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Resumo

RESUMO

O ion célcio exerce papel essencial no controle de uma série de
funcbes celulares, porém seu excesso pode desencadear tanto a morte celular
programada (apoptose) quanto a acidental (necrose). Para avaliarmos os efeitos
de acido araquiddnico (AA) na homeostase intracelular de célcio, utilizamos dois
modelos experimentais: mitocondrias isoladas de figado de rato e
tripanossomatideos. Comparamos a capacidade de abertura do poro de
transicdo de permeabilidade, utilizando-se concentragées de AA e de carbonil
cianeto p-trifluorometoxifenil-hidrazone (FCCP) capazes de causar, de modo
similar, a dissipag@o do potencial elétrico transmembrana (A¥) em mitocondrias
de figado de rato, na presenga de calcio e do substrato respiratério succinato. O
efeito protonoférico de AA e FCCP foi muito pouco modificado por
carboxiatractilosideo. A abertura do poro de transicdo de permeabilidade,
induzida por AA ou FCCP, mostrou ser sensivel a catalase, EGTA, ADP,
ditiotreitol, ciclosporina A, rotenona e por substratos respiratérios. Isto indica que
a condicdo de estresse oxidativo associada ao estado oxidado dos nucleotideos
de piridina leva & oxidagao de tidis das proteinas de membrana, abrindo o poro.
Investigamos também o mecanismo de agdo de AA na mobilizagdo intracelular
de calcio, em formas tripomastigotas prociclicas de Trypanosoma brucei,
promastigotas de Leishmania donovani e amastigotas de Trypanosoma cruzi.
Verificamos que o influxo de calcio é estimulado pela melitina, e bloqueado pelo
inibidor da fosfolipase A, acido 3-(4-octadecil)-benzoilacrilico (OBAA). AA induz
o influxo de calcio, num mecanismo sensivel a LaCls. Entretanto, melitina e AA
induzem um aumento na [Ca*'] em T. brucei, quando incubados em meio livre
de Ca®, indicando mobilizagdo de Ca** de organelas intracelulares. Essa
hipdtese foi sugerida pelos experimentos mostrando que AA promove liberagéo
de Ca®" de acidocalcisomas nestas células. Os resultados mostrando mudancgas
no potencial de membrana mitocondrial, liberagdo de alaranjado de acridina e
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Resumo

Ca®* dos acidocalcisomas, e transporte de Ca®* através da membrana
plasmatica, sugerem que, em adicdo a possivel estimulagdo nos processos
mediados por canais de Ca®*, AA, na faixa de concentragdo aqui utilizada, tem

outros efeitos ndo especificos em membranas de tripanossomatideos.
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Infrodugéo Geral

1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Homeostase Intracelular de Calcio

O ion célcio exerce papel essencial no controle de uma série de fungdes
celulares tais como secrecdo, contragdo, ativagdo de enzimas, regulagdo do
ciclo celular (BERRIDGE, 1997). Para exercer estas fungbes € necessario que
sua distribuicdo nos compartimentos extra e intracelulares seja regulada por
mecanismos de alta preciséo e que possam ocorrer rapidas flutuagdes na
concentragdo do ion, gragas a processos mediados de transporte através das
membranas (Fig. 1).

A concentragdo de Ca?* livre no citosol (da ordem de 107 M) é mantida
cerca de 10.000 vezes abaixo da concentracdo extracelular (da ordem de 10°
M). Este alto gradiente eletroquimico de Ca** entre os compartimentos intra e
extracelulares é essencial para a sua fungdo como carregador de sinais
bioquimicos ao interior das células. Isto permite que a abertura de canais
especificos da membrana seja acompanhada de rapida entrada de C=",
levando a mensagem ao interior da célula (IRVINE, 1986; CARAFOLI, 1987,
BERRIDGE, 1997).

A distribuicdo do Ca®" intracelular é controlada por processos de
transporte do ion através da membrana plasmatica e das membranas de
organelas subcelulares, como o reticulo endo(sarco)plasmatico, a mitocondria e
0 nucleo.

A membrana plasmatica possui mecanismos de entrada de Ca** na célula
mediados por canais voltagem-dependentes ou regulados por segundo
mensageiros (BERRIDGE, 1997), enquanto que o efluxo ativo do ion &
promovido por uma Ca?"-ATPase, que hidrolisa um ATP por Ca*" translocado
(CLARK & CARAFOLI, 1983; CARAFOLI, 1989; CARAFOLI, 1994), ou por um
sistema de trocador Na*/Ca®*, que troca um Ca®" interno por trés Na* externos,
utilizando energia do potencial do gradiente eletroquimico de Na" (REEVES, &
HALE, 1984). Este ultimo é particularmente ativo em tecidos excitaveis
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Introdug8o Geral

(CARAFOLI, 1989) e, dependendo do gradiente de Na*, pode atuar no influxo de
Ca” celular (REEVES & CHEON, 1989).

O reticulo endo(sarco)plasmatico é considerado o principal reservatério
de Ca?" intracelular, e possui vias independentes para entrada e saida do ion. O
influxo é catalizado pela Ca®**-ATPase, que transloca dois ions Ca®* para cada
ATP hidrolisado (DEMEIS & VIANNA, 1979). A via de liberacdo tem sido
caracterizada como um canal estimulado por inositol-1,4,5-trifosfato (ENGLAND,
1986; CARAFOLI, 1987; BERRIDGE, 1987), que funciona como segundo
mensageiro para liberar Ca* do reticulo endoplasmatico (BERRIDGE, 1989), e
por cafeina (receptor de rianodina) em reticulo sarcoplasmatico (SORRENTINO
& VOLPE, 1993).

Nat*

Fig. 1 - Esquema sumarizando os mecanismos de transporte de Ca**
localizado nas membranas plasmatica, nuclear, mitocondrial e do reticulo
endo(sarco)plasmatico em uma célula de mamifero.
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Introdugéo Geral

Foi demonstrado que nicleos isolados de hepatdcitos captam ca®*
através de uma Ca?*-ATPase semelhante & do reticulo endoplasmatico (LANINI
et al, 1992) por um processo acoplado a hidrélise de ATP (NICOTERA et al,
1989). Estes mesmos autores sugerem que O nucleo também participe na
regulacéo da concentragéo de Ca** citosodlico (NICOTERA et al, 1990, 1992).

Tem sido amplamente demonstrado que modificagdes funcionais em
alguns destes translocadores de Ca”* podem causar alteragdes na manutencao
da homeostase intracelular de Ca*', levando & morte celular (FARBER, 1981;
JEWELL ef al, 1982; ORRENIUS ef al, 1989). Por exemplo, um aumento
prolongado da concentragdo do Ca** citosdlico pode induzir a formag&o de
numerosas evaginagdes na membrana das células, que parece refletir a ativagao
de enzimas catabdlicas dependentes de Ca?*, tais como fosfolipases,
endonucleases e proteases (LEMASTERS et al, 1987: ORRENIUS et al, 1989;
TRUMP & BEREZESKY, 1995).

1.2. Transporte de Calcio pela Mitocondria

O transporte de Ca?" mitocondrial foi descrito no inicio da década de
1960, simultaneamente por De Luca & Engstron (1961) e Vasington & Murphy
(1962). Sabe-se agora que mitocdndrias de quase todos os tecidos animais
vertebrados e invertebrados (CARAFOLI & CROMPTON, 1978; NICHOLLS &
AKERMAN, 1982; HANSFORD, 1985, MCCORMACK & DENTON, 1986;
GUNTER & PFEIFFER, 1990), de alguns fungos e, de alguns tecidos vegetais
(MARTINS & VERCESI, 1985; MARTINS et al, 1986; CARNIERI ef al, 1987;
VERCESI ef al, 1989; RUGOLO et al, 1990) e de protozoarios (DOCAMPO &
VERCESI, 1989A,B; VERCESI et al, 1991A, 1991B, 1993A, 1993B; DOCAMPO
et al, 1993) captam Ca?* do meio externo por um processo ativo. Esse transporte
é mediado por um complexo sistema que compreende dois mecanismos: de
influxo e de efluxo, este ultimo ocorrendo por duas vias distintas, o efluxo Na’-
dependente (CROMPTON et al, 1976) e o efluxo Na*-independente
(ROTTEMBERG & SCARPA, 1974, PUSKIN et al, 1976; BYGRAVE, 1977,
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AKERMAN & NICHOLLS, 1983; GUNTER & PFEIFFER, 1990). O influxo ocorre
por um processo eletroforético, em resposta ao potencial elétrico de membrana,
negativo internamente, gerado pela atividade da cadeia respiratéria ou hidrolise
de ATP pela ATPase mitocondrial (GUNTER & PFEIFFER, 1990). O
translocador de influxo de Ca*" na membrana mitocondrial interna & sensivel a
vermelho de ruténio e lantanideos (ver revisdo GUNTER et al, 1994) e tem
afinidade relativamente baixa pelo Ca*, com Km entre 10 e 30 uM, dependendo
da origem da mitocdndria e da composicdo do meio de reacdo (SARIS &
AKERMAN, 1980; NICHOLLS & AKERMAN, 1982; VERCESI, 1984A). Este
transportador também liga e transporta outros cations bivalentes com a seguinte
afinidade: Sr**; Mn?*, Ba®* (ver revisso GUNTER et al, 1994). Estes séo
similares ao Ca** e agem como inibidores competitivos. O vermelho de ruténio é
um potente inibidor ndo competitivo da via de influxo com um Ki de cerca de 30
nM (REED & BYGRAVE, 1974, A, B: GUNTER ef al, 1994).

Dois mecanismos de efluxo tém sido identificados em mitocodndrias de
vertebrados, o processo Na'-dependente, que e principalmente ativo em tecidos
excitaveis, e troca um ion Ca® interno por dois ions Na* externos (BRAND,
1985B; LI et al, 1992) e o processo Na®-independente, que ocorre em
mitocondrias de uma maneira geral e opera por uma via que troca um ion Ca%*
por dois H" externos (AKERMAN, 1978; NICHOLLS, 1978; BRAND, 1985A).
Estes translocadores apresentam velocidades maximas de efluxo de
aproximadamente 1 e 5 nmoles/mg de proteina/min, respectivamente
(VINAGRADOV & SCARPA, 1973: ANTONIO ef al, 1991). Algumas
caracteristicas da via Na*-independente indicam que a mesma ndo se comporta
como uma via passiva de troca 1 Ca*/2 H* (GUNTER ef al/, 1983: GUNTER &
PFEIFFER, 1990): 1) grande variagdo na estequiometria Ca®/H*, quando
medidas em meios com diferentes pH; 2) falta de estimulo com aumento no
gradiente de pH; 3) auséncia da troca Ca2*- Ca®*. O Km aparente para o efluxo
de Ca** é da ordem de 5 a 10 1M, tanto para a via Na*-dependente, quanto para
a via Na'-independente (COLL et al, 1982). Apesar das baixas concentragdes
destas proteinas na membrana mitocondrial, elas ja& foram isoladas e
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reconstituidas em lipossomas. Os dados cinéticos obtidos com estas proteinas
reconstituidas estdo de acordo com os valores encontrados em mitocondrias
intactas (GARLID, 1994).

O efluxo de Ca®* mitocondrial pode também ocorrer pelo reverso da via
de entrada eletroforética. Isto pode ser observado quando a concentragéo de
Ca®" externo é diminuida com o uso de quelantes, como EGTA ou EDTA, pela
reducdo do potencial elétrico de membrana causada por desacopladores, como
dinitrofenol e FCCP, ou por inibidores da respiragé&o, como rotenona, antimicina
A e cianeto (NICHOLLS & AKERMAN, 1982). Este efluxo também pode ser
induzido pelo uso de oligomicina, quando o transporte de Ca?" usa energia de
hidrolise de ATP (NICHOLLS & AKERMAN, 1982).

A distribuicdo do ion Ca®" entre o espaco intra e extramitocondrial em
condicdes de equilibrio & cineticamente regulada pelo movimento ciclico
continuo do mesmo através das vias de influxo e efluxo (NICHOLLS, 1978;
NICHOLLS & AKERMAN, 1982). Este movimento ciclico ocorre em velocidades
muito baixas, em condigdes fisioldgicas, devido ao alto Km para influxo e baixa
velocidade para o efluxo € mantém o Ca®* livre extramitocondrial na faixa de 0,5
a 1,0 uM (NICHOLLS, 1978; COLL et a/, 1982). A habilidade da mitocondria,
particularmente na presenca de Mg2+ e ATP, em tamponar o calcio externo na
faixa de concentracdo, que se acreditava bastante proxima a encontrada no
citosol in vivo, levou muitos investigadores a propor uma fungéo importante a
essa organela, na regulagdo da concentracdo de calcio livre citosolico
(NICHOLLS, 1978; FISKUM & LEHNINGER, 1979, AKERMAN & NICHOLLS,
1983). Entretanto, estudos mais recentes, mostram que 0 calcio mitocondrial
total de células normais in vivo é de aproximadamente 0,2 - 4,0 nmoles/mg de
proteina mitocondrial, o que corresponde a concentragdes entre 0,1 - 2,0 uM de
Ca?" livre na matriz (HANSFORD & CASTRO, 1982; SOMLYO et al, 1985).
Estes dados sdo incompativeis com as caracteristicas cinéticas dos
translocadores, que estariam envolvidos na regulagdo mitocondrial do Ca”™
citosolico e indicam que, nas condigdes de repouso, o translocador de influxo
mitocondrial de Ca?* é totalmente inoperante (HANSFORD, 1985; CARAFOLI,
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1987; MCCORMACK ef al, 1990). Outros estudos com mitocondrias in situ, em
neurdnios gigantes de lula, indicaram que, nestas células, as caracteristicas do
transporte de Ca®* por mitocondria sdo similares as observadas em estudos com
mitocdndrias isoladas, quando as concentracdes de Ca** citoplasmaticas eram
muito superiores as concentrages fisioldgicas (BRINLEY et al, 1977; BRINLEY
et al, 1978). Estes estudos demonstraram, porém, que em concentracdes de 50 -
100 nM, consideradas fisiolégicas pelos autores para estas células em
condicdes de repouso, a velocidadade de captacdo de Ca®* em condicdes
fisiolégicas, era praticamente desprezivel.

E amplamente aceito atualmente, que a principal funcdo do sitema de
transporte de Ca®* mitocondrial & regular a concentragdo de Ca?* livre na matriz
mitocondrial em faixas de concentragbes compativeis com o estimulo da
atividade de algumas enzimas regulatérias do ciclo de Krebs (HANSFORD,
1985; CARAFOLI, 1987; MCCORMACK et al/, 1990). Quando a concentracdo de
Ca* citosélica aumenta em resposta a algum estimulo externo, como por
exemplo, sob a acdo de horménios que ativam processos que demandam
energia (secrec@o, contracdo e outros), este sistema de captacdo de Ca*" se
torna operativo. Assim a concentracdo de Ca®* intramitocondrial também
aumenta, na faixa de 0,03 a 2,0 uM, com o objetivo de estimular trés
desidrogenases (piruvica, cetoglutarica e isocitrica), que catalizam reacdes
regulatdrias do ciclo de Krebs. Isto resulta em estimulo da producdo de ATP
para suprir a demanda energética do processo celular estimulado pelo horménio
(HANSFORD, 1985; MCCORMACK & DENTON, 1986). O Kys encontrado para
a ativacdo dessas desidrogenases pelo Ca®* esta na faixa de 0,2 a 1,0 uM,
dependendo da origem das mitocondrias e das condigdes empregadas (para
revisdo ver Hansford, 1991). O mecanismo de ativacdo pelo Ca®" é alostérico
para a NAD-isocitrato desidrogenase (DENTON et al, 1978) e a-cetoglutarato
desidrogenase (MCCORMACK & DENTON, 1986). O mecanismo de ativacdo
para a piruvato desidrogenase € indireto e mediado pela ativacdo da fosfatase
que remove grupos fosforil de residuos de serina da forma inativa da enzima
(TEAGUE ef al, 1982). Devido a esse efeito do Ca**, o mecanismo de controle
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respiratério pelo ADP, proposto por Chance & Williams, em 1956, foi ampliado
em termos da disponibiidade de ADP e Ca** (HANSFORD, 1985;
MCCORMACK & DENTON, 1986).

1.3. Transigcao de Permeabilidade da Membrana Mitocondrial ( TPM )

Sabe-se que o acumulo de calcio (Ca®") por mitocondrias pode levar a
uma permeabilizagdo inespecifica da membrana mitocondrial interna
(NICHOLLS & AKERMAN, 1982; GUNTER & PFEIFFER, 1990). Em 1976,
Hunter e colaboradores sugeriram que este aumento na permeabilidade da
membrana mitocondrial era reversivel e denominou-o de “Transicdo de
Permeabilidade da Membrana Mitocondrial - TPM" (HUNTER et al, 1976).
Estudos posteriores evidenciaram vérios potenciadores da transicdo de
permeabilidade induzida por Ca**, tais como: fosfato inorganico (Pi), arsenato,
acidos graxos e oxidantes de ti6is, chamados como “agentes liberadores de ca®
ou indutores” (NICHOLLS & AKERMAN, 1982; GUNTER et al, 1994 ; ZORATTI&
SZABO, 1995). Foram identificados também agentes que protegem a
mitocdndria contra o efeito do calcio, tais como ADP, ATP, magnésio,
anestésicos locais e redutores de dissulfeto. Pesquisadores sugeriram que a
permeabilizagdo da membrana mitocondrial por célcio poderia ser estimulada
pelo estado oxidado dos nucleotideos de piridina, e revertida pela reducéo desta
coenzima (LEHNINGER et a/ , 1978; VERCESI et al, 1978). Esta descoberta
estimulou muitos grupos a trabalhar neste tema, utilizando mitocdndrias isoladas
(GUNTER & PFEIFFER, 1990), células isoladas (BELLOMO et al, 1982) e até
6rgaos perfundidos (SIES, 1986). Estes estudos estabeleceram uma importante
relacdo entre o poder redutor mitocondrial e a transicéo de permeabilidade da
membrana mitocondrial (TPM) (RICHTER & FREI, 1988). Trabalhos recentes
sugerem que a TPM é uma condigéo regulada por calcio atraves da abertura de
um canal proteico sensivel a ciclosporina A (0 poro de transicdo de
permeabilidade da membrana mitocondrial PTP) (GUNTER et al, 1994,
ZORATTI & SZABO, 1995: CROMPTON et al, 1988, BROEKEMEIER et al,
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1989) que permite um equilibrio de solutos com peso molecular de até 1500 Da
(HUNTER et al, 1976). A conformagéo fechada deste poro é favorecida pelo alto
potencial elétrico transmembrana (BERNARDI, 1992) e acidificacdo da matriz
(BERNARDI et al, 1992). Tem sido proposto que o PTP possa operar em
condigdes patolégicas, tais como na isquemia/reperfusdo (NAZARETH et al,
1991, PASTORINO et al, 1993) ou mesmo em condigbes fisiologicas
(BRUSTOVETSKY et al, 1993; BERNARDI et al, 1994). Recentemente algumas
revisdes sobre a regulacdo (GUNTER et al, 1994; ZORATTI & SZABO, 1995:
BERNARDI et al, 1994) e caracteristicas eletrofisiolégicas (ZORATTI & SZABO,
1995) do PTP foram publicadas. O estudo desenvolvido em nosso laboratério
vem dando énfase sobretudo & participagdo de espécies reativas de oxigénio e
oxidac&o de grupos tidis proteicos na TPM.

Apesar da existéncia de muitos estudos, o papel da TPM ainda
permanece desconhecido. E proposto que a TPM participe de fungbes
mitocondriais fisiolégicas (BRUSTOVETSKY et a/, 1993, BERNARDI ef al, 1994;
BERNARDI & PETRONILLI, 1 996) tais como eliminar o excesso de Ca%* da
matrix, permitir o transporte de proteinas ou até mesmo em mecanismos de
geracgao de calor. Por outro, as caracteristicas inespecificas da TPM, levando ao
inchamento coloido-osmético da matriz mitocondrial (para revisdo ver GUNTER
& PFEIFFER, 1990) e finalmente, perda de proteinas da matriz (IGBAVBOA et
al, 1989), s&o incompativeis com a manutencdo da integridade mitocondrial.
Neste contexto, varias evidéncias indicam que o PTP possa estar relacionado
com o dano e morte celular em situagbes de estresse oxidativo, como na
iIsquemia/reperfusdo (NAZARETH ef a/, 1991: PASTORINO ef al, 1993;
GRIFFITHS & HALESTRAP, 1995).

1.4. Produgao Mitocondrial de Espécies Reativas de Oxigénio

A producdo de espécies reativas de oxigénio por mitocondrias é um
evento fisiologico e continuo em condicdes aerdbicas (Fig. 2). E calculado que
até 2% do total de oxigénio consumido resulta na geracao de anion superdxido
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(02") na NADH-coenzima Q e coenzima QHo-citocromo C desidrogenases
(complexos |, Il e Ill) (BOVERIS et al, 1972; CADENAS et al, 1977), devido a
reducdo monoeletrénica do O,. Apesar da moderada reatividade do O;" em
solucdo aquosa, este pode gerar uma espécie reativa de oxigénio altamente
citotoxica, o radical hidroxil (HO®), através da clivagem homolitica e redutora do
H,0,, um produto da dismutagédo do O.' (DUNFORD, 1987). E provavel que a
maior parte do HO® gerado in vivo seja resultado da Reagéo de Fenton (H20, +
Fe?* - Fe* + HO*+ HO") (SUTTON & WINTERBOURN, 1989; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1989).

Espago
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respiratéria H >H*
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Fig. 2 - Produgio Mitocondrial de Espécies Reativas de Oxigénio e
Principais Defesas Antioxidantes.

