusoes
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A Susceptibilidade a transicdo de permeabilidade mitocondrial, avaliada
pelo inchamento mitocondrial e pela dissipagdo de potencial de membrana
induzidos por fons de Ca?*, varia nas 3 sub-linhagens de camundongos
C57BL6 estudadas da seguinte maneira: Hipercolesterolémicos > Jackson
> Unib.

A producdo mitocondrial de peréxido de hidrogénio varia nas 3 sub-
linhagens de camundongos C57BL6 estudadas da seguinte maneira:

Hipercolesterolémicos > Jackson > Unib.

Considerando que (i) a manutencdo do estado reduzido de NADPH é
essencial para capacidade antioxidante das mitocondrias e protecao contra
TPM, e que, (ii) a diminuigdo de NADPH pode ser consequéncia tanto de
menor sintese pela falta da NNT, como por maior consumo pelo aumento
da lipogénese, nossos resultados sugerem, que ambos 0S processos
(deficiéncia de Nnt e aumento de lipogénese) estdo envolvidos na maior
susceptibilidade a transicdo de permeabilidade das mitocondrias dos

animais hipercolesterolémicos.
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