A mitocéndria possui um eficiente sistema de defesa antioxidante (Fig. 2),
representado pelas enzimas superoéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase,
glutationa redutase, NAD(P)-transidrogenase, e outros componentes tais como
glutationa (GSH), NADPH, vitaminas E e C (HALLIWELL et a/, 1989; VERCESI &
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HOFFMANN, 1993). Apesar da catalase constituir a principal defesa citosolica
contra o H20,, ela foi detectada somente em mitocdndrias de coracdo de rato
(RADI et al, 1991; PHUNG et al, 1994). Em condigbes fisiolégicas, os sistemas
oxidantes e antioxidantes da organela estdo em equilibrio, mas em condicées
nas quais um excesso de espécies reativas de oxigénio é produzido efou o
sistema antioxidante de defesa esta depletado, um estado de estresse oxidativo
é gerado. Quando ocorre um aumento na producéo de espécies reativas de
oxigénio, muitas alteragbes oxidativas de componentes da membrana
mitocondrial podem ocorrer, tais como peroxidagao lipidica e oxidacéo de tidis
proteicos, levando a permeabilizacdo e disfuncdo mitocondrial (VERCESI &
HOFFMANN, 1993). Nosso grupo demonstrou que a TPM causada por Ca** ou
Ca* na presenca de diferentes indutores é devida a um aumento na producao
mitocondrial de espécies reativas de oxigénio e caracterizada pela oxidacdo de
tidis de proteinas de membrana (KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999).

Em 1980, Cadenas e Boveris (CADENAS & BOVERIS, 1980)
demonstraram que a produgdo mitocondrial de O,°/H,Q, era aumentada por
ionéforos e altas concentragdes de Ca?*. Particulas submitocondriais de coragao
de boi sdo fontes efetivas de 0, /H.0, Estas particulas ndo possuem
desidrogenases auxiliares; logo, a formagdo de H,O, pode ser diretamente
relacionada a componentes da cadeia respiratéria, caracteristica que faz das
particulas submitocondriais um bom e interessante modelo para estudar o efeito
de Ca? na producéo de espécies reativas de oxigénio. Neste contexto, foi
mostrado (GRIJALBA et al, 1999) que a ligagdo de Ca®' a particulas
submitocondriais, provavelmente a cardiolipina (o Unico lipideo aniénico presente
na mitocondria), causa alteragbes na organizagéo dos lipideos (empacotamento)
e separagdo de fase, condigbes que comprometem a conformacéo e,
consequentemente, a funcionalidade de proteinas/enzimas da membrana.
Nestas condigdes, a produgédo de radicais livres pelo sistema transportador de
elétrons pode ser aumentada. Isto estd de acordo com o aumento na produgéo
de H»O, por mitocdndrias na presenca de Ca** (GRIJALBA et al, 1999;
CASTILHO et al, 1995A).
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1.5. Transicdo de Permeabilidade da Membrana Mitocondrial Induzida em
Condig¢ées de Estresse Oxidativo

O efluxo de Ca** de mitocondrias isoladas é estimulado pela presenca de
nucleotideos de piridina acetoacetato ou oxaloacetato, ou, quando esses
nucleotideos sdo oxidados pela cadeia respiratéria, na auséncia do inibidor de
respiragéo rotenona (LEHNINGER et al, 1978; VERCESI et a/, 1978; COELHO &
VERCESI, 1980). Estas condigbes experimentais podem induzir uma situagdo de
estresse oxidativo in vitro, por exaustdo de GSH e NADPH mitocondriais
(LOTSCHER et al, 1979; BEATRICE et al, 1984; VERCESI, 1993), substratos
das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e glutationa redutase,
respectivamente, favorecendo o acumulo de H,0,. Estudos posteriores
utilizando estes e outros prooxidantes (diamida e t-butil hidroperéxido)
(CASTILHO et al, 1995B; BERNARDES et al, 1986; VALLE et al, 1993)
demonstraram que este efluxo de Ca®* era devido a TPM.

Dados da literatura mostram que a TPM também pode ser induzida por
sistemas geradores de espécies reativas de oxigénio (ZORATTI & SZABO,
1995), tais como menadiona (PETRONILLI ef al, 1994), nitrofurantoina
(CARBONERA et al, 1988), acido 5-amino levulinico (HERMES-LIMA et al, 1991:
VERCESI et al, 1994A) e xantina/xantina oxidase (INOUE et al, 1993:
TAKEYAMA et al, 1993), na presenca de Ca®*. A similaridade entre as
alteragbes na membrana mitocondrial causadas por sistemas geradores de
especies reativas de oxigénio e outros indutores da TPM, nos levou a propor que
a permeabilizacdo da membrana mitocondrial induzida por Ca®* é uma situacao
relacionada com o estresse oxidativo mitocondrial. Esta proposta é suportada
pelo fato de que o grande acimulo de Ca** por mitocondrias por si s6 é capaz
de aumentar a producdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio.
(CADENAS & BOVERIS, 1980; GRIJALBA et al, 1999; CASTILHO et al, 1995A).

A participag&o de espécies reativas de oxigénio geradas pela mitocondria
no mecanismo de permeabilizagdo da membrana mitocondrial por Ca** foi

comprovada por experimentos mostrando que catalase exdgena previne a queda
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do potencial de membrana e o inchamento mitocondrial causado por Ca* ou
Ca?" e t-butil hidroperéxido (CASTILHO et al, 1995A; VALLE et al, 1993), e por
experimentos mostrando que ndo ocorre permeabilizagdo mitocondrial na
auséncia de oxigénio molecular ou na presenga de o-fenantrolina (CASTILHO et
al, 1995B), um quelante de Fe *. O Fe* é necessario para a produgdo do
radical HO® via Reacdo de Fenton (SUTTON & WINTERBOURN, 1989;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989) e esta presente em mitocdndrias de figado
de rato em concentracdes aproximadas de 1.7 nmol de Fe/mg de proteina, n&o
incluindo heme proteinas (TANGERAS ef al, 1980). O Fe?" intramitocondrial
pode ser mobilizado por Ca®* (CASTILHO et al, 1995B, MERRYFIELD &
LARDY, 1982), possivelmente via estimulacdo da produgéo de radicais
superoéxido, que podem promover a mobilizagao de Fe? (BIEMOND et al, 1984).
Este aumento na producdo de HO® favorece a ocorréncia da TPM.

Quanto ao sitio de vazamento de elétrons (produgao de espécies reativas
de oxigénio) na cadeia respiratéria, nosso grupo (KOWALTOWSKI et al, 1995)
mostrou que mitocdndrias sdo mais sensiveis ao efeito do Ca®*" quando
energizadas por succinato, que reduz a coenzima Q, em comparagao com 0O uso
do substrato do complexo [V, N,N,N’,N-tetramethyl-p-phenylenediamina
(TMPD)(KOWALTOWSKI et al, 1995; CASTILHO et al, 1995A). Isto sugere um
importante papel das formas reduzida e semiquinona da coenzima Q como
redutores univalentes de oxigénio.

Um dos primeiros agentes indutores da TPM descritos foi o fosfato
inorganico (P;) (GUNTER & PFEIFFER, 1990, ZORATTI & SZABO, 1995).
Apesar de muitos estudos sobre a TPM induzida por P;, o mecanismo pelo qual
este agente induzia a permeabilizacdo mitocondrial era desconhecido. No
entanto, recentemente, nosso grupo demonstrou que (i) P; aumenta a produgao
de espécies reativas de oxigénio em mitocdndrias carregadas com Ca**
(KOWALTOWSKI et al, 1996A, 1996B) e que (ii) a permeabilizag&o induzida por
P, e Ca®" é inibida por catalase ou na auséncia de oxigénio (KOWALTOWSKI et
al, 1996A, 1996B), demonstrando que espécies reativas de oxigénio participam

no mecanismo. Na presenca de altas concentragées de P; (= 4 mM) a
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permeabilizagdo mitocondrial é causada tanto pela TPM quanto por peroxidacdo
lipidica da membrana mitocondrial por catalizar a tautomerizagao de aldeidos
(produtos de peroxidagdo lipidica) (INDIG ef al, 1988), favorecendo a oxidagdo
de formas endlicas por hemeproteinas, tal como o citocromo c. Esta oxidagao
produz espécies no estado triplete (NANTES et al, 1995), que aumentam a
propagagdo do processo de peroxidacao lipidica (NANTES et al, 1995
CADENAS, 1989; DI MASCIO et al, 1992). A participagio de espécies fripletes e
apoiada pelo efeito inibitério do sorbato (KOWALTOWSKI et al, 1996A), um
sequestrador de carbonilas tripletes (BECHARA et a/, 1979).

O grupo do Prof. Bernardi tem proposto que a abertura do PTP pode ser
inibida pelo alto potencial de membrana, e pode ser induzida pela
despolarizagdo da membrana (BERNARDI, 1992: BERNARDI ef al, 1994,
BERNARDI & PETRONILI, 1996). Neste contexto, nosso laboratério demonstra
que, ao induzir a despolarizacéo da membrana, um importante aumento na
produgéo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio é observada, seguida de
uma permeabilizagdo da membrana mitocondrial sensivel a catalase e a
auséncia de oxigénio (KOWALTOWSKI et al, 1996A). Assim, a despolarizacdo
da membrana pode agir de duas maneiras: (i) favorecendo o aumento da
produgdo de espécies reativas de oxigénio, que levam a alteracgbes proteicas e
geram o PTP, e (ii) aumentando a probabilidade de abertura do PTP. Em 1987,
Vercesi (VERCESI, 1987) demonstrou que, em baixos potenciais de membrana,
a NAD(P)H transidrogenase n&o é capaz de manter alto nivel de poder redutor
(NADPH e GSH) mitocondrial, o que favorece o estresse oxidativo.

A completa inibigdo da permeabilizagdo mitocondrial induzida por
espécies reativas de oxigénio e Ca®* observada na presenca de ditiotreitol
(VALLE et al, 1993; VERCESI et al 1994A; KOWALTOWSKI et al, 1996A), um
redutor de dissulfetos, é uma forte evidéncia de que grupos tidis proteicos sao
alvos importantes das espécies reativas de oxigénio, geradas pela mitocondria.
Fagian e colaboradores (FAGIAN et al, 1990) apresentaram evidéncias de que o
aumento da permeabilidade da membrana de particulas submitocondriais de

coragdo e mitoplastos de figado incubados na presenca de Ca®* e diamida,
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estava associado a polimerizagéo proteica devido & ligacdo cruzada entre tidis.
O ataque de tidis proteicos por radicais HO® geram agregados proteicos de alto
peso molecular devido a formagéo de ligagdes cruzadas disulfeto entre proteinas
(CASTILHO et al, 1995A; VALLE et al, 1993: VERCESI et al, 1994A). Estas
alteracdes proteicas sdo acompanhadas por um decréscimo no contetido de tidis
de proteinas da membrana mitocondrial. (CASTILHO et al, 1996). As espécies
reativas de oxigénio (principalmente o radical hidroxil) podem promover a
oxidagéo de grupos tidis proteicos inseridos na fase lipidica da membrana
mitocondrial, provavelmente perto do sitio de producdo destes radicais
(KOWALTOWSKI et al, 1996B).

Um dos possiveis alvos proteicos para as especies reativas de oxigénio é
O ftranslocador de ADP/ATP, que possui quatro residuos de cisteina
(KLIGENBERG, 1989; MAJIMA ef al, 1994). A inibicdo da TPM por ADP, num
mecanismo sensivel a carboxiatractilosideo, suporta a participacdo do
translocador de ADP/ATP na permeabilizagdo da membrana. Este translocador &
a proteina integral mais abundante na membrana mitocondrial interna e sua
interacdo com varios ligantes (ADP, ATP, bongkrekato, carboxiatractilosideo)
induz a mudangas na conformagdo deste translocador (conformagdo m ou
C)(KLIGENBERG, 1989) e modificacdes estruturais da mitocéndria (SCHERER &
KLIGENBERG, 1974). E possivel que a ligacdo de ADP ao translocador proteja
contra a oxidag&o proteica por (i) promover alteracbes na conformacdo do
translocador de ADP/ATP e por modificar a posicdo de seus grupos tidis
(KLIGENBERG, 1989; MAJIMA et al, 1994), deixando-os pouco acessiveis a
oxidacao por espécies reativas de oxigénio ou por (ii) modificar a conformacéo
mitocondrial de um estado ortodoxo para condensado, uma alteracdo que pode
proteger grupos tidis de outras proteinas contra a oxidag&o. A segunda hipdtese
€ suportada por resultados de Novgorodov e colaboradores (NOVGORODOV et
al, 1994), mostrando o envolvimento indireto do translocador de ADP/ATP no
mecanismo de abertura do PTP.

Muitos dos indutores da TPM sio reagentes formadores de ligacdes
cruzadas entre tidis (thiol cross-linkers) (ZORATTI & SZABO, 1995). Estes
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compostos promovem uma permeabilizacdo mitocondrial Ca** dependente e
sensivel a ciclosporina A, mas ndo a catalase ou andxia (CASTILHO et al,
1995A). Isto sugere que a formagdo de ligagbes cruzadas entre tidis de
proteinas que levam a TPM pode ser tanto causada por espécies reativas de
oxigénio ou diretamente por reagentes formadores de ligagdes cruzadas entre
ticis. A TPM promovida por reagentes tidis € um modelo experimental
interessante para o estudo da participagdo do Ca®* neste processo, esta
permeabilizacdo € independente do estimulo na producdo mitocondrial de
espécies reativas de oxigénio provocado pelo Ca*". Em nossos estudos, temos
dado énfase a TPM induzida pelo reagente bifuncional hidrofébico de tidis dxido
de fenilarsina (BERNARDI, 1992) e pelo reagente bifuncional hidrofilico de tidis
acido 4,4'-diisothiocyanatostilbene-2,2-disulfénico (DIDS) (BERNARDES et al,
1994), em comparacdo com a TPM induzida por espécies reativas de oxigénio
(na presenca de f-butil hidroperdxido). Observamos que o reagente tidlico
monofuncional hidrofébico N-etilmaleimida inibe a permeabilizacdo mitocondrial
, induzida por f-butil hidroperoxido, DIDS e oxido de fenilarsina, enquanto o
reagente tidlico monofuncional hidrofilico mersalil inibe somente o efeito do DIDS
(KOWALTOWSKI et al, 1997). Estes resultados mostram que diferentes
indutores da TPM podem reagir com grupos tidis distintos da membrana
mitocondrial.

E importante enfatizar que apesar da TPM ser induzida principalmente
pela oxidacdo de tidis e formacdo de ligacbes cruzadas entre proteinas, na
presenca de espécies reativas de oxigénio outras alteracdes oxidativas da
mitocondria podem ocorrer, tais como peroxidacao lipidica (ver acima) e
fragmentacé@o do DNAmt (RICHTER ef a/, 1995).

Sabe-se que a queda do potencial de membrana mitocondrial (Ay) devida
a abertura do PTP é revertida por redutores de nucleotideos de piridina
(VERCESI, 1984A), EGTA (VERCESI et al, 1994A; CASTILHO et al, 1996;
CROMPTON et al, 1988), ditiotreitol (VALLE et al, 1993), ou ciclosporina A na
presenca de Mg®* ou ADP (NOVGORODOV et al, 1994). Nos observamos que

se a adigdo de EGTA for feita apés algum tempo (> 10 min) de completa
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permeabilizacdo mitocondrial, ndo ocorre o resselamento da membrana
mitocondrial e ocorre um grande decréscimo no contetido de tiéis de proteinas e
aumento da formacéo de agregados proteicos devido a ligagdes cruzadas -S-S-
(CASTILHO et al, 1996). Isto sugere que se a oxidagdo de proteina de
membrana e formacéo de agregados for extensa, devido a intenso estado de
estresse oxidativo, a permeabilizagdo mitocondrial torna-se irreversivel.
Propusemos que diferentes fases de permeabilizacdo mitocondrial ocorrem.
Inicialmente, a ligagdo -S-S- intrapeptideo resultaria em permeabilidade para
pequenos ions e moléculas. O progresso na formacéo de ligagcdes cruzadas -S-
S- deixaria a membrana mitocondrial interna permeavel a sacarose. Finalmente,
a agregacdo proteica generalizada, produzindo clusters proteicos, poderia
causar uma grande e irreversivel permeabilizacdo da membrana, permitindo a
passagem de até pequenas proteinas.

A permeabilizacdo irreversivel da membrana mitocondrial também ocorre
na presenca de altas concentragbes de P; (> 4mM) devido a ocorréncia
concomitante de peroxidacéo de lipideos da membrana e abertura do PTP (ver
discussdo acima, KOWALTOWSKI et al, 1996A). A peroxidagdo lipidica é
responsavel também pela permeabilizacdo mitocondrial inespecifica e
ireversivel causada por Ca* na presenca de outros oxidantes, tais como Fe*'-
citrato (CASTILHO et al, 1994) ou Fe**-ATP (HERMES-LIMA et al, 1995).

1.6. Possiveis Ag¢ées de Ca®* no Processo de Permeabilizacao da
Membrana Mitocondrial Interna

A presenca de Ca®* na matriz mitocondrial é necesséria para induzir a
TPM (ZORATTI & SZABO, 1995). Isto é comprovado pela inibicdo da
permeabilizacdo mitocondrial por vermelho de ruténio, que bloqueia a via de
influxo de Ca** (REED & BYGRAVE, 1974A). De acordo com dados da literatura
e de nosso laboratério, o Ca®* pode agir em quatro etapas na indugéo da TPM: i)
estimulando a producdo de 02°/H,0. pela cadeia respiratéria (CADENAS &
BOVERIS, 1980; CASTILHO et al, 1995A); ii) estimulando a Reacao de Fenton
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através da mobilizagéo de Fe*"da matriz mitocondrial (CASTILHO et al, 1995B);
iii) expondo grupos tidis de proteinas da membrana, permitindo a TPM na
presenca de reagentes de tidis hidrofilicos (KOWALTOWSKI et al, 1996B); iv)
regulando diretamente a abertura do PTP por se ligar a proteinas especificas da
membrana mitocondrial (GUNTER & PFEIFFER, 1990; GUNTER et al, 1994;
ZORATTI & SZABO, 1995; BERNARDI et al, 1994; VERCESI ef al, 1994A,
KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999). A inibigdo competitiva por dibucaina
(VERCESI et al, 1988; BERNARDI et a/, 1993), também sugere que a ligacao de
Ca* a lipideos da membrana mitocondrial seja essencial para a abertura do
PIP:

1.7. Ordem Kinetoplastida

Dentro do Sub-reino Protozoa destaca-se um grupo de protozoarios de
grande importancia médica e econémica. Sd3o os agentes causais das
leishmanioses e tripanossomiases humanas e de diversas tripanossomiases de
gado e animais domeésticos, além de algumas espécies patogénicas para os
vegetais. Este grupo constitui a Ordem Kinetoplastida (HONIGBERG, 1963), que
apresenta protozoarios com caracteristias peculiares, dentre as quais se destaca
a presenca do cinetoplasto, uma estrutura tipica dos membros desta Ordem, que
compreende o DNA mitocondrial (SHAPIRO & ENGLUND, 1995), localizado no
interior da Unica mitocondria, junto a base do flagelo (VICKERMAN, 1976).

Trés familias s&o reconhecidas: Bodonidae, constituida de flagelados
coprozoicos de vida livre, Cryptobiidae, constituida de parasitos de peixes e
invertebrados, e Trypanosomatidae, composta por protozoarios parasitas de
invertebrados, vertebrados e plantas, com alguns géneros de grande importancia
medica e econdmica (SCHMIDT & ROBERTS, 1996).

A familia Trypanosomatidae é composta por flagelados contendo cinetoplasto
relativamente pequeno e compacto, com um Unico flagelo locomotor, que pode
estar livre ou proximo ao corpo celular (VICKERMAN, 1976): neste caso, com o

movimento flagelar, esta area da membrana é puxada junto com o flagelo, dando
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a impressdo de formagdo de uma membrana ondulante (SCHMIDT &
ROBERTS, 1989).

Os membros desta familia parasitavam originalmente o trato digestivo de
insetos e, possivelmente anelideos (HOARE, 1972). Muitas espécies ainda
apresentam apenas um unico hospedeiro (monoxénicas), enquanto outras
apresentam, além do hospedeiro invertebrado, um hospedeiro vertebrado
(heteroxénicas), mantendo um ciclo silvestre, do qual o homem acabou fazendo
parte, 8 medida que também comegou a ocupar este ambiente.

Os tripanossomatideos passam por diversas transformacgoes morfologicas
durante seus ciclos evolutivos. Visto que as diferengas com relagdo ao
hospedeiro utilizado, ciclo evolutivo e importancia médica e econdmica eram
consideraveis, impedindo seu uso como critério para separagéo dos géneros, a
definicdo de estagios evolutivos adotados durante o ciclo de vida desses
parasitos permitiu a classificagdo dos mesmos nos diferentes géneros.
Atualmente, 9 géneros sdo reconhecidos (MARQUARDT & DEMAREE, 1985):
Leptomonas, Proleptomonas, Crithidia e Blastocrithidia compreendem parasitos
monoxémicos de invertebrados. Endotrypanum, Leishmania e Trypanosoma
compreendem parasitos heteroxénicos de invertebrados e vertebrados, sendo os
dois ultimos géneros de grande importancia médica e econémica. Os géneros
Phytomonas e Herpetomonas apresentam parasitos heteroxénicos de
invertebrados e plantas, também de grande importancia econdmica, sendo que
este Ultimo apresenta algumas espécies que sdo monoxénicas, infectando
apenas invertebrados (MCGHEE & COSGROVE, 1980).

Os estagios evolutivos, apresentados na Figura 3, sdo definidos de acordo
com a auséncia ou presenca de flagelo visivel por microscopia ética e da
posicdo do cinetoplasto em relagéo ao ntcleo (HOARE & WALLACE, 1966).
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‘A B C

Fig. 3 — Principais formas evolutivas da familia Trypanosomatidae. A,
Amastigota; B, Promastigota; C, Coanomastigota; D, Epimastigota; E,
Tripomastigota; F, Opistomastigota (REY, 1991).

A forma Amastigota (Fig. 3A) apresenta o corpo arredondado e um flagelo
curto, visivel apenas por microscopia eletrénica. Essa forma ocorre durante o
ciclo evolutivo de praticamente todos os géneros reconhecidos. Na forma
Promastigota (Fig. 3B), encontrada nos géneros Leishmania, Phytomonas,
Herpetomonas, Leptomonas e Proleptomonas, o corpo celular € alongado e o
flagelo emerge da regido anterior ao nucleo, onde esta localizado o cinetoplasto.
A forma Coanomastigota (Fig. 3C) é tipica do género Crithidia. O flagelo emerge
da regido anterior ao nucleo, préximo ao qual esta localizado o cinetoplasto. A
principal caracteristica desta forma esta na regi&o posterior arredondada e uma
regido anterior alongada, como que formando um tubo por onde emerge o

flagelo. Na forma Epimastigota (Fig. 3D), encontrada nos géneros Trypanosoma
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e Blastocrithidia, o cinetoplasto esta localizado préximo ao nucleo e o flagelo
emerge lateralmente ao corpo celular formando uma curta “membrana
ondulante’. Na forma Tripomastigota (Fig. 3E), caracteristica das formas
sanguicolas (hospedeiro vertebrado) e metaciclicas (hospedeiro invertebrado) do
género Trypanosoma, o cinetoplasto esta localizado na regido posterior ao
nucleo de onde emerge o flagelo, préximo a superficie celular, formando uma
‘membrana ondulante”. Formas Opistomastigotas (Fig. 3F) sdo encontradas
apenas no género Herpetomonas. O cinetoplasto esta localizado na regido
posterior ao nucleo, de onde emerge o flagelo, passando por dentro do corpo da
célula, emergindo apenas na regido anterior (SCHMIDT & ROBERTS, 1996).

1.8. Género Trypanosoma

Os membros do género Trypanosoma parasitam todas as classes de
vertebrados: peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos. A grande maioria vive
no sangue e outros fluidos corporais do hospedeiro, mas algumas espécies,
como Trypanosoma cruzi, podem invadir e se replicar no interior de células. Em
alguns casos, a infecgdo nédo necessariamente gera doencga; varios fatores,
dentre eles a susceptibilidade do hospedeiro e a patogenicidade do parasito, s&o
importantes para sua evolugdo (MARQUARDT & DEMAREE, 1985).

De acordo com seu desenvolvimento no inseto vetor, o género Trypanosoma
foi dividido em dois grupos ou secgdes (HOARE, 1966). Quando uma espécie se
desenvolve na porgdo anterior do trato digestivo do inseto, o parasito é
classificado dentro da secéo Salivaria. A transmissdo ocorre por inoculacéo de
formas infectivas durante o repasto sanguineo. Quando o desenvolvimento
ocorre na porgdo terminal do trato digestivo do inseto, regido posterior, o
parasito é classificado dentro da segdo Estercordria. A transmissdo ocorre por
contaminagéo fecal, o vetor elimina as fezes, contendo formas infectivas, no
local da picada, durante o repasto sanguineo. Outros critérios, tais como
caracteristicas morfolégicas e biologicas, foram utilizados para enquadrar
espécies que n&o necessitam de um hospedeiro intermediario para propagacao
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da doenga, como T. equiperdum, nesta classificagdo (UKOLI, 1984; CONNOR,
1994).

Das espécies que fazem parte da segdo Estercoraria, apenas T. cruzi tem
importancia médica, por ser o agente etiolégico da doenga de Chagas; as
demais espécies néo sdo consideradas patogénicas. Em contraste, praticamente
todas as espécies de tripanossomas que causam doenca em humanos e
animais pertencem a secéo Salivaria.

As tripanossomiases s@o doengas de humanos e animais domésticos
resultantes da infecgéo por protozoarios parasitas do género Trypanosoma. Dois
tipos de tripanossomiase humana sdo conhecidas. A tripanossomiase americana
ou doenga de Chagas ocorre nas Américas Central e Sul, sendo transmitida por
insetos hematéfagos da familia Reduviidae por contaminagdo fecal, apds a
picada. O segundo tipo, a tripanossomiase africana ou doenca do sono, ocorre
na Africa e é transmitida por moscas hematéfagas do género Glossina, também
conhecidas como moscas tsé-tsé, que inoculam as formas infectivas no
hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo (CONNOR, 1994). A Tabela
| resume as espécies de tripanossomas africanos e as doengas por eles
causadas.

Varias espécies de tripanossomas transmitidos pela mosca tsé-tsé sdo
responsaveis pela doenga em animais, conhecida como nagana. Entretanto, no
caso das tripanossomiases em animais, existem excegbes em que algumas
espécies sdo transmitidas por outras moscas que nio tsé-tsé ou até mesmo
mecanicamente (contato sexual) (CONNOR, 1994).

As tripanossomiases africanas s&o consideradas doengas de grande
importéncia médica e econdmica pelo grande impacto que tiveram, e ainda tém,
no desenvolvimento do continente africano. Sua epidemiologia depende quase
que inteiramente da distribuicdo das moscas tsé-tsé. As areas infestadas se
estendem por toda a Africa tropical e a parte sul do deserto de Saara. Nas areas
onde nagana € endémica, ndo se faz possivel a criagdo de animais. O trabalho
rural tem que ser realizado manualmente e a populagdo, principalmente
criangas, tem alto comprometimento nutricional, ja que ndo pode utilizar produtos
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derivados de animais, ricos em proteinas, tais como leite, carne e fibras, na sua
dieta (CONNOR, 1994).

Tabela | — Espécies de tripanossomas africanos, seus hospedeiros

vertebrados e doengas por eles causadas.

Tripanossoma

Doenca

Hospedeiro Vertebrado

T. brucei gambiense

T. brucei rhodesiense

T. brucei brucei
T. congolense

Doenca do sono
(forma crénica)
Doenca do sono
(forma aguda)
Nagana

Nagana

Homem
Homem, bovinos, antilopes
Animais domést., antilopes

Ruminantes, porcos,
cachorros, equinos

T. simiae Doenca aguda Macacos, porcos, bovinos,
ou crénica equinos, camelos
T. uniforme Febre recorrente  Ruminantes
T. evansi Surra Ruminantes, equinos,
cachorros, macacos,
elefantes, etc
T. equiperdum Durina " Equinos

Alguns autores consideram a espécie T. brucei responsavel pela doenca do
sono, em humanos, e nagana, no gado. Apesar dos parasitos causadores das
duas doencas serem morfologicamente idénticos, as diferencas quanto a
infectividade e grau de patogenicidade em diferentes hospedeiros reforgcou a
separacdo da espécie em subespécies. Desta forma, T. brucei brucei parasita
antilopes e animais domésticos, causando a doenga conhecida como nagana,
porém, ndo infecta o homem. T. brucei gambiense e T. brucei rhodesiense sao
as subespécies causadoras da doenga do sono em humanos; porém, também

sdo capazes de infectar animais silvestres, que podem servir de reservatorios
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naturais para a propagacédo da doenca. Mesmo com a separacédo da espécies T
brucei nas trés subespécies mencionadas, a relagdo entre as mesmas ainda
gera muitas controvérsias. Por conveniéncia, optou-se por agrupa-las no
complexo brucei-gambiense-rhodesiense (UKOLI, 1984).

No sangue do hospedeiro mamifero, trés formas morfologicas do parasito
podem ser reconhecidas, um fenémeno conhecido como pleomorfismo. Eles
variam de formas tripomastigotas longas e delgadas, com flagelo livre a formas
menos alongadas, sem flagelo livre; passando por formas intermediarias longas
e de flagelo curto (Fig. 4). Essas trés formas podem ser ingeridas pela mosca
tsé-tsé durante o repasto sanguineo, mas apenas a mais adaptada para
sobreviver no inseto vetor consegue se multiplicar na secdo posterior do
intestino meédio, sob a forma tripomastigota, um processo que leva
aproximandamente 10 dias. Ap6s esse tempo, essas formas migram para a
regido anterior do tubo digestivo. Quando chegam as glandulas salivares, as
formas tripomastigotas se transformam em epimastigotas, que comecam a se
multiplicar. Aproximadamente 20 dias apds a infecgdo, os epimastigotas
comegam a se transformar em tripomastigotas metaciclicos, que sdo as formas
capazes de infectar o hospedeiro vertebrado. A mosca infectada pode transmitir
a doenca para hospedeiros vertebrados, fechando o ciclo (Fig. 4).

Mosca tsé-tsé Mamifero

Tripomastigota
metaciclico

Formas encontradas nas
glandulas salivares

Epimastigota Z/=, )
4 Formas Sanguicolas

Fig. 4 — Ciclo evolutivo de Trypanosoma brucei (VICKERMAN, 1969)
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No hospedeiro vertebrado, os tripanossomas se multiplicam no sangue e na
linfa. No invadem células, mas habitam os espacos intercelulares entre tecidos
de varios 6rgaos, principalmente o cérebro. A patologia da doenga esta baseada
na resposta imunoldgica do hospedeiro. Em animais, a doengca é aguda; o
hospedeiro sobrevive em média 15 dias, podendo, em alguns casos, durar por
alguns meses. Com o curso da infeccdo, os animais ficam com o corpo
edemaciado, perdem a coordenag&o motora e ficam paralisados, morrendo logo
em seguida. Nas infecgdes humanas por T. brucei gambiense e T. brucei
rhodesiense, uma reacdo no local da picada pode ser observada,
desaparecendo em 1-2 semanas. Quando os parasitos atingem o sangue e 0s
canais linfaticos, se reproduzem rapidamente, produzindo parasitemia e
invadindo todos os 6rg&os do corpo. No caso de T. brucei gambiense, existe um
certo tropismo pelo sistema nervoso. Os linfonodos se tornam maiores e
ocorrem periodos de febre intermitente acompanhados de elevada parasitemia.
A infeccéo por T. brucei rhodesiense é do tipo agudo; causa rapida perda de
peso e envolvimento cardiaco. A morte ocorre poucos meses apds a infecgao,
antes do comprometimento cerebral. Na doenga provocada por T. brucei
gambiense, o parasito invade o sistema nervoso central iniciando uma fase
cronica. O hospedeiro desenvolve uma série de sintomas (aumento da apatia,
falta de disposicéo, problemas mentais e de coordenacéo, convulsdes, paralisia,
aumento do sono) que acabam levando-o ao coma, seguido de morte (BALES &
HARRISON, 1994).

Os mecanismos da patogénese ndo sdo muito claros. Evidéncias sugerem a
capacidade do parasito de escapar do sistema imune do hospedeiro. O parasito
consegue sobreviver porque é capaz de variar o tipo antigénico de suas
proteinas de superficie (variagdo antigénica). O sistema imune do hospedeiro
gera anticorpos para um certo tipo de proteina, encontra condigbes favoraveis a
sua proliferacdo, resultando em curvas de parasitemia no decorrer da doenca
(UKOLI, 1984; BALES & HARRISON, 1994; CONNOR, 1994).
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1.9. Género Leishmania

Protozoarios do género Leishmania sdo os agentes etiolégicos de uma
variedade de doencas distribuidas pelo Velho e Novo Mundos denominadas
leishmanioses. Essas doengas, apesar de serem causadas por espécies
morfologicamente idénticas, diferem profundamente quanto a seus aspectos
clinicos. Os varios tipos clinicos sdo causados por diferentes espécies de
Leishmania, agrupadas em complexos bioquimica e enzimaticamente distintos,
apresentados na Tabela Il. Entretanto, apesar de aceita, esta classificagdo é
bastante arbitraria, tendo em vista o fato de que ainda ndo ha um método padrdo
para a identificacéo de espécies.

Segundo a distribuicdo apresentada na Tabela Il, as leishmanioses foram
agrupadas em trés tipos basicos, com algumas variagbes. Na forma cuténea, a
infeccéo se localiza na pele, como uma Gnica ou multiplas lesdes, que podem
durar de pouco a longo tempo, mas que geralmente tém cura espontanea. Na
forma mucosa, a infecgdo envolve as jungbes mucocutaneas do nariz e da boca,
causando uma destruicéo tecidual irreversivel, que pode atingir o palato e a
cavidade faringea. A forma visceral, também conhecida como kala azar, se
caracteriza por uma infecgdo generalizada do sistema linforeticular, causando
anemia, hepatoesplenomegalia e infeccdo linfatica (MANSON-BAHR, 1994;
BERMAN, 1997).

Como tripanossomas, as leishmanias séo parasitas heteroxénicos, mantendo
uma parte do seu ciclo no tubo digestivo do inseto vetor, onde assumem a forma
promastigota, e outra parte no hospedeiro vertebrado, onde sdo encontradas
apenas sob a forma amastigota (Fig. 3) (SCHMIDT & ROBERTS, 1996). Com
algumas excegdes, as leishmanioses sdo normalmente consideradas Zoonoses,
apresentando transmiss@o entre vetor e hospedeiro vertebrado no ambiente
silvestre ou peridomiciliar. O homem é um hospedeiro acidental, sendo infectado
quando entra em contato com o ciclo silvestre (MAGILL, 1995).
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Tabela Il — Distribuicdo geografica e manisfestagoes clinicas

causadas por diferentes espécies de Leishmania.

Subgéneros  Complexos Espécies Local Manifestacoes
Clinicas

L. donovani L. donovani Velho Mundo Visceral

L. infantum Velho Mundo Visceral

L. chagasi Novo Mundo Visceral

L.major L. major Velho Mundo Cutanea

Leismania L. tropica L. tropica Velho Mundo Cutanea
L. aethiopica L. aethiopica Velho Mundo Cut.difusa

L. mexicana L. mexicana Novo Mundo Cutanea

L. venezuelensis  Novo Mundo Cutanea

L. amazonensis ~ Novo Mundo Cutanea

L. braziliensis L. brazilienses Novo Mundo Cut. difusa

L. peruviana Novo Mundo Cutanea

Viannia L. guyanensis L. guyanensis Novo Mundo Cutanea
L. panamensis Novo Mundo Cutanea

Os hospedeiros intermediarios e vetores das leishmanioses sdo os mosquitos

hematéfagos da familia Psychodidae. Esta familia é dividida em 5 géneros,

dentre os quais os mais importantes na epidemiologia das doengas s&o
Phlebotomus, no Velho Mundo, e Lutzomya, no Novo Mundo (MAGILL, 1995).

Ao sugar o sangue de um animal infectado, o inseto vetor ingere formas

amastigotas do parasito que, ao alcangarem o intestino médio ou posterior, se

transformam em formas promastigotas. Estas aderem ao epitélio intestinal e

comecam a se multiplicar por divisdo binaria. Apds a multiplicacdo, algumas

formas promastigotas se diferenciam de uma forma ndo-infectiva para uma
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forma virulenta denominada metaciclica e migram para o eséfago e faringe,
bloqueando os mesmos. Quando o vetor tenta se alimentar novamente, regurgita
no local da picada para tentar desbloquear o eséfago e conseguir se alimentar,
inoculando as formas promastigotas no hospedeiro vertebrado. Uma vez no
hospedeiro vertebrado, essas formas invadem as células do sistema reticulo
endotelial (Fig. 5) (BRAY, 1974; MAGILL, 1995; SCHMIDT & ROBERTS, 1996).

Transformagao de Macrofagos
promastigotas em
amastigotas 4 \
e Ama\stlgotas
.. Amastigotas no
Inoculagao HOMEM sangue periférico
| 1
I /
VETOR

Transformacgao de
amastigotas em

promastigotas no
’ trato digestivo

Fig. 5 — Diagrama do ciclo evolutivo de Leishmania sp (BRAY, 1974)

Promastigotas
na glandula
salivar

O complexo Leishmania donovani inclui subespécies responsaveis pela
leihmaniose visceral ou kala azar. A doenga é causada por L. donovani e L.
infantum, no Velho Mundo e L. chagasi no Novo Mundo. Apesar das diferencas
epidemioldgicas, os aspectos clinicos da doenca sdo basicamente os mesmos.
Na kala azar classica, a infeccdo pode passar inicialmente despercebida e

evoluir por um periodo que pode variar de dias, meses ou anos. O paciente
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apresenta febre, fraqueza e perda de peso. Nos casos mais avangados, por uma
infeccdo generalizada do sistema fagocitico mononuclear, o figado e bago
aumentam e tamanho, edema e ascite podem ser observados. Nos casos nao
tratados, a morte se da por infecgbes secundarias, tais como pneumonia,
tuberculose ou disenteria (MAGILL, 1995; BERMAN, 1997).

Outras trés formas clinicas de leishmaniose viceral tém sido descritas e vém
ganhando mais ateng&o nos Ultimos tempos. Uma forma branda que nao
progride para a kala azar classica € a forma mais frequente da doenga em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Os pacientes em geral se queixam
de febre, cansaco, diarréia e dores abdominais. Muitas vezes n&o ocorre
organomegalia (BERMAN, 1997). A doenca também vem ganhando espaco
como infeccdo oportunista associada a AIDS, principalmente na regido do
Mediterrdneo, sendo reconhecida como uma complicacdo decorrente da
imunossupressdo (BERMAN, 1997). Em outra forma clinica, reconhecida no
Sudéo (leishmaniose cutanea pos-kala azar), onde a leishmaniose visceral é
endémica, foi observada, em metade dos casos, a ocorréncia de lesdes na pele
que ndo regridem espontaneamente e se tornam mais densas até se
espalharem por todo o corpo. Esse tipo de evolugcéo parece ser decorrente de
uma infeccao visceral que ndo recebeu tratamento adequado (BERMAN, 1997).

1.10. Tratamento e Prevencao de Doencas Parasitarias

Grande numero de pessoas e animais apresentam infecgdes parasitarias e
algumas delas aumentam em numero de casos a uma taxa alarmante, gerando
alta mortalidade e problemas de ordem econémica e social em todo o mundo.
Apesar de ser reconhecida a importancia do sistema imune do hospedeiro no
combate dessas doencas, a possibilidade de desenvolvimento de vacinas
eficazes, capazes de preveni-las no homem e animais, se mostra bastante
remota, vistos os mecanismos de escape dos nossos sistemas de defesa
apresentados por esses parasitos (BALES & HARRISON, 1994; GRIMALDI &
MCMAHON-PRATT, 1991). Desta forma, a prevengéo dessas doengas depende,
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principalmente, de medidas profilaticas e controle de vetores, e em menor
escala, do uso de drogas antiparasitdrias. Entretanto, a importancia da
quimioterapia ndo deve ser diminuida, visto gue nem sempre as medidas
profilaticas funcionam e que, uma vez adquirida a doenca, a unica forma de
tratamento baseia-se no uso de quimioterapia especifica.

E evidente que as drogas até entdo utilizadas no tratamento de doencas
parasitarias ndo sdo satisfatorias, seja por sua baixa eficacia, alta toxicidade
e/ou desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por parte do parasito. Isto
torna cada vez mais necessario o estudo dos processos biolégicos que ocorram
nesses organismos, visando encontrar diferengas que possam futuramente ser
utilizadas no desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos, para o

combate a essas doencas.

1.11. Biossintese e Metabolismo de Acidos Graxos

Como o corpo humano constroe e renova suas estruturas, transforma e
guarda energia, e mantém suas varias fungbes, existem numerosas
circunstancias nas quais se torna essencial o uso de moléculas ou parte de
moléculas que n&o se associam com a agua. As propriedades de hidrofobicidade
e apolaridade s&o amplamente supridas por substancias classificadas como
lipideos. A maioria dos lipideos s&o moléculas que contém, ou sdo derivadas, de
acidos graxos (FA), e possuem, pelo menos, dois importantes papéis: 1°) sdo a
principal forma de estoque de energia, através da oxidagdo de FA, que se
encontram na forma de ftriglicérides; 2°) sdo os maiores constituintes das
membranas celulares. Outras fungdes de grande importancia funcional sdo os
lipideos especializados, que servem como pigmentos (retinal), cofatores
(vitamina K), detergentes (sais da bile), transportadores (dolicois), hormdnios
(derivados da vitamina D, horménios sexuais), mensageiros intra e
extracelulares (eicosandides e derivados de fosfatidilinositol). A interacdo de
alguns processos envolvidos no metabolismo de lipideos estd mostrada na

Figura 6. Em mamiferos, a complexa sintese de acidos graxos ocorre no citosol.
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Essa localizacdo separa processos sintéticos de reacbes degradativas, muitas

das quais ocorrem dentro da matriz mitocondrial.
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» sinfese isoprendides e
esterdis
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Fig. 6 - Interacdo metabdlica de acidos graxos no corpo humano.
Localizagao subcelular do metabolismo de lipideos em células de animais

vertebrados e em leveduras.

1.12. Acido Araquidénico

Eicosandides sdo derivados de acidos graxos, conhecidos como
autacdides. Sao compostos extremamente potentes, que atuam como
horménios, em varios tecidos dos animais vertebrados. Como horménios, eles
ndo sdo transportados aos tecidos pelo sangue, mas agem no tecido em que
foram produzidos. Esta familia de compostos € conhecida por estar envolvida na
funcdo reprodutiva, na inflamacéo, febre, e dor associada a injuria ou doenca; na
coagulagdo sanguinea (fatores de agregacado plaquetéria) e na regulagéo da

pressdo sanguinea; na secregdo gastrica; e numa variedade de outros
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processos importantes para a manutencdo da saldde ou da doenga, em
humanos. Os eicosandides (em grego, eikosi significa “vinte”) sdo todos
derivados do &cido araquidénico (acido graxo polinsaturado, com 20 atomos de
carbono, 20:4). A biossintese desses compostos ocorre em resposta a sinais
hormonais, que interagem com receptores da membrana plasmatica, que estdo
acoplados as proteinas regulatérias ligadas a proteina G. Isto resulta ou em
ativacéo direta de fosfolipases (C, D e/ou Ay) ou na elevagéo da concentragéo
citosolica de calcio, que também pode ativar essas enzimas (SMITH, 1992). A
Figura 7 mostra a hidrdlise dos fosfolipideos de membrana e alguns dos
derivados eicosandides do &cido araquiddnico. Acredita-se que estimulos fisicos
causem perturbagdo na membrana celular e aumentam o influxo de célcio,
ativando a fosfolipase A,. A fosfolipase A, hidroliza a ligacdo éster dos
fosfolipideos de membrana (particularmente, fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina) liberando o acido araquidénico (araquidonato, em pH 7).
Por outro lado, a fosfolipase C cliva a ligagdo fosfodiéster, resultando na
formacdo de 1,2-diacilglicerol. Araquidonato é entdo liberado do diacilglicerol
pela acdo sequencial das enzimas lipases neutras: diacilglicerol lipase e
monoacilglicerol lipase (OKAZAKI et al, 1981). A fosfolipase D pode clivar o
fosfolipideo da membrana liberando acido fosfatidico, que sob acao da enzima
fosfo-hidrolase fosfatidato, resulta na formagdo de 1,2-diacilglicerol, que,
seguindo os mesmos passos citados anteriormente, libera o araquidonato. Uma
vez liberado, o araquinonato é metabolizado rapidamente a produtos
oxigenados, por sistemas enzimaticos distintos: pela agdo de lipoxigenases, ha a
formag&o de leucotrienos; pela agéo da ciclooxigenase, duas outras classes de
substéncias, as prostaglandinas e as tromboxanas. Todas as prostaglandinas
contém anel com 5 atomos de carbono, originério de parte da cadeia do acido
araquidonico. Elas derivam sua nomenclatura através do nome do tecido pelo
qual foram primeiramente reconhecidas (prostata). Sdo conhecidas por agir em
muitos tecidos, por regular a sintese do mensageiro intracelular, a molécula 3',5'-
AMP ciclico (cAMP). Como cAMP media a acdo de muitos horménios, as

prostaglandinas afetam muitas fungbes celulares e dos tecidos. Elevam a
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temperatura corporal (produzindo febre) e causam inflamacéo, resultando na
dor. As tromboxanas foram primeiramente isoladas de plaquetas do sangue
(também conhecidas como trombdcitos), possuem anel com 6 atomos de
carbono contendo um éter. S3o0 produzidas por plaquetas e atuam na formagao
de coagulos sanguineos e na redugéo do fluxo do sangue no local do coagulo.
Leucotrienos, encontrados primeiramente em leucdcitos, contém 3 duplas
ligacdes conjugadas. Eles sdo poderosos sinalizadores biolégicos: induzem a
contracdo do musculo de revestimento das vias aéreas do pulmdo. A
superproducgo de leucotrienos causa ataques asmaticos. A forte contragéo dos
musculos lisos do pulméo, que ocorre durante o choque anafilatico, € parte da
reacéo alérgica, potencialmente fatal, em individuos hipersensiveis a picadas de
abelhas, penicilina ou varios outros agentes. Drogas antinflamatérias nao
esteroidais (DAINEs), como a aspirina e o ibuprofen, tém como mecanismo de
acdo, a inibicdo da enzima ciclooxigenase, que blogueia a formacao de
prostaglandinas e tromboxanas. Corticosterdides ou limitagdo na oferta do ion
célcio inibem a acéo da fosfolipase A.. Drogas como dazoxibem e primagrel
atuam inibindo a ac@o da enzima tromboxana sintase.

Varias evidéncias indicam que o metabolismo de AA toma um importante
papel em carcinogénese (TSUJIl & DUBOIS, 1995, SHENG et a/, 1997;
PRESCOTT & WHITE, 1996). A ciclooxigenase 2 (COX-2), enzima que comanda
a sintese de prostaglandinas a partir do AA, tem mostrado ser um fator limitante
na carcinogénese de colon. DAINEs, que inibem a COX-2, diminuem o risco de
cancer de colon, em populagdes estudadas (THUN et al, 1991). O nivel celular
de AA nao esterificado € um mecanismo geral, pelo qual a apoptose € regulada,
e COX-2 promove carcinogénese pela diminuigéo deste nivel (CAO et al, 2000).
A superexpressdo de COX-2 blogueia a apoptose e paralelamente aumenta a
expressdo de Bcl2, uma proteina antiapoptética, que suprime a apoptose
induzida por AA, sugerindo que a expressao de Bcl2 é regulada por AA e que a
via dependente de Bcl2 toma um papel protetor na apoptose sinalizada por AA
(CAO et al, 2000). Na fisiologia do cblon, apoptose € um evento normal, que

serve para colocar fim no ciclo de vida das células epiteliais intestinais. No
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araquidonico e alguns de seus derivados eicosanéides.

cancer de célon, o desvio de AA pelas enzimas, diminuem o AA n3o esterificado,
€ promovem o crescimento do tumor por atenuar a apoptose. Outros produtos
eicosanoides especificos podem também contribuir para essa transformacao,
através do aumento da ades&o e proliferacéo celular. No entanto, a inibicdo da
apoptose pela ativacdo metabdlica, que consome AA é o mecanismo vital para
promover o crescimento tumoral (CAO et al, 2000). Além disso, experimentos
mostram que o uso de DAINEs é capaz de abolir a parasitemia em
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camundongos infectados com T. cruzi (estudos in vivo) e de bloquear a
replicacdo desses parasitas em culturas de macréfagos (estudos in vitro), por
suprimir efeitos apoptéticos necessarios para o crescimento e replicacao desses
parasitas (FREIRE-DE-LIMA et al, 2000). O desenvolvimento de inibidores
especificos e ndo toxicos, utilizados como alvo, para as vias metabolizadoras de
AA, pode indicar novos enfoques para a intervencédo terapéutica, tanto de

canceres quanto em fase aguda de Doenca de Chagas.
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2. OBJETIVOS

Para uma melhor avaliagdo do papel de &cido araquidénico na
homeostase intracelular de calcio, langamos mé&o de dois modelos
experimentais: mitocondrias isoladas de figado de rato e tripanossomatideos,
realizando estudos em células intactas e/ou permeabilizadas.

2.1. Efeito de Acido Araquidénico em Mitocéndrias Isoladas de Figado de
Rato.

Estudamos o envolvimento de 4&cido araquidonico e calcio, em
mitocdndrias isoladas de figado de rato, caracterizando o mecanismo de
abertura do PTP. Acidos graxos (FA), em baixas concentragées, podem abrir o
PTP através de sua agdo protonoférica e pela sua interacdo direta com o
translocador de nucleotideo de adenina (ANT) (WIECKOWSKI & WOJTCZAK,
1988). Nosso grupo demonstrou que o PTP é formado sob condi¢cbes de
estresse oxidativo (para revisdo, KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999), uma
condicao que pode levar a oxidagéo de grupos tidis do ANT (VERCESI, 1984).
Dado que o PTP pode ter participagdo na morte celular por necrose ou por
apoptose (GREEN & REED, 1998) e o fato de que o AA pode participar como
mensageiro secundario em ambos tipos de morte celular (DE VALCK et al,
1998), utilizamos este FA para avaliar o mecanismo de abertura de PTP. Para
isto, analisamos:

a) Parametros energéticos mitocondriais: potencial elétrico de membrana,
e velocidade de respiracéo, no estado 4, induzidos por AA, comparando
com os efeitos do classico protonéforo FCCP.

b) Capacidade de abertura do PTP induzida por AA: i) constatacdo do
PTP, através da utilizagdo dos classicos inibidores: ciclosporina A, EGTA,
ADP; ii) a possivel participacdo do ANT, neste processo; iii) possivel efeito
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do estado reduzido dos nucleotideos de piridina; iv) participagédo das
EROs.

Capacidade de liberagdo de calcio: possivel efeito de FA e FCCP,

sobre mitocondrias repletas de calcio.

2.2. Estudos em Tripanossomatideos.

Procuramos investigar o possivel mecanismo de agao dos acidos graxos

na mobilizacdo intracelular de calcio utilizando-se de formas tripomastigotas

prociclicas de Trypanosoma brucei, promastigotas de Leishmania donovani e

amastigotas de Trypanosoma cruzi, tanto em células intactas quanto em células

permeabilizadas. Para este estudo, procurou-se verificar:

a)

b)

d)

e)

Papel da fosfolipase A; na homeostase intracelular de Ca®*: o
envolvimento desta enzima no influxo de célcio atraves da membrana
plasmatica, uma vez que essa enzima hidroliza fosfolipideos de membrana,

gerando &cido araquidénico enddgeno.

Transporte de calcio em células intactas: o efeito da adicdo de &cido
araquidénico e de outros &cidos graxos no transporte de célcio nesses

tripanossomas.

Transporte de calcio em células permeabilizadas: Participacdo de
compartimentos intracelulares, como mitocéndria e acidocalcisomas, in situ,
em tripanossomas permeabilizados por digitonina, no processo de
mobilizagdo de célcio induzido por FA.

Possivel mecanismo de acdo desses acidos graxos nas membranas

plasmatica e mitocondriais.

Possivel papel fisiolégico desses acidos graxos na homeostase de

calcio.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. REAGENTES E SOLUCOES

Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes obtidos da Sigma Chemical
Company (St Louis, MO, U.S.A.):ATP, melitina, nigericina, ionomicina, succinato,
oligomicina, EGTA, HEPES, digitonina, acido araquidénico, acido linoleico, acido
linolénico, &cido miristico, albumina soro bovina (BSA) , LaCls, acido 3-(4-
octadecil)-benzoilacrilico (OBAA), antimicina A, arsenazzo lll, safranina O,
iondforo de célcio Agsiar. Alaranjado de acridina e fura 2/AM foram obtidos de
Molecular Probes, Eugene, OR, U.S A.

Solugdes

Meio de Reacgéo: Sacarose 125 mM, KCI 65 mM, KH2PO4 2 mM, MgCl, 2
mM, Succinato 5 mM, HEPES 10 mM, pH 7,2.

Tampéo A: NaCl 116 mM, KCI 5,4 mM, MgS04 0,8 mM, glicose 5,5 mM,
Hepes 50 mM, pH 7,2.
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3.2. METODOS

3.2.1. Culturas de células

Formas tripomastigotas prociclicas de T. brucei (variante IL Tar 1) e
promastigotas de L. donovani (cepa S-2) foram cultivadas a 28°C em meio SDM-
79 (BRUN & SCHONENBERG, 1979) suplementado com hemina (7,5 mg/l) e
10% (v/v) de soro fetal bovino inativado. Apos 2-3 dias de inoculagao, células
foram coletadas por centrifugacéo, lavadas duas vezes em tampdo A e
ressuspensas no mesmo tampao. Formas amastigotas de T. cruzi (cepa Y)
foram obtidas a partir de cultura em mioblastos LeEs, segundo método
modificado por Schmatz e Murray (SCHMATZ & MURRAY, 1982) como descrito
previamente (DOCAMPO et al. 1993). A concentragédo final de células foi

determinada usando-se cdmara de Neubauer.

3.2.2. Isolamento de mitocondrias hepaticas

Mitocondrias foram isoladas de figado de ratos adultos Wistar utilizando-
se a técnica de centrifugacéo diferencial, segundo Schneider & Hogeboom
(SCHNEIDER & HOGEBOOM, 1950), ap6s jejum de 12 hs. O figado, retirado
apoés a morte do animal por contus@o cerebral, foi lavado em solugao de
sacarose 250 mM contendo tamp&o HEPES 50 mM pH 7,2 e EGTA 0,5 mM.
Picado com tesoura e homogeneizado em homogeneizador Potter-Elvehjem, o
material foi centrifugado a 2.500xg por 5 minutos. O sobrenadante resultante foi
centrifugado durante 10 minutos a 10.000xg sendo a fase lipidica superior
retirada com pipeta Pasteur. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em sacarose 250 mM, HEPES 50 mM pH 7,2 e EGTA 0,3 mM, e

novamente centrifugado na condigdo anterior. A fracdo mitocondrial foi
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ressuspensa na mesma solugdo sendo que isenta de EGTA, numa concentragao
de aproximadamente 100 mg de proteina por ml.

3.2.3. Dosagem de Proteina

A concentragdo de proteina das suspensdes mitocondriais  foi
determinada pelo método de biureto (GORNALL et al, 1949), modificado pela
adicdo de colato 1% (KAPLAN & PEDERSEN, 1983). O principio do método
baseia-se na determinacédo da concentracéo de ligagdes peptidicas através da
medida da absorbancia do complexo cobre-nitrogénio. Este complexo absorve
em comprimento de onda de 540 nm . A absorbancia foi considerada
diretamente proporcional a concentragao de proteina na solugéo analisada, onde
uma solucéo de BSA a 1% foi utilizada como padrao.

3.2.4. Consumo de oxigénio mitocondrial

O consumo de oxigénio mitocondrial foi medido utilizando-se um eletrodo
do tipo Clark (Yellow Springs Instrument Co.) conectado a oxigrafo Gilson, em
uma camara de vidro de 1,2 ml equipada com agitador magnético. A
concentragdo de oxigénio inicial no meio de reagdo foi de 225 nmol/ml
(ROBINSON & COOPER, 1970).

3.2.5. Transporte de calcio por mitocéndrias

O movimento de Ca* através das mitocdndrias foi verificado
determinando- se as variagées de absorbancia do complexo Ca**-arsenazo IlI
nos comprimentos de onda 675 - 685 nm (SCARPA, 1979). O aparelho utilizado
foi um espectrofotdmetro SLM Aminco DW2000 com capacidade de determinar

as diferencas de absorbancia em dois comprimentos de onda em uma mesma
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cubeta. O corante arsenazo Il apresenta espectros de absorgao diferentes na
forma livre ou ligada ao Ca**, conforme caracterizado a seguir. A variacéo na
diferenca de absorbancia nos comprimentos de onda 675-685 nm esta
associada a variagbes na concentracéo de Ca*" livre no meio de reagdo. As
calibracdes foram feitas determinando- se as variagbes de absorbancia em
funcdo de adicbes de concentracoes conhecidas de EGTA, estipuladas

considerando- se a concentragdo de Ca** livre no meio de reacéo.

A concentracdo de Ca** contaminante no meio de reacéo foi determinada
através de espectrofotometria de absorgdo atémica (Atomic Absorption
Spectrophotometer Perkim Elmer modelo 303). O meio de reacdo foi composto
por 125 mM sacarose, 65 mM KCI, 10 mM HEPES pH 7.2, 20 uM EGTA", 1 mM
K.HPO4 5 mM succinato, 0,002% de digitonina. A concentragdo de células

utilizadas foi de 5x107 cel/ml.Os experimentos foram realizados a 30°C.

3.2.6. Determinagio do potencial elétrico (Ay) de membrana mitocondrial

A medida do potencial de membrana mitocondrial foi determinada em
células permeabilizadas por digitonina, espectrofotometricamente usando-se 0
indicador safranina O (5 uM) que apresenta um deslocamento no espectro
visivel associado a sua ligagdo & membrana de mitocondrias energizadas. Esta
adsorcdo é seguida de alteragdo de espectro de absorbancia da safranina na
faixa de 500 a 600 nm. Nestas condi¢cbes as diferengas de absorbancia nos
comprimentos 511-533 séo diretamente proporcionais & amplitude do potencial
até valores de aproximadamente 170 mM (AKERMAN & WIKSTROM, 1976;
VERCESI et al, 1991A). Estas mudangas de absorbancia foram monitoradas em
um espectrofotémetro SLM Aminco DW2000. A calibragéo é feita pela titulacao
do potencial com a captagio de potassio (K') na presenca de valinomicina, em
meio de reagdo isento de potassio e contendo sacarose 200 mM, HEPES 20 mM
pH 7,2, MgCl> 1 mM, rotenona 4 pM, EGTA 0,3 mM, succinato 5 mM,

valinomicina 0,06 pug/ml. Sdo realizadas adi¢des sucessivas de KCI, seguidas de
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uma adi¢do de nigericina 0,15 ng/ml. Os valores de potencial de membrana sio
calculados utilizando-se a equagdo de Nerst, considerando-se a concentracdo

intramitocondrial inicial de K* igual a 120 mM. A concentragéo de células foi de
5x107 cel/ml.

3.2.7. Determinagao da concentragio de calcio citosélico

A concentragdo de Ca** livre intracelular foi determinada em funcdo da
fluorescéncia do fura 2, um indicador especifico de Ca?" (PHILOSOPH &
ZILBERSTEIN, 1989). O fura 2 apresenta um espectro de excitagdo
caracteristico quando ligado ao fon célcio. Em sua forma livre, apresenta
emiss@o méxima de fluorescéncia em 470 nM quando excitada em 380 nm,
enquanto que na forma complexada ao Ca®*, a emissdo maxima é verificada em
340 nm de excitagdo. As células foram carregadas com o acetoximetiléster de
fura-2 (Fura 2/AM). Apés atravessar a membrana plasmatica, o éster é
hidrolizado por esterases enddgenas. O fura-2, que é liberado apés a hidrélise, é
capaz de se ligar ao Ca** e pode ser quantificado fluorimetricamente,
determinando-se as razées de fluorescéncia em 470 nm apos excitacbes em
340/380 nm (VERCESI et al, 1993B). Apds a coleta das células, elas foram
lavadas duas vezes a 6000 g por 10 minutos a 4°C em tamp&o A. As células
foram ressuspensas a uma densidade final de 10° cel/ml em meio de incubacéo
contendo tamp&o A acrescido de 6 uM fura 2/AM. A suspenséo foi incubada por
30 minutos em banho, sob agitacdo, a 30°C. Subsequentemente, as células
foram lavadas duas vezes em tampao A, gelado, para remover o fura 2/AM
extracelular e ressuspensas no mesmo tampéo A, em uma densidade final de
10° cel/ml, mantidas em gelo. Para a medida da fluorescéncia, amostras de 50 pl
da suspensdo celular foi diluida em 2,5 ml de tampdo A (5 x 107 cel/ml,
densidade final) em cubeta termostatizada (30°C) , em espectrofluorimetro
Hitachi F-4010. A excitagZo foi de 340 e 380 nm e a emiss&o de 510 nm. A
concentraca@o de calcio intracelular foi calculada como descrito previamente por
Grynkiewicz e colaboradores (GRYNKIEWICZ et al, 1985), onde a resposta da
fluorescéncia do fura 2/AM para a concentracédo de calcio intracelular foi
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calibrada a partir da razéo entre os valores da fluorescéncia a 340/380 nm, apds

subtracdo do background de fluorescéncia das células a 340 e a 380 nm.

3.2.8. Determinagao do estado redox de NAD(P)

A oxidacdo ou reducgdo dos nucleotideos de piridina na suspensao
mitocondrial foi acompanhada em espectrofluorimetro Hitachi F-4010 (Hitachi,
Ltd.. Tokio, Japdo) operando em comprimentos de onda de 366 nm para

excitagdo e 450 nm para emiss&o.

3.2.9. Atividade da bomba de prétons

Acidificacdo de organelas intracelulares em células permeabilizadas por
digitonina foi monitorada pela medida de mudancgas no espectro de absorbancia
de alaranjado de acridina (PALMGREN, 1991), usando o espectrofotometro SLM
Aminco DW2000, nos comprimentos de onda 493/530 nm (VERCESI et al, 1992
DOCAMPO et al, 1995). O método baseia-se na diferenca de absorgdo de
alaranjado de acridina entre as formas monomeérica (presente em solucéo) e
dimérica (protonada) (PALMGREN, 1991). Aliquotas da suspenséo de células
(5x1 0’. densidade final) foram incubadas, sob agitagéo, a 30°C, em 2,5 mi do
meio de reacdo padrdo acrescido de digitonina 20 uM. Apds © periodo de
permeabilizagéo das células (1-2 minutos), foi adicionado alaranjado de acridina

3 uM e a variagéo da absorgéo foi acompanhada.
3.2.10. Métodos Estatisticos

Todos os resultados sdo representativos de uma série de 3 a 6
experimentos, elaborados em condigdes idénticas, com diferentes preparacoes
mitocondriais e celulares, e apresentaram uma variagdo menor do que 10% em

sua reprodutibilidade.
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4. RESULTADOS

4.1. — 1° Trabalho

ROSANA CATISTI & ANIBAL E. VERCESI. The participation of pyridine
nucleotides redox state and reactive oxygen in the mechanism of fatty acids-
induced permeability transition in rat liver mitochondria. FEBS Letters 464: 97-
101, 1999.

4.1.1. Resumo do 1° trabalho

O mecanismo pelo qual acidos graxos de cadeias longas, em baixas
concentracdes (5 a 15 uM), induzem a abertura do poro de transicédo de
permeabilidade (PTP) em mitocondrias isoladas, incubadas na presenca de
calcio, tem sido explicado tanto pelo seu efeito protonoférico, mediado pelos
transportadores aniénicos mitocondriais, quanto pela interagdo direta na
formacéo do poro (M.R. WIECKOWSKI & L. WOJTCZAK, FEBS Lett. 423: 339-
342, 1998). Neste trabalho, comparou-se a capacidade de abertura do PTP,
utilizando-se concentragbes de acido araquidénico (AA) e de carbonil cianeto p-
trifluorometoxifenil-hidrazone (FCCP) capazes de causar, de modo similar, a
dissipagao do potencial elétrico transmembrana (A¥) em mitocondrias de figado
de rato, na presenca de calcio e do substrato respiratério succinato. O efeito
protonoférico inicial de AA e FCCP foi muito pouco modificado por
carboxiatractilosideo. A abertura do PTP, indicado pela segunda fase de
eliminagéo do AY mostrou ser sensivel a EGTA, ADP, ditiotreitol e ciclosporina
A. Essa fase, que foi acompanhada pela estimulagdo do consumo de oxigénio,
pode ser também prevenida por rotenona e por substratos respiratorios, que
diminuem a oxidagdo de nucleotideos de piridina (NP). Estes resultados
sugerem que, sob as condigdes experimentais aqui utilizadas, a abertura do PTP
induzido por AA ou FCCP foi consequéncia da oxidagdo dos NP. Catalase
exdgena também inibe a abertura do PTP induzida por AA ou FCCP. Estes
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resultados indicam que a condigdo de estresse oxidativo associada ao estado
oxidado dos NP s&o a base para a oxidagéo de ti6is das proteinas de membrana
e a abertura do PTP.

4.1.2. Introdugdo ao 1° trabalho

Sabe-se ha muito tempo que acidos graxos néo esterificados de cadeias
longas (FA) desacoplam a fosforilagéo oxidativa (PRESSMAN & LARDY, 1956).
Recentemente Skulachev (SKULACHEYV, 1991) propds um mecanismo de acao,
através do ciclo de acido graxo. De acordo com este modelo (mecanismo flip-
flop), que tem sido confirmado por varias linhas de pesquisa (para revisoes, veja
JEZEK et al, 1998; SKULACHEV, 1998), o movimento, através da bicamada
fosfolipidica da membrana mitocondrial interna, da forma protonada de FA para
a matriz mitocondrial é dirigido passivamente pelo gradiente de pH (ApH). O
anion de FA desprotonado ¢€é exportado eletroforeticamente pelos
transportadores aniénicos mitocondriais, tais como: o translocador de
nucleotideos de adenina (ANT) (SKULACHEV, 1991); o canal trocador de
aspartato/glutamato (SAMARTSEV ef a/, 1997); o translocador de dicarboxilatos
(WIECKOWSLI & WOJTCZAK, 1997); ou por proteinas desacopladoras
(SKULACHEV, 1991; JEZEK et al, 1998). Em cada volta do ciclo de FA, um
proton € deixado no interior da matriz mitocondrial, desacoplando a fosforilacao
oxidativa. Na presenca de calcio, FA s@o capazes de abrir o poro de transi¢céo de
permeabilidade (PTP) (WIECKOWSLI & WOJTCZAK, 1998, CHAVES et al,
1999). A abertura do PTP se encontra facilitada na presencga de baixo potencial
elétrico transmembrana (A¥) (VERCESI, 1987, BERNARDI et al, 1994,
HALESTRAP et al, 1997). Neste caso, FA, em baixas concentragbes, podem
abrir o PTP através de sua agao protonoforica e pela sua interagéo direta com o
ANT (WIECKOWSLI & WOJTCZAK, 1998), um dos possiveis componentes que
participam na montagem do poro (HALESTRAP ef a/, 1997; GREEN & REED,
1998). Uma outra caracteristica do PTP é sua capacidade de formacdo sob
condigbes de estresse oxidativo (para revisdo, veja KOWALTOWSKI &

64



Resultados

VERCESI, 1999), uma condigdo que pode oxidar grupos tidis do ANT
(VERCESI, 1984B; HALESTRAP et al, 1997). Vercesi (VERCESI, 1987) propds
um elo entre o potencial de membrana mitocondrial e abertura do PTP, através
da enzima NAD(P)H transidrogenase, que utiliza o AY para deslocar a reacéo:

NADH + NADP" <> NAD" + NADPH
para a direita (HOEK & RYDSTRON, 1988). Esta coenzima é a fonte de
equivalentes redutores mitocondriais que suprem o sistema glutationa
redutase/glutationa peroxidase para sequestrar a maioria das espécies reativas
de oxigénio (EROs) produzidas pela mitocondria (VERCESI & HOFFMANN,
1993), protegendo assim a organela contra a abertura do PTP (VERCESI,
1984B) e a peroxidagao lipidica (KOWALTOWSKI et a/, 1996A). Em condigcbes
de baixo potencial de membrana, este processo antioxidante é prejudicado e a
condig¢a@o de estresse oxidativo pode surgir (VERCESI & HOFFMANN, 1993). Em
adicdo, dados anteriores (LE-QUOC & LE-QUOC, 1989) propuseram que tiois de
ANT podem estar oxidados quando o nivel de NAD(P)H é baixo, condigdo que
favorece a abertura do PTP (LE-QUOC & LE-QUOC, 1989).

Uma vez que ambos, FA e o protonéforo FCCP, estimulam o consumo de
oxigénio e oxidam os componentes da cadeia respiratéria, resolvemos examinar
a possivel participacéo do estado redox do NAD(P) no mecanismo de abertura
do PTP induzidos por AA e FCCP. Dado que o PTP pode ter participagéo na
morte celular por necrose ou por apoptose (GREEN & REED, 1998), e o fato de
que AA pode participar como mensageiro secundario em ambos tipos de morte
celular (DE VALCK ef al, 1998), utilizamos este FA para avaliar o mecanismo de
abertura do PTP.
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4.1.3 1° trabalho: The participation of pyridine nucleotides redox state and

reactive oxygen in the mechanism of fatty acids-induced permeability
transition in rat liver mitochondria.
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Abstract The ability of low concentrations (5-15 uM) of long-
chain fatty acids to open the permeability transition pore (PTP)
in Ca®*-loaded mitochondria has been ascribed to their
protonophoric effect mediated by mitochondrial anion carriers,
as well as to a direct interaction with the pore assembly [M.R.
Wieckowski and L. Wojtczak, FEBS Lett. 423 (1998) 339-342].
Here, we have compared the PTP opening ability of arachidonic
acid (AA) with that of carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphe-
nylhydrazone (FCCP) at concentrations that cause similar
quantitative dissipation of the membrane potential (AY) in
Ca*~-loaded rat liver mitochondria respiring on succinate. The
initial protonophoric effects of AA and FCCP were only slightly
modified by carboxyatractyloside and were followed by PTP
opening, as indicated by a second phase of AY disruption
sensitive to EGTA, ADP, dithiothreitol and cyclosporin A. This
second phase of AY dissipation could also be prevented by
rotenone or NAD(P)H-linked substrates which decrease the
pyridine nucleotide (PN) oxidation that follows the stimulation
of oxygen consumption induced by AA or FCCP. These results
suggest that, under the experimental conditions used here, the
PTP opening induced by AA or FCCP was a consequence of PN
oxidation. Exogenous catalase also inhibited both AA- and
FCCP-induced PTP opening. These results indicate that a
condition of oxidative stress associated with the oxidized state of
PN underlies membrane protein thiol oxidation and PTP
opening.
© 1999 Federation of European Biochemical Societies.

Key words: Arachidonic acid; Mitochondrion; Membrane
permeability transition; NAD(P)H: Calcium ion

1. Introduction

Although the ability of non-esterified long-chain fatty acids
(FA) to uncouple oxidative phosphorylation has been known
for a long time [1]. only recently was this mechanism clarified
by the concept of the fatty acid cycle put forward by Skula-
chev [2]. According to this model, which has been confirmed
by several independent lines of evidence (for reviews, see

*Corresponding author. Fax: (55)-9-788 1118.
E-mail: anibal@obelix.unicamp.br

Abbrevigtions: ANT. adenine nucleotide translocator: AA, arachi-
donic acid; CvP-D. cvclophilin D, CsA, cyclosporin A; DTT, di-
thiothreitol; FA, fatty acids; PTP. permeability transition pore:
EGTA, ethvlene glvcol-bis(b-aminoethyl ether)-N,N.N',N'-tetra-
acetic acid; FCCP. carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydra-
zone; HEPES. 4-(2-hvdroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid:
NAD(P)H. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate: PN, pyri-
dine nucleotides; RLM, rat liver mitochondria; ROS, reactive oxygen

species 69

[3,4]), protonated FA movement to the mitochondrial matrix
is passively driven by the ApH across the phospholipid bilayer
of the inner membrane (flip-flop mechanism). The deproto-
nated FA anion is subsequently exported electrophoretically
by mitochondrial anion carriers such as the ATP/ADP anti-
porter (ANT) [2], the aspartate/glutamate antiporter [3], the
dicarboxylate carrier [6] or uncoupling protemns [2,3]. In each
round of the FA cycle, one proton is left behind in the matrix.
In addition to their ability to specifically uncouple oxidative
phosphorylation, FA are also able to open the permeability
transition pore (PTP) [7.8] in Ca®*-loaded mitochondria.
Since opening of the PTP is facilitated at lower transmem-
brane potentials (A%¥) [9-11], the ability of FA, at low con-
centrations, to open the PTP has been ascribed to their pro-
tonophoric action and to their direct interaction with the
ANT [7], a putative component of the pore assembly
[11,12]. Another characteristic of the PTP is its ability to
open under conditions of oxidative stress (for review, see
[13]), a condition that may oxidize thiol groups in the ANT
[11,14]. Vercesi [9] proposed a link between the mitochondrial
membrane potential and PTP opening through the energy-
linked NAD(P)H transhydrogenase which uses the A¥ to dis-
place the redox potential of NADP to a more reduced state
[15). This coenzyme is the source of mitochondrial reducing
equivalents that allows glutathione reductase/glutathione per-
oxidase to scavenge most of the reactive oxygen species (ROS)
produced by mitochondria [16], thus protecting the organelle
against PTP opening [14] and lipid peroxidation [17]. At low
membrane potential, this antioxidant process is impaired and
a condition of oxidative stress may arise [16]. In addition,
earlier data [18] provided evidence that ANT thiols may be
oxidized when the level of NAD(P)H is low, a condition that
favers PTP opening [18].

Since both FA and the classical protonophore carbonyl
cyanide-p-trifiuoromethoxyphenylhydrazone (FCCP) stimu-
late oxygen consumption and shift the electron transfer com-
ponents of the respiratory chain to a more oxidized state, we
have examined the possible participation of the NAD(P) re-
dox state in the mechanism of FA- and FCCP-induced PTP
opening. Given the possible participation of the PTP in both
necrotic and apoptotic cell death [12] and the fact that arach-
idonic acid (AA) may pariicipate as a secondary messenger in
both modes of cell death [19]. we have used this FA to assess
the mechanism of PTP opening.

2. Materials and methods

2.1. Isolation of rat liver mitochondria and standard incubation
procedure
Rat liver mitochondria (RLM) were isolated by conventional differ-
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ential centrifugation from the livers of adult female Wistar rats fasted
overnight. The experiments were carried out at 30°C in a standard
medium containing 125 mM sucrose, 65 mM KCI, 10 mM HEPES
(2-hydroxyethyl-1-piperazineethanesulfonic acid), pH 7.2, 2 mM
KH:POs, 1 mM MgCly and 5 mM succinate. The experiments were
done in glass cuvettes with magnetic stirring in a final volume of 2.0
ml and a protein concentration of 0.5 mg ml™'. Other additions are
indicated in the figure legends. The results shown are representative or
averages of at least three experiments.

2.2, Measurements of mitochondrial iransmembrane electrical potential
(AY)

The mitochondrial membrane potential (AY¥) was estimated by
measuring the fluorescence changes of safranin O (5 uM) [20], using
a model F-4010 Hitachi spectrofluorometer (Hitachi, Lid., Tokyo,
Japan) operated at excilation and emission wavelengths of 495 nm
and 386 nm, respectively, and a slit width of 5 nm. A calibration curve
was obtained when mitochondria were incubated in K*-free reaction
medium containing 250 mM sucrose, 10 mM Na-HEPES buffer (pH
7.2) and 0.5 mM EGTA. The changes in the fluorescence of safranin
mduced by mitochondrial energization were similar in the absence or
presence of K7T. In all experiments, one fluorescence unit corre-
sponded to 40 mV. :

23 Determination of Ca®* movement

Variations in the concentration of free Ca?*™ were followed by meas-
uring the changes in the absorbance spectrum of arsenazo III [21],
using an SLM Aminco DW2000 spectrophotometer set at the wave-
length pair 675-685 nm.

2.4 Determination of the NAD(P) redox state

The oxidation or reduction of pyridine nucleotides in the mitochon-
dnal suspension was followed in a Hitachi F-4010 spectrofiucrometer
(Hitach, Ltd., Tokyo, Japan) operating at excitation and emission
wavelengths of 366 and 450 nm. respectively, with a slit width of
2 nm

2.53. Oxygen uptake measurenents

Oxygen consumption was measured using a Clark-tvpe electrode
(Yellow Springs Instruments, OH. USA) in 1.3 ml of standard reac-
tion medium (30°C), in a sealed glass cuvette equipped with a mag-
netic stirrer.

2.6, Marerials

Safranin O, catalase (C10), cvclosporin A (CsA), HEPES, arsenazo
III. rotenone. EGTA. antimycin A. ADP, c-nicotinamide adenine
dinucleotide (reduced form. a-NADH), FCCP, dithiothreitol (DTT),
succinate, f-hydroxybutyrate, isocitrate and carboxyatractyloside
were from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA). All
other reagents were of the highest grade available.

3. Results

3.1. Membrane porential alterations induced by AA and FCCP
in Ca’~-loaded rat liver mitochondria

Fig. 1 shows that when RLM were added to the standard
medium containing 30 uM free Ca** and 5 mM succinate as
substrate, there was a fast decrease in the fiuorescence of
safranin compatible with the formation of a membrane poten-
tial. The addition of 10 pM AA (panel A, line a) or 50 nM
FCCP (panel B, line a) caused a biphasic decrease i the
membrane potential (AY¥). The first phase (about 20 mV)
was compatible with a pure protonophoric effect of these
compounds and was followed by a larger second phase of
membrane depolarization compatible with the mitochondrial
permeability transition (MPT). The initial protonophoric ef-
fect was partially inhibited, whereas the second phase of the
decrease in A'¥ was totally prevented by the permeability tran-
sition inhibitors ADP (lines c), catalase (lines d), DTT (lines
e), EGTA (lines f) and CsA (lines g). Rotenone (lines h) and
the NAD(P)H-linked substrates B-hydroxybutyrate plus isoci-
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Fig. 1. Mitochondrial membrane potential collapse induced by AA
and FCCP: the effects of ADP, catalase, carboxvatractyloside,
DTT, EGTA, CsA and rotenone. RLM (0.5 mg mi™") were incu-
bated in medium containing 125 mM sucrose, 65 mM KCI. 10 mM
HEPES, pH 7.2, 2 mM KH;POs, 1 mM MgCl., 5 mM sodium suc-
cinate, 30 uM CaCly and 5 uM safranin, at 30°C. As indicated, 10
uM AA {panel A, line a) or 50 nM FCCP (panel B. line a) was
added in the presence of 1 uM carboxvatractyloside (hnes b). 200
nmol ADP and 2 ug oligomycin ml™' (lines ¢), 2.0 uM catalase
(lines d), 2 mM DTT (lines e}, 1 mM EGTA (lines ), 1.0 uM CsA
(lines g), 4 uM rotenone (lines h) or 5 mM B-hydroxybutyrate plus
0.1 mM isocitrate (lines i). Lines ] represent control experiments
without additions. Antimycin A (I ug ml™') was added at the end
of the experiments.

trate (lines i) had similar effects. Carboxyatractyloside (1.0
uM, lines b) caused only a very small inhibition at pH 7.2,
in agreement with a previous report [3]. Lines j represent
control experiments without AA or FCCP. The addition of
antimyvcin A at the end of the experiments caused a total
collapse of AY.

3.2. Stmulation of respiration and mitochondrial NAD(P)H
oxidation induced by AA and FCCP

Mitochondrial pyridine nucleotides are a source of reducing
equivalents for the antioxidant enzyme system glutathione re-
ductase/glutathione peroxidase, which converts H,O» into
H>0, thereby preventing the formation of hydroxyl radicals
(HO") that attack protein thiols leading to MPT [18]. Fig. 2
compares the changes in NAD(P)H fluorescence when the rate
of respiration is stimulated by AA or FCCP in mitochondria
oxidizing succinate in the absence of rotenone (Fig. 3). The
fluorescence measurements were done in the presence of 1.0
uM CsA to prevent any changes in light scattering caused by
the mitochondrial swelling that follows NAD(P)H oxidation
in Ca’"-loaded mitochondria [18]. The addition of 10 uM AA
(panel A. line a) or 50 nM FCCP (panel B, line a) caused a
large. fast decrease in fluorescence, compatible with the oxi-
dation of almost 100% of the mitochondrial NAD(P)H [9].
When RLM were incubated with 4 uM rotenone (lines h) or
5 mM B-hydroxybutyrate and 0.1 mM isocitrate (lines g), the
addition of AA or FCCP caused much less NAD(P)H oxida-
tion. Only very low inhibition of NAD(P)H oxidation oec-
curred in the presence of 1.0 pM carboxyatractyloside (lines
b), 200 nmol ADP (lines ¢), 2.0 uM catalase (lines d), 2 mM
DTT (lines ¢) or 1 mM EGTA (lines f). Lines 1 represent
control experiments without AA or FCCP. The rate of respi-
ration (Fig. 3) was slightly faster in the presence of FCCP
(151.96 +1.45 nmol O» min~! mg protein™') than in the pres-
ence of AA (128.18 +2.65 nmol O, min~! mg protein™!). The
rate of state 4 respiration in the control experiments (line a)

was 22.94 +0.35 nmol O, min~' mg protein~!.
g£p
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Fig. 2. Mitochondrial NAD(P)H oxidation induced by AA or
FCCP. RLM (0.5 mg mi™!) were incubated at 30°C in standard re-
action medium containing 1 uM CsA to prevent changes in light
scattering due to mitochondrial swelling caused by Ca’~. Panel A,
line a, shows the addition of 10 uM AA, and panel B, line a, that
of 50 nM FCCP. Other additions were: 1.0 uM carboxyatractylo-
side (lines b), 200 nmol ADP and 2 pg oligomycin ml~! (lines c).
2.0 UM catalase (lines d), 2 mM DTT (lines ¢j, I mM EGTA (lines
N, 3 mM p-hydroxybutyrate and 0.1 mM isocitrate (lines g) and
4 uM rotenone (lines h). Lines 1 represent control experiments. with-
out additions.

3.3. Re-reduction of NAD(P)™ by rotenone and
NAD(P)H-linked substrates prevents PTP opening by
AA or FCCP

Although very little is known about the structure and bio-
logical role of the PTP, the mechanisms of inhibition of the
membrane permeability transition by ADP, DTT, catalase
and CsA have been described and are related to direct or
indirect interactions with the ANT (by ADP or CsA, respec-
tively) or the antioxidant action of catalase and DTT. The
following experiments were designed to ascertain whether re-
reduction of NAD(P)* by rotenone or NAD(P)H-linked sub-
strates correlated with their inhibitory effect against opening
of the PTP. The combination of B-hvdroxybutyrate and iso-
citrate promptly re-reduces NAD(P)™ and reverses Ca?™ re-
lease from rat liver mitochondria treated with prooxidants
[9.22]. Fig. 4 shows that B-hydroxybutyrate plus isocitrate
(lines b), rotenone (lines ¢), or rotenone plus B-hydroxybuty-
rate and isocitrate (lines d), added after AA or FCCP (lines
a), caused significant re-reduction of NAD(P)*. As expected,
rotenone caused an almost complete reduction of NAD(P)™.
This was faster when NAD(P)-linked substrates were added
together. To assess whether the second phase of the A dis-
ruption was the consequence of NAD(P)H oxidation, the
changes in A% when these NAD(P)™ reductants were added
after the first phase of the AY¥ decrease induced by AA or
FCCP (lines a) were monitored. Fig. 5 shows that NAD(P)™

RLM
\I, AA or FCCP
o :
g1
]
2
[ ]
2 min b

c

Fig. 3. Release of state 4 respiration by AA or FCCP. RLM (0.5 mg
ml~!) were incubated in standard reaction medium at 30°C. Line b
shows the addition of 10 uM AA and line c. that of 50 nM FCCP.
Line a represents control experiment without additions.

99
.IlA FCCP
e &
d
=

d c

il :
- 4 b
T a a

Additions Additions
1 min

—

Fig. 4. NAD(P}" reduction induced by rotenone and NAD(P)H-
linked substrates. RLM (0.5 mg ml™') were incubated in standard
reaction medium at 30°C. Panel A, line a, shows the addition of
10 uM AA, and panel B, line a, that of 50 nM FCCP. Where indi-
cated by the arrow, the following were added: 5 mM B-hydroxybu-
tyrate and 0.1 mM isocitrate (lines b). 4 uM rotenone (lines c) and
4 uM rotenone, 5 mM B-hydroxybutyrate and 0.1 mM isocitrate
(lines d). Lines ¢ represent control experiments without additions.

re-reduction did indeed prevent the second phase of the AY
decrease. When the re-reduction was more complete by the
simultaneous addition of rotenone and NAD(P}-linked sub-
strates, the AY¥ returned almost to the level of the control
experiment in panel A, line d. Lines e represent control experi-
ments without AA or FCCP. The addition of antimycin A
caused the collapse of AY¥.

3.4, Characteristics of mitochondrial Ca®™ releuse induced by
AA or FCCP

Fig. 6 shows that when RLM were added to a standard
reaction medium containing 5 mM succinate and 30 uM
CaCls, most of the Ca®* present was quickly taken up by
mitochondria (lines e). The addition of 10 uM AA (panel
A, line a) or 50 nM FCCP (panel B. line a) was followed
by the release of accumulated and endogenous Ca®" into
the medium. The mitochondrial Ca®~ release induced by AA
or FCCP was totally inhibited by rotenone (lines b), B-hy-
droxybutyrate plus isocitrate (lines ¢) or all of these together
(lines d). Similar effects were obtained with ADP with or
without oligomycin, DTT, CsA, catalase, but not with car-

Fluorescence

AA Anti A
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Fig. 5. Rotenone or NAD(PjH-linked substrates added after the ini-
tial protonophoric effect of AA or FCCP prevent A'¥ disruption in
Ca’*-loaded RLM. RLM (0.5 mg mi~') were incubated at 30°C in
medium containing 125 mM sucrose. 65 mM KCI, 10 mM HEPES,
pH 7.2, 2 mM KH:POs. | mM MgeCl:. 5 mM sodium succinate.
30 uM CaCl» and 5 uM safranin. In all experiments, 10 uM AA
(panel A. line a) or 50 nM FCCP (panel B, line a) was added.
Where indicated by the arrow, the following were added: 5 mM
B-hydroxybutyrate and 0.1 mM isocitrate (lines b), 4 uM rotenone
(lines ¢) and 4 uM rotenone, 3 mM B-hydroxybutyrate and 0.1 mM
isocitrate (lines d). Lines e represent control experiments.



100
A B
RLM RLM
v v

a a

= FA FCCP

1\J ;
bd b-d

1 min e e

—

Fig. 6. Mitochondrial Ca®* release induced by AA or FCCP: effects
of B-hydroxybutyrate plus isocitrate or rotenone. RLM (0.5 mg
mi~') were incubated in standard reaction medium containing
30 pM CaCl; and 40 uM arsenazo III. Panel A, line a, shows the
addition of 10 uM AA, and panel B, line a, that of 50 nM FCCP,
in the presence of 4 uM rotenone (lines b), 5 mM B-hydroxybuty-
rate plus 0.1 mM isocitrate (lines ¢) or 4 uM rotenone, 5 mM B-hy-
droxybutyrate and 0.1 mM isocitrate (lines d). Lines e represent
control experiments.

boxyatractyloside (not shown). The amount of Ca’" released
by antimycin A was the same in all the experimental condi-
tions used (not shown). This eliminated the possibility that
isocitrate could be protecting against PTP by chelating an
appreciable amount of the cation.

4. Discussion

It 1s now widely accepted that the ANT is a component of
the PTP assembly [12] and that the redox state of two of its
thiol groups plays a crucial role in the mechanism of PTP
opening [11]. Oxidation of these thiols by thiol reagents, re-
active oxygen or via a redox link with the oxidized state of
pyridine nucleotides (PN) facilitates PTP opening [13]. An
earlier report [11] provided evidence that both cyclophilin D
(CyP-D) binding and ADP displacement from distinct sites on
the ANT increased the affinity of Ca®~ binding to the protein
site(s) which trigger(s) pore opening. Both mechanisms appear
to be sumulated by oxidation of the thiol groups on the ANT
[11]. a process that may also mediate the DTT-sensitive PTP
opening induced by both AA and FCCP in the present work.
Linolenic acid, which, together with AA. accounts for the
bulk of mitochondrial phospholipids (see [24]), has an effect
similar to that produced by AA (not shown).

The data presented here demwonstrate that NAD(P)H and
protein thiol oxidation associated with the stimulation of oxy-
gen consumption induced by mild uncoupling by either FCCP
or AA participate in the mechanism of PTP opening. This 1s
ilustrated by the inhibition of pore opening by either rote-
none or NAD-linked substrates which significantly decrease
NAD(P)H oxidation 1 RLM oxidizing succinate. If
NAD(P)™ is re-reduced by rotenone or NAD(P)H-linked sub-
strates, opening of the PTP is also prevented. Therefore, a link
between the thiol redox state of the translocase and that of
NAD(P)H seems to underlie the mechanism of PTP opening
by both AA and FCCP. In this regard, a decrease in the
number of inner membrane protein sulfhydryl groups and
ANT conformation is reportedly associated with the oxidation
of PN in Ca’-loaded rat liver mitochondria [18]. PTP open-
ing occurred under these conditions. The inhibition of pore
opening by DTT (Fig. 1), a dithiol reductant, is consistent
with this mechanism. On the other hand, ADP and CsA,
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although unable to prevent NAD(P)H and, probably, ANT
thiol oxidations, did inhibit PTP opening by a direct interac-
tion with the inhibitory site on the ANT or by removing
bound CyP-D, respectively. In both cases, the oxidation of
ANT thiols was overcome by the effects of CsA and ADP
[11]. Based on the present results, we propose that the ability
of FA to open the PTP is, as in the case of FCCP, a conse-
quence of NAD(P)H oxidation that occurs through an in-
crease in the rate of respiration mediated by the protonophor-
ic action of these compounds. In both situations, a condition
of oxidative stress generated by the lack of reducing equiva-
lents from NAD(P)H to the antioxidant system glutathione
reductase/peroxidase favors PTP opening. This notion is
strongly supported by the experiment showing that removal
of H.O, by exogenous catalase prevented the mitochondrial
permeability transition. It is assumed that AA-induced uncou-
pling was mediated by ANT and the aspartate/glutamate anti-
porter as proposed by Samartsev et al. [5], since liver mito-
chondria do not contain a sufficient amount of uncoupling
protein-2 [23]. This assumption was confirmed by the lack
of the inhibitory effect of GDP on the first uncoupling phase
(not shown).

The present results should also be discussed in view of the
findings of Korshunov ct al. [24] and Cocco et al. [25]. The
first group presented evidence that micromolar concentrations
of FA cause mild uncoupling and arrest ROS formation by
rat heart mitochondria respiring on succinate in Ca?*-free
medium. The second group reported that AA and other FA
interactions with intact bovine heart mitochondria, while
causing uncoupling, also markedly inhibit uncougled respira-
tion at the level of respiratory complexes 1 and III, with a
consequent stimulation of ROS production. Our results are
not contrary to these studies since our experiments were car-
ried out with Ca’*-loaded rat liver mitochondria under exper-
imental conditions in which therc was only a slight difference
in the rate of AA- and FCCP-induced uncoupling (Fig. 3).
The accurnulation of ROS is certainly a consequence of in-
creased production resulting from the membrane perturbation
caused by Ca’" binding to negative phospholipids on the in-
ternal face of the inner mitochondrial membrane [26]. As pre-
viously proposed [27], this Ca®* effect is potentiated when
associated with the lack of reducing equivalents from
NAD(P}H to feed the mitochondrial antioxidant systems.
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4.1.4 Discussio do 1° trabalho

E amplamente aceito atualmente que ANT & um dos componentes
estruturais do PTP (GREEN & REED, 1998) e que o estado redox de dois de
seus grupos tidis tem um papel crucial no mecanismo de abertura do PTP
(HALESTRAP et al, 1997). A oxidagdo desses tidis pelos reagentes tidlicos, pelo
oxigénio reativo ou pelo estado oxidado dos nucleotideos de piridina (NP) facilita
a abertura do PTP (KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999). Um recente trabalho
(HALESTRAP et al, 1997) demonstra que ambos, a ligagao de ciclofilina D (CyP-
D) e o deslocamento de ADP de sitios distintos no ANT, aumentam a afinidade
da ligagdo de Ca®* aos sitios da(s) proteina(s) que engatilha(m) a abertura do
poro. Ambos mecanismos parecem estar estimulados pela oxidag&o de grupos
tidis no ANT (HALESTRAP et al, 1997), um processo que, como neste presente
trabalho, pode também mediar a abertura de um poro induzido por AA e FCCP,
sensivel a DTT. Acido linoleico que, juntamente com AA, constitue a maior parte
dos fosfolipideos mitocondriais (KORSHUNOV et al, 1998), teve um efeito similar
aquele produzido por AA (n&o mostrado).

Os resultados aqui apresentados demonstram que NAD(P)H e a oxidagéo
de tidis de proteinas, associados a estimulagdo do consumo de oxigénio,
induzidos por ameno desacoplamento ou por FCCP ou por AA, participam no
mecanismo de abertura do PTP. Isto é ilustrado pela inibicdo da abertura do
poro ou pela rotenona ou pelos substratos do NAD(P)H, os quais diminuem
significativamente a oxidacdo do NAD(P)H, em MFR oxidando succinato. Se
NAD(P)" é re-reduzido, devido a inibigao da respiragio pela rotenona, ou, pela
adicdo de substratos do NAD(P)H, a abertura do PTP é também prevenida.
Assim, a abertura do PTP tanto por AA quanto por FCCP, pode estar vinculada a
associacao entre o estado redox dos tidis da translocase e do NAD(P)H. Sob
este ponto de vista, a diminuigdo do numero de grupos sulfidrilas das proteinas
da membrana mitocondrial interna e a conformacéo do ANT esta associada a
oxidagdo dos NP em MFR incubadas na presenca de Ca** (LE-QUOC & LE-
QUOC, 1989). A inibicao da abertura do poro por DTT (Fig. 1), um redutor ditiol,
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é consistente com esse mecanismo. Por outro lado, ADP e CsA, embora
incapazes de prevenir a oxidacdo do NAD(P)H e, provavelmente, a oxidagéo dos
tidis do ANT, inibiu a abertura do PTP pela interagdo direta com o sitio inibitério
do ANT ou por remogdo da ligagdo de CyP-D, respectivamente. Em ambos
casos, a oxidacdo de tidis do ANT foi superada pelos efeitos de CsA e ADP
(HALESTRAP et al, 1997). Com base nos presentes resultados, propomos que a
habilidade dos FA em abrir o PTP &, como no caso do FCCP, uma consequéncia
da oxidacdo do NAD(P)H, que ocorre através de um aumento na velocidade de
respiragdo, mediada pela agdo protonoférica destes compostos. Em ambas
situacdes, a condigdo de estresse oxidativo gerado pela falta de equivalentes
redutores do NAD(P)H, para o sistema antioxidante glutationa
redutase/glutationa peroxidase, favorece a abertura do PTP. Esta proposta é
fortemente apoiada pelos experimentos mostrando que a remogéo de H20- por
catalase exégena preveniu a TPM. Assumiu-se que o desacoplamento induzido
por AA foi mediado pelo ANT e pelo trocador aspartato/glutamato, como
proposto por Samartsev e colaboradores (SAMARTSEV ef a/, 1997), uma vez
que mitocéndrias de figado ndo contém quantidades suficientes de UcP:
(LARROUY et al, 1997). Esta proposicédo foi confirmada pela auséncia de efeito
inibitério do GDP, na primeira fase de desacoplamento (resultado ndo mostrado).

Os resultados aqui apresentados podem também ser discutidos sob os
pontos de vistas das descobertas de Korshunov e colaboradores (KORSHUNOV
et al, 1998) e Cocco e colaboradores (COCCO et al, 1999). O primeiro grupo
apresentou evidéncias de que concentragdes micromolares de FA causam
ameno desacoplamento e detém a formacdo de EROs pela mitocondria de
coracédo, respirando com succinato, em meio isento de Ca**. O segundo grupo
relatou que interagbes de AA e outros FA com mitocdndrias de coragéo de boi,
enquanto causavam desacoplamento, inibiam marcadamente a respiragédo
desacoplada nos complexos respiratérios | e lll, com a consequente estimulagao
da produgdo de EROs. Nossos resultados ndo sdo contrérios a estes estudos,
uma vez que nossos experimentos foram elaborados com mitocondrias de
figado de rato, incubadas na presenca de Ca®, sob condigdes experimentais,
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que tiveram somente uma ligeira diferenga na velocidade de desacoplamento
induzidos por AA ou FCCP (Fig. 3). O acumulo de EROs é certamente
consequéncia de aumento de sua produgdo, resultante da perturbacio da
membrana causada pela ligagdo de Ca®* aos fosfolipideos de carga negativa, na
face intema da membrana mitocondrial interna (GRIJALBA et al, 1999). Como
proposto anteriormente (VERCESI ef al, 1997A), este efeito de Ca** se encontra
potencializado quando associado & auséncia de equivalentes redutores do
NAD(P)H, para suprir os sistemas mitocondriais antioxidantes.
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4.2. - 2° Trabalho

ROSANA CATISTI, SERGIO A. UYEMURA, ROBERTO DOCAMPO, ANIBAL
VERCESI. Calcium mobilization by arachidonic acid in Trypanosomatids. Mol/.
Biochem. Parasitol. 105: 261-271, 2000.

4.2.1. Resumo do 2° trabalho

Uma recente publicagdo (EINTRACHT, J., MAATHAI, R,
MELLORS, A. AND RUBEN, L., 1998, Biochem. J. 336, 659-666) propde que a
entrada de calcio em formas tripomastigotas de Trypanosoma brucei é regulada
pela enzima fosfolipase Az, que hidroliza fosfolipideos da membrana plasmatica,
gerando acido araquidénico, que promove a abertura de canais de calcio nesta
membrana. Esta interpretagéo é apoiada por resultados que mostram o estimulo
da entrada de célcio por melitina, um peptideo que ativa a fosfolipase A, e por
acidos graxos insaturados, e a sua inibicdo por inibidores da fosfolipase A,.
Neste trabalho mostra-se que em formas tripomastigotas prociclicas de
Trypanosoma brucei, promastigotas de Leishmania donovani e amastigotas de
Trypanosoma cruzi, o influxo de célcio é estimulado pela melitina, de maneira
dose-dependente (50 — 400 nM). Este efeito é bloqueado pelo inibidor da
fosfolipase A, &cido 3-(4-octadecil)-benzoilacrilico (OBAA). O 4&cido graxo
insaturado, &cido araquidénico, utilizado na faixa de concentracéo de 10 a 75 uM
também induz o influxo de célcio, num mecanismo sensivel a LaCls. Entretanto,
melitina e AA induzem um aumento na [Ca®'] em T. brucei, quando incubados
em meio livre de Ca®, indicando mobilizagdo de Ca® de organelas
intracelulares. Essa hipotese foi sugerida pelos experimentos mostrando que AA
promove liberacdo de Ca** de acidocalcisomas nestas células. Os resultados
mostrando mudangas no potencial de membrana mitocondrial, liberacéo de
alaranjado de acridina e Ca®* dos acidocalcisomas, e transporte de Ca®* através

da membrana plasmatica, sugerem que, em adicdo 2 possivel estimulacdo nos
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processos mediados por canais de Ca®*, AA, na faixa de concentragdo aqui
utilizada, tem outros efeitos ndo especificos em membranas de
tripanossomatideos.

4.2.2 Introdugéo ao 2° trabalho

Protozodrios parasitas sdo agentes etiologicos de doencas que afetam
milhdes de pessoas no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1991). A
quimioterapia empregada contra esses parasitas apresenta muitas deficiéncias,
incluindo baixa especificidade, toxicidade e resisténcia a drogas. Assim, € muito
importante identificar processos bioquimicos que possam ser utilizados como
alvos para o desenvolvimento racional de melhores terapias. Desta forma, a
compreensdo dos mecanismos que controlam a homeostase de calcio nestes
parasitas recebeu importante atengdo nos ultimos anos (para revisdo veja
BENAIM, 1996; DOCAMPO & MORENO, 1996). Esta bem estabelecido que a
viabilidade celular requer um perfeito funcionamento desses mecanismos e que
a alteragdo na homeostase de célcio por toxinas ou condi¢des patologicas levam
a morte celular (BERRIDGE, 1997). Além disso, foi descrito que calcio
desempenha papel importante no processo de invaséo celular pelos diferentes
parasitas (MORENO et a/, 1994; DOCAMPO & MORENO, 1996).

Estudos prévios, no que se refere a homeostase de calcio em
tripanossomatideos, demonstram que a maioria dessas células possuem trés
reservatdrios intracelulares de célcio: reticulo endoplasméatico, mitocdndria e
acidocalcisoma (DOCAMPO & VERCESI, 1989A, 1989B, VERCESI et al, 1991A,
1991B, 1994B, 1997B; VERCESI & DOCAMPO, 1992, 1996; MORENO et al,
1992A: DOCAMPO et al, 1995; LU et al, 1997, 1998; SCOTT et al, 1997, 1998;
RODRIGUES ef al, 1999). A captacéo de célcio pela mitocondria ocorre por
mecanismo eletroforético, é inibido por antimicina A, FCCP e vermelho de
ruténio, e é estimulado por substratos respiratérios, fosfato e acetato. Esse
reservatério tem alta capacidade e baixa afinidade por céicio e € capaz de

tamponar o calcio externo em concentragdes na faixa de 0.6-0.7 uM, como
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ocorre em mitocondria de vertebrados (DOCAMPO & VERCESI, 1989A, 1989B:
VERCESI et a/, 1991A, 1991 B; VERCESI & DOCAMPO, 1992; MORENO et al.
1992A). A captagdo de Ca** pelo reticulo endoplasmatico ocorre via Ca?'-
ATPase e é inibida por altas concentragcbes de vanadato e agentes
anticalmodulina. Esse reservatério tem baixa capacidade e alta afinidade por
Ca**eé capaz de tamponar o Ca®* externo em concentracdes na faixa de 0.05-
0.1 uM (VERCESI et al, 1991A, 1991 B: VERCESI & DOCAMPO, 1992;
MORENO et al, 1992A). Os acidocalcisomas s&o vactolos acidos, presentes em
tripanossomatideos, que contém uma consideravel fragdo do Ca?®" intracelular
(VERCESI ef al, 1994B; DOCAMPO ef al, 1995; LU et al, 1997; SCOTT et al,
1997, 1998). Eles possuem uma H*-ATPase e/ou uma H*-pirofosfatase que
acidificam seu interior, uma Ca®-ATPase para captagéo de Ca®* e um trocador
Ca®InH" para saida de Ca®* (VERCESI et a/, 1994B; DOCAMPO ef a/ 1995; LU
et al, 1997; SCOTT et al, 1997, 1998). Um trocador Na*/H* que pode participar
na liberagdo de Ca®*" dessas organelas ja foi também descrito (VERCESI &
DOCAMPO, 1996; VERCESI et al, 1997B; RODRIGUES et al, 1999).

Em varios tipos de tecidos a concentracdo de Ca®" livre intracelular
([Ca®"};) aumenta devido & ativac@o da hidrélide de fosfatidilinositol 4,5-difosfato,
com liberagdo de inositol 1,4 5-trifosfato (IPs) e diacilglicerol (DAG), ambos
atuando como segundos mensangeiros (NISHIZUKA, 1984: BERRIDGE, 1987).
Esta hidrolise é catalizada pela fosfolipase C, num mecanismo tipo
agonista/receptor. O IPz promove a liberacdo de calcio de compartimentos
intracelulares (reticulo endoplasmatico e/ou acidocalcisomas), enquanto DAG
estimula a proteina C quinase (NISHIZUKA, 1984: BERRIDGE, 1987). O
esvaziamento dos compartimentos intracelulares de Ca?* promove influxo de
Ca*" do meio extracelular por um processo denominado influxo capacitativo, isto
é, o conteido de Ca®** dos compartimentos intracelulares regulam os canais
condutores de Ca®* na membrana plasmatica (PUTNEY, 1990: MONTERO ef al,
1991, GEISZT et al, 1995). Apesar da entrada capacitativa ser observada em
diversos tecidos, este ndo deve ser o Unico mecanismo de aumento da entrada
de calcio em células nao excitaveis (SHUTTLEWORTH & THOMPSON, 1998).
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Neste sentido, foi descrito recentemente um mecanismo de entrada de calcio
ndo-capacitativa, que parece envolver uma via ativada por araquidonato
(SHUTTLEWORTH, 1996; SHUTTLEWORTH & THOMPSON, 1998).

Embora tenha sido demonstrada a presenga de uma via inositol
fosfato/diacilglicerol em tripanossomatideos (DOCAMPO & PIGNATARO, 1991,
MORENO ef al, 1992A, 1992B; DOCAMPO et al, 1993), o IP3 mostrou ser
incapaz de liberar Ca** de compartimentos intracelulares (DOCAMPO &
PIGNATARO, 1991: MORENO et al, 1992A, 1992B; DOCAMPO et al, 1993).
Além disso, a presenca da entrada de célcio capacitativa € incerta (EINTRACHT
et al, 1998). Uma recente publicacdo (EINTRACHT et al, 1998) propde que a
entrada de célcio na forma sanguicola tripomastigota de Trypanosoma brucei &
regulada via geragéo de &cido araquidénico mediado pela fosfolipase Az, similar
a0 mecanismo de entrada de célcio ndo-capacitativa (SHUTTLEWORTH, 1996;
SHUTTLEWORTH & THOMPSON, 1998).

Neste trabalho investigou-se o possivel papel de &acidos graxos na
homeostase de célcio nas formas tripomastigotas de 7. brucei prociclicos,
promastigotas de Leishmania donovani e amastigotas de T. cruzi. Os resultados
confirmaram o papel da sinalizag&o via fosfolipase A, como mediador da entrada
de calcio, embora haja algumas duvidas sobre o(s) mecanismo(s) pelo(s)
qual(is) os acidos graxos afetam a mobilizacdo de céicio nestes parasitas.
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Abstract

A recent report (Eintracht J, Maathai R, Mellors A, Ruben L. Calcium entry in Trypanosoma brucei is regulated
by phospholipase A, and arachidonic acid, Biochem J 1998:336:659-66) provided evidence that calcium entry in
Trypanosema brucei bloodstream trypomastigotes is regulated via a signaling pathway involving phospholipase

»-mediated generation of arachidonic acid and stimulation of a plasma membrane-located calcium channel. Here we
show that Ca®* influx in 7. brucei procyelic trypomastigotes. Leishmania donovani promastigotes and 7. cruzi
amastigotes was also stimulated in a dose-dependent manner (50-400 nM) by the amphiphilic peptide melittin. This
effect was blocked by the phospholipase A, inhibitor 3-(4-octadecvl)-benzoviacrylic acid. The unsaturated fatty acid
arachidonic acid. in the range of 10-75 uM. induced Ca>+ entry by a mechanism sensitive to LaCl,. However. both
melittin and arachidonic acid induced an increase in [Ca**) in T. brucei procyclic trypomastigotes incubated in
Ca®*-free medium implying Ca®* mobilization from intracellular stores. This hypothesis was supported by
experiments showing that arachidonic acid promoted Ca** release from the acidocalcisomes of these cells. The results
showing changes in mitochondrial membrane potential, release of acridine orange and Ca* from the acidocalcisomes
and Ca’~ transport across the plasma membrane suggest that in addition to the possible stimulation of a Ca®~
channel-mediated process, arachidonic acid, in the range of concentrations used here. have other nonspecific effects
on the trypanosomatids membranes. © 2000 Elsevier Science B.V. All rights reserved,

Kerwords: Acidocalcisome: Mitochondria: Arachidonic acid: Caleium: Trypanosomatids

* Corresponding author. Tel.: + 1-217-333-3843: fax: + 1-217-244-742].

E-mail address: anibal@obelix.unicamp.br (A.E. Vercesi)

" Present address: Departamento de Analises Clinicas. Toxicologicas e Bromatoldgicas. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto. Sdo Paulo 14040-903. Brazil

0166-6851.00 S - see front matter © 2000 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
PIl: SO166-6851(99)00186-3

85



262 R. Catisti et al. / Molecular and Bioechemical Parasitology 105 (2000) 261-271

1. Introduction

Parasitic protozoans are the etiological agents
of diseases that affects millions of people world-
wide [1]. The current chemotherapy against these
parasites suffer from many deficiencies, including
low specificity, toxicity and drug resistance.
Therefore, it is very important to search for bio-
chemical targets that could be exploited for ratio-
nal development of improved therapies. In this
regard, the understanding of the mechanisms in-
volved in the control of Ca®* homeostasis in
these parasites received important attention in the
last years (for reviews see Refs. [2,3]). It is very
well known that cell viability requires a perfect
functioning of these mechanisms and that disrup-
tion of Ca>* homeostasis by toxins or pathologi-
cal conditions leads to cell death [4]. In addition,
a role for Ca>* in the process of cell invasion by
different parasites has been described [3.5].

Previous studies concerning Ca®>* homeostasis
in trypanosomatids have demonstrated that most
of these cells have three intracellular Ca®>* pools:
endoplasmic  reticulum, mitochondria  and
acidocalcisomes [6-20]. Mitochondrial Ca** up-
take occurs by an electrophoretic mechanism, is
inhibited by antimycin A, FCCP, and ruthenium
red. and is stimulated by respiratory substrates,
phosphate and acetate. This pool has a high ca-
pacity and low affinity for Ca** and is able to
buffer external Ca?* at concentrations in the
range of 0.6-0.7 uM as occurs with vertebrate
mitochondria [6—11]. Ca®** uptake by the endo-
plasmic reticulum occurs via a Ca?*-ATPase and
is inhibited by high concentrations of vanadate
and anticalmodulin agents. This pool has a low
capacity and a high affinity for Ca>* and 1s able
to buffer external Ca** at concentrations in the
range of 0.05-0.1 pM [8-11]. Acidocalcisomes
are acidic vacuoles present in trypanosomatids
that contain a considerable fraction of intracellu-
lar Ca®* [12-16]. They possess a vacuolar-type
H+-ATPase and/or a vacuolar H7T-pyrophos-
phatase for H* uptake, a Ca™/H™ countertrans-
porting ATPase for Ca*® wuptake and a
Ca?* /nH~ antiporter for Ca** release [12-16].
A Na*/H* antiporter that may participate in
Ca’+ release from these organelles has been de-

scribed also [17--20]. Ca?* release from the acidic
vacuoles can be also induced via internal alkalin-
ization by nigericin, a K*/H* ionophore [12].

In a wide variety of cell types the level of
intracellular free Ca2* ([Ca?*]) is thought to rise
as a result of agonist/receptor activation of phos-
pholipase C-mediated hydrolysis of phosphatidyli-
nositol 4,5-bisphosphate, with release of inositol
1,4,5-triphosphate  (IP;)  and diacylglycerol
(DAG), both of which act as second messengers
[21.22]. IP; functions to release calcium from in-
tracellular stores (possibly the endoplasmic reticu-
lum or calciosomes), while DAG stimulates
protein kinase C [21,22]. Emptying of the internal
Ca2+ stores initiates Ca>* influx from the extra-
cellular milieu, i.e. the Ca** content of the stores
regulates Ca>* -conducting channels in the plasma
membrane [23,24]. This Ca’* entry is often re-
ferred to as capacitative or store-operated Cat*
influx [25]. Although capacitative calcium entry
can be clearly demonstrated in a variety of differ-
ent cells. it is far from certain that such a mecha-
nism is the only one involved in the increase in
calcium entry in non-excitable cells following re-
ceptor activation [26]. In this regard, a non-capac-
itative calcium entrv mechanism that appears to
involve an arachidonate-activated pathway has
been described recently [26,27].

Although the presence of an inositol phosphate/
diacylglycerol pathway has been demonstrated in
trypanosomatids [11,28-30] IP; has been shown
to be unable to release Ca2~ from their intracellu-
lar stores [11,29,30], and the presence of a capaci-
tative calcium entry is uncertain [31]. A recent
report [31] proposed that calcium entry in Try-
panosoma brucei bloodstream trypomastigotes is
regulated via a signaling pathway involving phos-
pholipase A,-mediated generation of arachidonic
acid with similarities to the non-capacitative cal-
cium entry mechanism [26.27].

Since nonesterified long-chain fatty acids, even
at low concentrations (5-10 uM), are known to
move across phospholipid bilayer carrying H™,
Na+, K* [32.33] and possibly other cations, we
examined the mechanisms involved in arachidonic
acid-induced calcium mobilization in trypanoso-
matids. Although the results support a role for a
phospholipase A,-mediated signaling pathway of
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calcium entry across the plasma membrane, and
possibly across the acidocalcisomes, they also in-
dicate that care should be taken in the interpreta-
tion of the data because in the same range of
concentration arachidonic acid induces other
transport processes across the plasma, acidocal-
cisomes and mitochondrial membranes.

2. Materials and methods

2.1. Culrture methods

T. brucei procyclic forms (IL Tar 1 procyclics)
and Leishmania donovani promastigotes (S-2
strain) were grown at 28°C in medium SDM-79
[34] supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated
fetal calf serum. At 2-3 days after inoculation,
cells were collected by centrifugation and washed
twice in a buffer (buffer A) containing 116 mM
NaCl, 5.4 mM KCIl, 0.8 mM MgSO,, 5.5 mM
glucose and 30 mM Hepes, pH 7.2, and resus-
pended in the same buffer. 7. cruzi amastigotes (Y
strain) were obtained from the culture medium of
LsEg myoblasts by a modification of the method
of Schmatz and Murray [35] as described previ-
ously [29]. The final concentration of cells was
determined using a Neubauer chamber. The
protein concentration was determined by the bi-
uret assay [36] in the presence of 0.2%
deoxycholate.

2.2, Chemicals

ATP, antimycin A, arsenazo III, digitonin,
EGTA, 2-hydroxyethyl-1-piperazineethanesul-
fonic acid (Hepes), LaCl., melittin, nigericin, 3-(4-
octadecyl)-benzoylacrylic acid (OBAA),
oligomycin, arachidonic acid, linoleic acid, lino-
lenic acid. and calcium ionophore A23187 were
purchased from Sigma (St. Louis, MO). Fura-2/
AM  (1-{2-(5-carboxyoxazol-2-yl)-6-aminobenzo-
furan-5-oxyl]-2-(2'- amino - 5-methylphenoxy)-
ethane-N,N N’ N'-tetraacetic acid/acetoxymethyl
ester) were obtained from Molecular Probes. Eu-
gene, OR. All other reagents were of analytical
grade.
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2.3. Determination of Ca?* movements

Variations in free Ca?™ concentrations were
monitored by measuring the changes in the ab-
sorbance spectrum of arsenazo III [37] using the
SLM Aminco DW2000 spectrophotometer at the
wavelength pair 675-685 nm. The concentration
of the ionic species and complexes at equilibrium
were calculated by employing an iterative com-
puter program, as described previously [11]. Each
experiment was repeated at least three times, ex-
cept the dose response curve (Fig. 7B) in which
each measurement supports the others, and the
figures show representative experiments.

2.4. Spectrofluorometric determinations

Fura-2 determinations were performed essen-
tially as described by Philosoph and Zilberstein
[38]. After harvesting, the cells were washed twice
at 1500 x g for 10 min at 4°C in buffer A, which
contained 116 mM NaCl, 5.4 mM KCI, 0.8 mM
MgSO.. 5.5 mM D-glucose and 50 mM Hepes. pH
7.2 [38]. Cells were resuspended to a final density
of 10° cells ml~! in loading buffer which con-
tained 116 mM NaCl. 5.4 mM KCI, 0.8 mM
MgSO,, 5.5 mM D-glucose, 50 mM Hepes. pH 7.2
and 6 uM fura 2-AM. The suspensions were
incubated for 30 min in a 30°C water bath with
mild agitation. Subsequently, the cells were
washed twice with ice-cold buffer A to remove
extracellular dye. Cells were resuspended to a final
density of 10° cells ml~' in buffer A and were
kept on ice [38]. For fluorescence measurements. a
50 pl sample of the cell suspension was diluted
into 2.5 ml of buffer A (5 x 107 cells ml~"', final
density) in a cuvette placed in a thermostatically
regulated (30°C) Hitachi F-2000 spectrofluorime-
ter. Excitation was at 340 and 380 nm and emis-
sion was at 510 nm. The fura-2 fluorescence
response to [Ca?*]; concentration was calibrated
from the ratio of 340/380 nm fluorescence values
after subtraction of the background fluorescence
of the cells at 340 and 380 nm as described by
Grynkiewicz et al. [39]. [Ca®*], concentration was
calculated by titration with different concentra-
tions of Ca®* ~EGTA buffers [11]. Each experi-
ment was repeated at least three times, except the
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dose response curves in which each measurement
supports the others, and the figures show repre-
sentative experiments.

2.5. Proton pump activity

Acidification of acidocalcisomes in digitonin-
permeabilized cells was monitored by measuring
the changes in the absorbance spectrum of
acridine orange [40] by using an SLM Aminco
DW 2000 spectrophotometer at the wavelength
pair 493-530 nm. Cells (5 x 107 cells ml~! final
density) were incubated at 30°C in 2.5 ml of
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Fig. 1. Melittin increases [Ca®~ ], in T. mrucei procyclic trypo-
mastigotes. Cells (5 x 10" ml ~ ') were loaded with fura 2/AM.
as described in Section 2 and subsequently suspended in buffer
contaning 116 mM NaCl. 5.4 mM KCI. 0.8 mM MgSO,. 5.5
mM glucose. 50 mM Hepes. pH 7.2 and [Ca’ * ], was analysed.
Panel A shows the changes in [Ca® ] after addition of 200
nM melittin when cells were suspended in the presence of 2
mM CaCl, (line a): 5 pM OBAA and 2 mM CaCl, (line b); |
mM EGTA (line ¢) or 5 uM OBAA and 1 mM EGTA (line d).
Panel B, cells were treated with different concentrations of
melittin, and the A[Ca” * ], above baseline levels were recorded.
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standard reaction medium containing 125 mM
sucrose, 65 mM KCI, 2 mM potassium phos-
phate, 2 mM MgCl,, 10 mM Hepes buffer, pH
7.2. 0.5 mM ATP, 1 pg ml~' antimycin A, 2 pg
ml~! oligomycin and digitonin (20 uM) for 2 min
before addition of acridine orange (3 pM).

2.6. Mirochondrial membrane potential in situ

Estimation of mitochondrial membrane poten-
tial in situ was done spectrophotometrically using
the indicating dye safranine O (10 uM), at 30°C
[9.41]. Absorbance changes were monitored in an
SLM Aminco DW 2000 spectrophotometer at the
wavelength pair 511-533 nm [9,41]. Each experi-
ment was repeated at least three times with differ-
ent cell preparations and the figure shows
representative experiments.

3. Results

3.1, Melittin stimulates Ca’™* entry in T. brucei
procyclic trypomastigotes, L. donovani
promastigotes and T. cruzi amastigoies

The effects of melittin on [Ca®*], were deter-
mined in intact cells loaded with the fluorescent
Ca** indicator fura-2, in reaction medium con-
taining either 2 mM CaCl, or ] mM EGTA. The
addition of 200 nM melittin (Fig. 1, panel A).
caused an increase of ~ 800 nM in [Ca’*], (line
a), from ~ 150 to 950 nM. when T. brucei pro-
cyclics were suspended in medium containing 2
mM CaCl,. In the absence of CaCl, (1 mM
EGTA), melittin caused an increase in [Ca*],
from 50 to 100 nM (line ¢) indicating calcium
release from intracellular stores, ¢ontrary to a
previous report using 7. brucei bloodstream forms
[31]. To determine whether a PLA, might be
involved in the pathway by which melittin ini-
tiates Ca”* influx, we studied the melittin re-
sponse in the presence of the PLA, inhibitor
3-(4-octadecyl)-benzoylacrylic acid (OBAA) [31].
In agreement with previous results obtained with
T. brucei bloodstream forms [31], the presence of
5 uM OBAA (lines b and d) inhibited completely
the melittin effect. A dose-dependent change in
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Fig. 2. Melittin stimulates Ca®* entry into L. donovani pro-
mastigotes. Cells (5 % 107 ml~ ") were loaded with fura 2/AM
and suspended in the same buffer described in Fig. 1. Panel A
shows the change in [Ca®* ] after addition of 200 nM melittin
in the presence of 2 mM CaCl, (line a): 5 uM OBAA (line b)
or | mM EGTA (line ¢). Panel B, cells were treated with
different concentrations of melittin. and the A[Ca®~], above
baseline levels were recorded.
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Fig. 3. Melitiin stimulates Ca®* entry into T. cruzi amastig-
otes. Cells (5 x 107 ml—") were loaded with fura 2/AM and
suspended in the same buffer described in Fig. 1. The figure
shows [Ca*], after addition of 200 nM melittin in the pres-
ence of 2 mM CaCl, (line a): 5 uM OBAA and 2 mM CaCl,
{line b) or | mM EGTA (line c).

[Ca®*], was observed over the range of melitun
concentrations from 50-400 nM (Fig. 1. panel B).
In L. donovani (Fig. 2, panel A), the addition of
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200 nM melittin caused an increase in [Ca’*];
from 100 to about 440 nM (line a) when the cells
were suspended in medium containing 2 mM
CaCl,. This change was inhibited by addition of 5
uM OBAA (line b) or | mM EGTA (line ¢). Fig.
2B shows a dose-dependent change in [Ca’*];
when L. donovani were treated with different con-
centrations of melittin (100-500 nM). The addi-
tion of 200 nM melittin to 7. cruzi amastigotes
(Fig. 3), in the presence of 2 mM CaCl,, caused a
slow increase in [Ca®* ], from 30 to ~ 75 nM (line
a) which was completely inhibited by 5 pM
OBAA (line b) or | mM EGTA (line c).

3.2. Arachidonic acid stimulates Ca=" influx in
T. brucei procyclic trypomastigotes, L. donovani
promastigotes and T. cruzi amastigotes: effects of
LaCl; and ibuprofen

The effect of arachidonic acid on Ca** influx
in trypanosomatids was analysed in fura-2 loaded
cells incubated in reaction medium containing 2
mM CaCl,. An increase in [Ca’™), in 7. brucei
procyclics (Fig. 4, panel A) was observed at differ-
ent arachidonic acid concentrations (75, 50. 30.
20, 0 uM. lines a—e, respectively). A dose-depen-
dent elevation in [Ca®>*), by arachidonic acid was
verified also in L. donovani promastigotes and 7.
cruzi amastigotes (Fig. 4 panel B).

In the experiments of Fig. 5 we investigated the
effect of LaCl,. an inhibitor of Ca’* channels,
and ibuprofen. an inhibitor of cyclooxygenase
which prevents the production of prostaglandins,
on Ca?+ influx stimulated by arachidonic acid.
The addition of 50 uM arachidonic acid caused
an increase in [Ca®~]; to ~ 200 nM when T. cruzi
amastigotes (Fig. 5, panel A, line a) were sus-
pended in medium containing 2 mM CaCl.. This
effect was partially inhibited by 100 uM LaCl,
(line d) or | mM EGTA (line ¢) but not by the
cyclooxygenase inhibitor ibuprofen (100 uM, line
b). When L. donovani (Fig. 5, panel B. line a) were
suspended in medium containing 2 mM CaCl, the
addition of 50 puM arachidonic acid caused an
increase in [Ca®~); from 100 to 500 nM. This
effect was inhibited completely by 100 pM LaCl;
(line b) or 1 mM EGTA (line c) but not by 100
uM ibuprofen (not shown).
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3.3. Effect of different arachidonic acid
concentrations on [Ca?* ], in T. brucei procyclic
trypomastigotes suspended in Ca’™*-free medium

When T. brucei procyclics were suspended in
medium containing | mM EGTA the addition of
75 uM arachidonic acid caused a transient in-
crease in [Ca®~]; from 50 to 90 nM (Fig. 6, line a)
which was followed by a fast decrease in [Ca®*],
to ~ 10 nM. The addition of 50 uM arachidonic
acid (line b), caused an increase in [Ca?*] to

- .
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Fig. 4. Arachidonic acid stimulates Ca®* entry into try-
panosomatids. Cells (5 x 107 ml') were loaded with fura 2/AM
and suspended in the same buffer described in Fig. 1, in the
presence of 2 mM CaCl.. Arachidonic acid (AA). at different
concentrations (75. 50. 30, 20, 0 uM. a-e, respectively), was
added where indicated in panel A (T. brucei procyclic trypo-
mastigotes). In panel B. L. donovani promastigotes (@) or 7.
cruzi amastigotes ( V) were treated with different doses of AA,
and the A[Ca= 7}, above baseline levels were recorded and the
values plotted were obrained from the plateau obtained within
a period of 5 min
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Fig. 5. The arachidonic acid-induced Ca®* influx was inhib-
ited by LaCly, but not by ibuprofen. Panel A. T. cruzi
amastigotes (5 x 10" ml~ ") were loaded with fura 2/AM, and
suspended in the buffer described in Fig. 1, in the presence of
2 mM CaCl,. Arachidonic acid (AA, 50 uM) was added where
shown: line a, alone; line b, plus 100 uM ibuprofen; line ¢, plus
1 mM EGTA,; line d, plus 100 pM LaCl,. Panel B, L. denovani
promastigotes (3 x 107 ml~"'). Arachidonic acid (AA, 50 pM)
was added where shown: line a, alone; line b, plus 100 puM
LaCl,; line ¢, plus | mM EGTA.
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Fig. 6. Effect of different arachidonic acid concentrations on
[Ca®*],in T. brucei procyclic trypomastigotes incubated in the
absence of Ca®*. Cells (5 x 10" ml~') were loaded with fura
2/AM. suspended in the same buffer described in Fig. 1, in the
presence of | mM EGTA. Arachidonic acid (AA) at different
concentrations (75, 50, 30, 20, 0 uM, a-e, respectively) was
added where indicated.

about 100 nM followed by a slow decrease to
~70 nM during the 3-min incubation period.
Lines ¢ and d show that the addition of 30 and 20
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uM arachidonic acid caused a slow Increase in
[Ca*~]; from S0 to 100 nM, and from 50 to 60
nM, respectively. The control experiment, in the
absence of arachidonic acid is shown in line e.

3.4. Arachidonic acid stimulates Ca?* and
acridine orange release from acidocalcisomes in
permeabilized T. brucei procyclic
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- d
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Fig. 7. Arachidonic acid stimulates Ca®+ and acridine orange
release from acidocalcisomes in permeabilized T. bruce; pro-
cyclic trypomastigotes. Panel A, cells (3% 10" mI=") were
added to the standard reaction medium (125 mM sucrose, 63
mM KCI. 2 mM MgCl., 2 mM potassium phosphate, 10 mM
Hepes. pH 7.2) containing 2 pg ml~' oligomycin, | yg mj-'
antimycin A. and 40 uM arsenazo 111 Digitonin (Dig, 20 uM),
and A-23187 (2.5 uM) were added where indicated. Other
additions: arachidonic acid (0. 10, 20, 50 uM, lines a. b, c. e,
respectively) and nigericin (1 uM. line d) were done where
shown. Panel B, cells (Sx 107 ml~!) were added to the
standard reaction medium containing 0.5 mM ATP. 2 ng
ml~" oligomycin, 1 pg ml—! antimycin A and 20 uM digi-
tonin. Acridine orange (AO, 3.0 uM) was added where indi-
cated (2 min after the cells). Arachidonic acid (AA) at different
concentrations (0, 10, 20, 50 uM. a—d. respectively) and | uM
nigericin were added where indicated.
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The increase in [Ca®*], induced by both melit-
tin and arachidonic acid in 7. brucei procyclics
incubated in Ca®*-free medium prompted as to
investigate the effect of arachidonic acid on
acidocalcisomes. In Fig. 7A digitonin-permeabi-
lized cells were incubated in reaction medium
containing antimycin A and oligomycin to pre-
vent mitochondrial Ca®* uptake. Line a shows a
slow release of endogenous Ca?+ during the time
of observation. This was followed by a fast Ca2+
release upon the addition of the Ca2~ ionophore
A-23187. The addition of nigericin (line d) stimu-
lated Ca?* release demonstrating that most of the
endogenous Ca’* in these cells was stored in the
acidocalcisomes in agreement with a previous re-
port [11]. Lines b, ¢, e show that the addition of
10, 20 or 50 uM arachidonic acid, respectively,
was followed by Ca®+ release, similar to that
observed with nigericin, by a concentration-de-
pendent mechanism. Fig. 7B shows that this re-
lease of Ca* is associated with an alkalinization
of the acidocalcisomes, as illustrated by increase
in acridine orange absorbance. Acridine orange is
a tertiary amine that moves into the acidocal-
cisomes driven by AY [12], a process which is
accompanied by decrease in its absorbance as a
consequence of its subsequent dimerization in
acidic pH [40]. It can be observed that addition of
acridine orange to a reaction medium containing
permeabilized procyclics, ATP, antimycin A and
oligomycin is followed by a significant accumula-
tion of the dye by the acidocalcisomes, in agree-
ment with previous observations [12]. It can be
observed that similar to Ca®*, acridine orange
was released by nigericin or by the addition of
10-50 uM arachidonic acid.

3.5. Arachidonic acid can release Ca?* from and
decrease the membrane potential of T. brucei
procyclic trypomastigotes mitochondria in situ

T. brucei procyclics mitochondria are able to
take up and retain Ca®* in the presence of res-
piratory substrates [11]. Fig. 8A shows that when
digitonin was added to permeabilize the plasma
membrane of these cells in reaction medium con-
taining S mM succinate and 10 uM free Ca'?, g
fast decrease in Ca®* concentration occurred un-



268 R. Catisti et al. / Molecular and Biochemical Parasitology 105 (2000} 261-271

Dig

A |

—= AA AntiA
i
B AA
v
g
- Anti A
213
3le \L
<
<
1 min

Fig. 8. Arachidonic acid-induced decrease in membrane poten-
tial and Ca®* release from mitochondria in permeabilized 7.
brucei procvelic trypomastigotes. Panel A. Cells (5 x 107
ml ") were added to the standard reaction medium containing
10 uM CaCl.. 5 mM succinate. | mM sodium orthovanadate.
and 40 uM arsenazo L at 30°C. Digitonin (Dig, 20 uM),
arachidonic acid (AA, 10 uM), antimycin A (Anu A, | pg
ml— ') and A-23187 (2.5 uM) were added where indicated.
Panel B. cells (3% 107 ml~') were added to the standard
reaction medium containing 3 mM succinate, 0.25 mM EGTA.
10 uM safranine, and 20 pM digitonin at 30°C. Arachidonic
acid (AA. 10 uM AA) and antimycin A (Anti A, | pgml™")
were added where indicated.

til a steady-state was attained, in agreement with
a previous report [11]. Ca®* uptake by non-mito-
chondrial pools was prevented by the absence of
exogenous ATP and presence of orthovanadate.
The accumulated Ca®* could be released either

92

by antimycin A or 10 uM arachidonic acid. In
order to ascertain whether Ca** release from
these mitochondria in situ could be due a decrease
in their membrane potential, we investigated the
effect of fatty acids on this parameter in digi-
tonin-permeabilized T. brucei procyclics using the
safranine O method. Fig. 8B shows that the addi-
tion of 10 pM arachidonic acid caused a large
decrease in the absorbance of safranine at the
wavelength pair 511-533 nm, compatible with
depolarization of the inner mitochondrial mem-
brane and return of safranine to the water phase.
This decrease in membrane potential was com-
pleted by the addition of antimycin A (1 ug
ml—'). This decrease in membrane potential in-
duced by arachidonic acid is compatible with the
protonophoric effect of long chain fatty acids as
described by Schulachev [42].

4. Discussion

Previous studies from our laboratory [6-20.28—
30,43-46] and other laboratories [38.47-56] have
characterized the mechanisms involved in Ca**
handling by mitochondrial and non-mitochon-
drial Ca®* pools in various trypanosomatids.
However, nothing was known regarding the regu-
lation of Ca®* entry across the plasma membrane
of these cells until the recent report by Eintracht
et al. [31] proposing that PLA, plays a pivotal
role in the control of Ca?* influx across the
plasma membrane of T. brucei bloodstream trypo-
mastigotes. These observations prompted us to
analyse the effects of the peptide melittin and
arachidonic acid in Ca’*® homeostasis In
tr_vpanosomes.

The experimental data presented here demon-
strate that arachidonic acid can induce both Ca®~
entry in 7. brucei procyclics, L. donovani pro-
mastigotes and 7. cruzi amastigotes and Ca’~
release from the acidocalcisomes of T. brucei pro-
cyclics. Ca®** mobilization from the acidocal-
cisomes was evaluated only in permeabilized 7.
brucei procyclics because these cells have a larger
pool of releasable Ca’* in the acidocalcisomes

(11].
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The influx of Ca2* stimulated by melittin at-
tains saturation at low concentrations ( ~ 400~
500 nM), and is inhibited by the PLA, inhibitor
OBAA, which by itself does not interfere with
Ca’* movements under our experimental condi-
tions. This supports the notion that the peptide
effect could indeed be mediated by a PLA, activa-
tion. This should also be the case when 7' brucei
procyclics were incubated in Ca2* -free medium, a
response that differs from that of all other try-
panosomatids tested to date. Under these condi-
tions Ca*™ may be released from intracellular
compartments by the action of arachidonic acid
generated endogenously. This response was not
observed in T. cruzi amastigotes and L. donovani
either because the amount of endogenous arachi-
donic acid generated by the action of melittin was
not enough to stimulate Ca’>* release or the
amount of releasable Ca>* in the acidocalcisomes
of these cells was very low.

The stimulation of Ca®>* entry by arachidonic
acid was also concentration-dependent but except
in the case of 7. cruzi amastigotes which re-
sponded to 5 uM of this fatty acid (Fig. 4, panel
B), T. brucei procyclics and L. donovani pro-
mastigotes only responded to doses higher than
10 uM, a range in which other effects of this fatty
acid on the membranes of acidocalcisomes and
mitochondria could also be observed. The re-
sponse of [Ca’*]; to arachidonic acid was also
observed in cells suspended in Ca2*-free medium
(Figs. 5 and 6) implying the involvement of Ca2+
release from intracellular Ca®~ stores. To assess
this possibility we monitored the effect of arachi-
donic acid on the acidocalcisomes and mitochon-
dria in permeabilized 7. brucei procyclics. The
results show that arachidonic acid induces Ca2+
movements in these organelles in the same con-
centration range that stimulates Ca2+ entry into
these cells. These results could explain the increase
in [Ca®~]; observed when melittin was added to
procyclic trypomastigotes in Ca’*-free medium
(Fig. 1A, trace c). The transient increase in [Ca?+
] induced by 75 pM arachidonic acid when the
cells were suspended in Ca®+ free medium (Fig. 6,
trace a) suggests that initially [Ca®*]; increased
due to Ca’* release from the acidocalcisomes
(mitochondria in situ do not store apreciable
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quantities of Ca** [11,44]) and then declined due
to efflux through the plasma membrane in re-
sponse to the concentration gradient generated by
the presence of EGTA in the external medium.
This inference implies that Ca2+ efflux across the
plasma membrane is also facilitated by arachi-
donic acid raising some doubts regarding the
mechanism(s) by which arachidonic acid cause
Ca’~ mobilization at least at the higher concen-
trations used. The transition in the shape of the
curves when arachidonic acid increased from 30
to 50 kM suggest that a different mechanism of
transport may be triggered in this range of con-
centration. Similar results were observed with
linoleic and linolenic cids in 7. brucei, Leishma-
nia and 7. cruzi amastigotes (not shown).

Although the present data support the possibil-
ity of a signaling pathway involving an agonist-
activated Ca’~ mobilization via PLA,-mediated
generation of arachidonic acid in these parasites,
they suggest that in the concentration range in
which arachidonic acid stimulate Ca2+ mobiliza-
tion in these cells, other mechanisms of transport
may also be involved in addition to stimulation of
plasma membrane-located calcium channels [31].
It is known that fatty acids facilitate H+ trans-
port across phospholipid bilayers [32] and mito-
chondrial membranes [42] in the concentration
range in which they were used in this work,
Indeed, the experiments of Fig. 8B illustrated that
at a concentration of 10 uM, arachidonic acid
caused a significant decrease in mitochondrial
membrane potential followed by Ca>* release
(Fig. 8A). In addition, Zeng et al. [33] demon-
strated that fatty acids also induced transmem-
brane flux of Na~ and K* via ionic association of
the cation with the carboxylate anion of the fatty
acid and the subsequent transmembrane flip-flop
of the fatty acid—cation complex. Although this
carrier type mechanism did not work with Mg?~+
in phospholipid bilayers [33] the possibility of
Ca®~ transport via this mechanism should be
investigated in these cells.
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4.2.4 Discuss&o do 2° trabalho

Em estudos anteriores, nosso laboratério (DOCAMPO & VERCES]I,
1989A, 1989B; VERCESI et al, 1991 A, 1991B, 1992, 1993A, 1993B, 1994B,
1997B; DOCAMPO & PIGNATARO, 1991: VERCESI & DOCAMPO, 1992, 1996;
MORENO et al, 1992A, 1992 B: DOCAMPO et al, 1993, 1995: SCOTT et al,
1995; LU et al, 1997, 1998; SCOTT et al, 1997, 1998; RODRIGUES et al, 1999)
€ outros (PHILOSOPH & ZILBERSTEIN, 1989; BENAIM et al, 1990: RUBEN et
al, 1991, 1996; RUBEN & AKINS, 1992; OZ et al, 1992; XIONG & RUBEN, 1996,
1998; STOJDL & CLARKE, 1996: XIONG et al, 1997, ZHANG et al, 1998)
caracterizaram mecanismos de transporte de Ca*" nos reservatérios
intracelulares de Ca?* mitocondriais e ndo-mitocondriais em  varios
tripanossomatideos. Entretanto, nada era conhecido no que se refere 3
regulacéo de entrada de Ca®* através da membrana plasmatica nessas células
até que um trabalho recente de Eintracht et al. (EINTRACHT et al, 1988), propds
que a PLA; tem um papel importante no controle do influxo de Ca®* através da
membrana plasmatica de formas tripomastigotas sanguicolas de T brucei.
Essas observagées levaram-nos a analisar os efeitos do peptideo melitina e
varios &cidos graxos insaturados e saturados sobre a homeostase de Ca* em
tripanossomas. Seus efeitos sobre os gradientes de Ca** e H' em
acidocalcisomas e membrana interna mitocondrial também foram estudados.

Os resultados experimentais apresentados aqui demonstram que acidos
graxos podem induzir entrada de Ca®* em formas tripomastigotas prociclicas de
T. brucei, promastigotas de L. donovani e amastigotas de T. cruzi e liberacéo de
Ca* da mitocdndria e acidocalcisomas de formas tripomastigotas prociclicas de
T. brucei. A mobilizacdo de Ca?* de reservatorios intracelulares foi evidenciada
somente em formas prociclicas de T brucei permeabilizadas, porque essas
células tém maior contelido de Ca®* nos acidocalcisomas (MORENO et al,
1992A) e sdo capazes de sustentar um potencial de membrana mitocondrial
mais estavel. Além disso, a mitocdndria pode reter Ca®* acumulado durante os
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experimentos melhor que promastigotas de L. donovani e amastigotas de T.
cruzi (resultados nao mostrados).

O influxo de Ca?" estimulado pela melitina atinge saturagdo a baixas
concentragbes (em torno de 400-500 nM), e é inibido pelo inibidor de PLA2,
OBAA, o qual, por si 86, nao interfere com os movimentos de Ca®*, sob nossas
condigdes experimentais. 1ss0 reforca a nogé&o de que O efeito do peptideo &,
sem duvida, mediado pela ativagdo da PLA,. Esse efeito pode ser verificado
também quando formas prociclicas de T. brucei foram incubadas em meio livre
de Ca?". Sob essas condigdes O Ca?* pode ser liberado de compartimentos
intracelulares pela agéo do acido araquidénico gerado internamente.

O estimulo da entrada de Ca”* pelo &cido araquidénico foi também
observado de maneira dependente da concentragdo. Com excecéo de formas
amastigotas de T. cruzi, que responderam a 5 uM deste acido graxo (Fig. 4,
painel B), formas prociclicas de T. brucei e promastigotas de L. donovani
somente responderam a doses maiores que 10 uM. A resposta da [Ca®'}; pelo
acido araquidénico foi também observada em células suspensas em meio livre
de Ca?* (Figs. 5 e 6) indicando liberagao de Ca? de reservatdrios intracelulares.
Para verificar esta possibilidade, monitorou-se 0O efeito de acidos graxos nos
gradientes de Ca?* e H' através da membrana interna mitocondrial €
acidocalcisomas de formas prociclicas de T brucei permeabilizados. Os
resultados mostraram que acidos graxos induzem movimentos de Ca** e H" em
ambas organelas, na mesma faixa de concentracdo daquela que estimula a
entrada de Ca** nessas células. Estes resultados podem explicar porque OS
reservatorios intracelulares de Ca®* n&o contribuem para o retorno da [Ca*"]i a0
nivel basal apés o influxo através da membrana plasmética ser estimulada pelos
acidos graxos. Eles podem também explicar o aumento na [Ca®"]; observado
quando melitina & adicionada as prociclicas tripomastigotas em meio livre de
Ca?* (Fig. 1A, linha c). O aumento transiente na [Ca®"} induzido por acido
araquidénico 75 uM quando as células foram suspensas em meio livre de ca*
(Fig. 6, linha a), sugere que O aumento inicial na [Ca®"); foi devido a saida de

Ca®* de acidocalcisomas (mitocondrias in situ n&o contém quantidades
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apreciaveis de Ca®", MORENO ef al, 1992A, Vercesi ef al, 1993B), e entao foi
diminuido devido ao efluxo através da membrana plasmatica em resposta ao
gradiente de concentragzo gerado pela presenca de EGTA no meio externo.
Essa inferéncia implica em que o efluxo de Ca** através da membrana
plasmatica é também facilitada pelo &cido araquidénico, deixando algumas
duvidas no que diz respeito ao(s) mecanismo(s) pelo(s) qual(is) eles causam
mobilizagio de Ca?*.

Os resultados aqui apresentados sugerem a possibilidade de participagéo
de acido araquidénico como agonista de Ca®* num mecanismo mediado pela
PLA; nestes parasitas. Todavia eles sugerem também que na faixa de
concentracdo no qual os &cidos graxos estimulam a mobilizacdo de Ca®* nestas
células, outros mecanismos de transporte podem estar envolvidos além
daqueles que estimulam canais de calcio localizados ma membrana plasmatica
(EINTRACHT ef al, 1998). E conhecido que acidos graxos facilitam o transporte
de H" através de membranas biolbgicas, na mesma faixa de concentragdo que
foi utilizada neste trabalho (GUTKNECHT, 1988). Além disso, Zeng e
colaboradores (ZENG et al, 1998) demonstraram que &cidos graxos podem
Induzir o fluxo transmembrana de Na* e K* via associagéo idnica do cation com o
anion carboxilado do Acido graxo e subsequente flip-flop transmembrana do
complexo acido graxo-cation. Apesar deste tipo de mecanismo de transporte n&o
ocorrer com Mgz* em bicamadas de fosfolipideos (ZENG et al, 1998), a
possibilidade de transporte de Ca?* por esse mecanismo deve ser investigada
nestas células.

Finalmente, podemos concluir que a PLA; esta presente em
tripanossomas e que apresenta um potencial papel como agonista da entrada de
Ca®* nestas células. Enquanto os resultados obtidos com melitina sugerem essa
Proposicao, os resultados obtidos com acidos graxos indicam que muito cuidado
deve ser tomado na interpretacdo dos resultados: efeitos néo especificos de
acidos graxos na permeabilidade de membrana e suas capacidades de atuarem
como carreadores moveis de cations através de membranas biolégicas devem ser
considerados.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Nos trabalhos apresentados nessa tese, pudemos demonstrar que, na
presenca de calcio, AA induz a abertura do PTP. Um modelo esquematico do
mecanismo pelo qual ocorre a permeabilizagdo da membrana mitocondrial
interna e a abertura do PTP esta apresentado na Fig. 8. Nossos experimentos,
elaborados com mitocondrias de figado de rato, incubadas na presencga de Ca?",
sugerem que AA induz um desacoplamento, mediado por sua agao
protonoférica, aumentando a velocidade da respiragéo, que estimula a oxidagao
do NAD(P)H, tendo como consequéncia, a produgéo e o acumulo de EROs, que
podem oxidar tidis de proteinas. Essa condigdo de estresse oxidativo gerado
pela falta de equivalentes redutores do NAD(P)H, para o sistema antioxidante
glutationa redutase/glutationa peroxidase favorece a abertura do PTP, devido ao
ataque de EROs a grupamentos -SH.

Nos trabalhos com células intactas, pudemos demonstrar que AA pode
induzir a entrada de Ca®* através da membrana plasmatica, em formas
tripomastigotas prociclicas de T. brucei, promastigotas de L. donovani e
amastigotas de T. cruzi, e, liberar Ca®* da mitocondria e acidocalcisomas, de
formas tripomastigotas prociclicas de T. brucei.

Propomos, nesta tese, um esquema geral sintetizado na Fig. 9, para
explicar os efeitos de AA em tripanossomatideos. Em suma, podemos dizer que
0 &cido araquidénico pode ser biossintetisado em resposta a estimulos, que
interagem com receptores da membrana plasmatica, que estéo acoplados as
proteinas regulatorias ligadas a proteina G. Isto resulta ou em ativacéo direta de
PLA; (EINTRACHT et al, 1998), ou de PLC (presentes em T. brucei, DOCAMPO
& PIGNATARO, 1991; FURUYA et al, 2000) ou de PLD (n&o demonstrado
nesses parasitas). Este aumento de AA elevaria a concentragéo citosdlica de
calcio, através do estimulo do influxo pela membrana plasmatica e liberagao de
compartimentos intracelulares. O IP3 pode liberar célcio do reticulo
endoplasmatico. A presenca de AA, no citosol, induz a liberagéo de Ca* pela

mitocondria e pelo acidocalcisoma.
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Espago . .
intermembranas
H* H* H* H*

NADH NAD ©;.F ©2
@QQ
ADP, EGTA
+ ; prr @ ’ ;
P, Matriz mitocondrial 1202~ HO rotenona, f3 -
. . hidroxibutirato
catalase . . . isocitrato

Fig. 8 Mecanismo de abertura do poro de transicao de
permeabilidade (PTP) por acido graxo. (1) Protons (H") ejetados pela cadeia
respiratoria, da matriz mitocondrial para o espago intermembrana, se ligam a
anions de acidos graxos; (2) Acido graxo protonado na superficie externa da
membrana mitocondrial interna: (3) Acido graxo protonado atravessa a bicamada
fosfolipidica da membrana (flip-flop); (4) Acido graxo é desprotonado na
superficie interna da membrana interna, deixando um H* na matriz mitocondrial.
Este processo diminui 0 Ay e estimula a respiragdo, levando a maior oxidagao
de NAD(P)H. (5) Anion de acido graxo formado, impermeavel a bicamada, é
translocado pelo ANT, pronto para ser novamente protonado; (6) A oxidagao de
grupos tidis do ANT, com mudanca de sua conformagéo, favorece a formagéo do
PTP (7).
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Fig. 9 Esquema sumarizando efeitos de acido araquiddnico, na

membrana plasmatica e nas organelas intracelulares de
tripanossomatideos. Receptores da membrana plasmatica, acoplados as
proteinas regulatorias ligadas a proteina G (PG), podem ser estimulados,
aumentando o influxo de calcio, ativando as fosfolipases C, D e A, (PLC, PLD,
PLA,), liberando acido araquidénico. Este aumento de AA elevaria a concentragdo
citosolica de célcio, através do estimulo do influxo pela membrana plasmatica e

pela liberagdo das organelas intracelulares, mitocondria e acidocalcisoma.
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Summary

6. SUMMARY

Calcium ions play essential role in the control of many cellular functions,
however the excess may act as a trigger for both programmed (apoptosis) or
accidental cell death (necrosis). To evaluate the role of arachidonic acid (AA) in
intracellular calcium homeostases, we used two experimental models: isolated
rat liver mitochondria and trypanosomatids. We have compared the PTP opening
ability of AA with that of carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (FCCP) at
concentrations that cause similar quantitative dissipation of the membrane
potential (A¥) in Ca**-loaded rat liver mitochondria respiring on succinate. The
protonophoric effects of AA and FCCP were only slighty modified by
carboxyatractyloside and were followed by PTP opening, sensitive to catalase,
EGTA, ADP, dithiothreitol, cyclosporin A, rotenone or NAD(P)H-linked substrates.
These results indicate that a condition of oxidative stress associated with the
oxidized state of PN underlies membrane protein thiol oxidation and PTP
opening.

We also studied the AA induced-calcium mobilization in Trypanosoma
brucei procyclic trypomastigotes, Leishmania donovani promastigotes and
Trypanosoma cruzi amastigotes. We verified that Ca®* influx was also stimulated
in @ dose-dependent manner (50-400 nM) by the amphiphilic peptide melittin.
This effect was blocked by the phospholipase A; inhibitor 3-(4-octadecyl)-
benzoylacrylic acid. The unsaturated fatty acid AA, in the range of 10-75 uM,
induced Ca?* entry by a mechanism sensitive to LaCls. However, both melittin
and AA induced increase in [Caz"]i in T. brucei procyclic trypomastigotes
incubated in Ca*-free medium implying Ca®* mobilization from intracellular
stores. This hypothesis was supported by experiments showing that AA
promoted Ca*" release from the acidocalcisomes of these cells. The results
showing changes in mitochondrial membrane potential, release of acridine
orange and Ca”" from the acidocalcisomes and Ca®' release across the plasma
membrane suggest that in addition to the stimulation of a Ca®* channel mediated
process, AA, in the range of concentrations used here, have other nonspecific
effects on the trypanosomatids membranes.
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