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expressar a gloria de Deus que ha em nds. Ela ndo esta apenas em
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nossa luz brilhe, inconscientemente permitimos que outras pessoas
fagam o mesmo. Quando nos libertamos de nosso medo, nossa

presencga automaticamente liberta as outras pessoas.”

Nelson Mandela
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chegar a um objetivo. Mesmo n&o atingindo o alvo, quem busca e vence

obstaculos, no minimo fara coisas admiraveis.”
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“Paciéncia vale mais que valentia, dominar a si mesmo vale mais que

conquistar cidades inteiras."

Provérbios 16:32

Epigrafe

Xiii



Epigrafe
Xiv



SUMARIO

PAG.
RESUMO ...ttt ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e eaeeaeeeeeees Xix
Y = 1S I 2 72\ O SRS XXi
1. INTRODUGAO ... n s s s en s en s s e 23
1.1.Doenga de ParkinSON .........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
1.2.Metabolismo Energético OXidativo.............ccoviiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeen 26
1.3. Complexo | (NADH:Ubiquinona oxidoredutase).........ccccceveeeeeeiiieeieeeennnnn. 27
1.4. Produgé@o mitocondrial de Espécies Reativas do Oxigénio (EROs)......... 29
2. OBUETIVO ...ttt et e e eas 33
3. CAPITULOS. ..ottt 35
S.1.CaPTUIO | e 35
K 2 O 1 (0] o 1 RSP PPRRPRR 69
K R B 07 T o1 (0] (o 1 1 E PR PUT OO PPPPPPPPPT 89
4. DISCUSSAO GERAL.........coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 97
5. CONCLUSOES .........coooiuiiiiieiieieic ettt 103
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ............ccooiuiiirieirieinieineeiseeiseeesenns 105
7. ANEXOS ... e e e nneeeas 113

Sumdrio

XV



Sumdrio

xvi



LISTA DE ABREVIATURAS

ADP
ATP
BSA
CTE
CuZnSOD
AYm
ApH*
DNA
DNAmt
DP
DTNB
DTT
EDTA
EGTA
EROs
FCCP
GPx
GR
GSH
GSSG
H20,
HEPES
HRP
MAO
MCR
MDa
MnSOD
MPTP
MPP*
NAD*

Adenosina difosfato

Adenosina trifosfato

Albumina soro bovina

Cadeia transportadora de elétrons

Superoxido dismutase dependente de cobre e zinco
Potencial elétrico de membrana mitocondrial
Potencial eletroquimico de prétons

Acido desoxirribonucléico

Acido desoxirribonucléico mitocondrial

Doencga de Parkinson

Acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico)

Ditiotreitol

Acido etileno diamino tetra acético

Acido etileno glicol tetracético

Espécies reativas de oxigénio

Carbonil cianido p-(trifluoromethoxi)fenil-hidrazona
Glutationa peroxidase

Glutationa redutase

Glutationa reduzida

Glutationa oxidada

Per6xido de hidrogénio

N-[2-hidroxietil] piperazina-N'-[acido 2-etanosulfénico])
Peroxidase de raiz forte VIA

Monoamino oxidases

Mitocéndria de cérebro de rato

Megadalton

Superéxido dismutase dependente de manganés
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroperidina

ion 1-metil-4-fenilpiridina

Nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada

Lista de abreviaturas

Xvii



NADH
NADP*
NADPH
(0}

0y~
OH
HO’
RNA
SNC
SOoD
TRxSH
TRxS

Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
Nicotinamida adenina dinucleotideo monofosfato oxidada
Nicotinamida adenina dinucleotideo monofosfato reduzida
Oxigénio molecular

Radical anion superoxido

Anion hidroxila

Radical hidroxila

Acido ribonucleico

Sistema nervoso central

Superoxido dismutase

Tioredoxina reduzida

Tioredoxina oxidada

Lista de abreviaturas

Xviii



Resumo

A inibicdo parcial do Complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial em
ratos tratados cronicamente com rotenona esta associada com o desenvolvimento
de caracteristicas neuroquimicas, comportamentais e neuropatolégicas da doenca
de Parkinson. Os objetivos deste trabalho foram (i) caracterizar os efeitos de uma
inibicdo parcial do Complexo | por rotenona na producdo de peréxido de
hidrogénio (H202) por mitocondrias de cérebro de ratos (MCR) em diferentes
estados respiratorios e (ii) avaliar a suscetibilidade de MCR velhos (24 meses) a
inibicdo do consumo de oxigénio (O2) e ao estimulo da producdo de H>O, por
rotenona em comparacao a MCR adultos (3-4 meses). A andlise do potencial de
membrana por citometria de fluxo em mitocéndrias isoladas indicou que a adicao
de rotenona promoveu uma inibicdo uniforme da respiracao mitocondrial nestas
organelas. Quando mitocondrias foram incubadas na presengca de uma baixa
concentracdo de rotenona (10 nM) e de substratos geradores de NADH, o
consumo de O, foi reduzido de 45,9+1,0 para 26,4+2,6 nmol Oymg"'min™' e de
7,8+0,3 para 6,3+0,3 nmol Oymg "min” nos estados respiratérios 3 (respiragdo
estimulada por ADP) e 4 (respiragdo de repouso), respectivamente. Nessas
condi¢cbes, a producdo mitocondrial de H»O, foi estimulada de 12,2+1,1 para
21,0+1,2 pmol H,O>mg "min™ e de 56,5+4,7 para 95,0+11,1 pmol H,O>mg "*min™
nos estados respiratérios 3 e 4, respectivamente. Resultados similares foram
observados ao comparar preparagdes mitocondriais enriquecidas com organelas
sinapticas e nao-sinapticas ou quando o ion 1-metil-4-fenilpiridina (MPPY) foi
utilizado como inibidor de Complexo | mitocondrial. O estimulo da producao de
HoO- por rotenona nos estados respiratérios 3 e 4 foi associado a um aumento do
estado reduzido de nucleotideos de nicotinamida enddgenos. Na respiracao
mitocondrial com succinato, onde a maior parte da producao de H»O, se origina do
fluxo reverso de elétrons do Complexo Il para o |, baixas concentracdoes de
rotenona inibiram a producdao de H»O.. Rotenona nao exerceu efeito sobre a
eliminacdo mitocondrial de concentragbes micromolares de H>0,. Em

sinaptossomas intactos, observamos que rotenona 10 nM estimulou a liberacao de
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HoO2 em 20,2+3,3% no estado respiratorio basal. Ao compararmos MCR adultos e
velhos, verificamos que o consumo de Oz no estado respiratério 3 e a atividade da
citrato sintase foram 21,0£3,3% e 17,0£5,4% mais baixos em MCR velhos.
Experimentos conduzidos na presencga de diferentes concentracdes de rotenona
(5, 10 e 100 nM) demonstraram sensibilidade similar a inibicdo do consumo de O>
por rotenona no estado respiratério 3, com ICs, de 7,810,4 e 6,5£0,5 nM para
MCR adultos e velhos, respectivamente. De acordo com esses resultados, o
estimulo da producédo de H.O, observado foi similar em MCR adultos e velhos,
tratadas com diferentes concentracdes de rotenona. Concluimos que, uma inibicao
parcial do Complexo | pode resultar em uma crise energética e/ou estresse
oxidativo mitocondrial, enquanto o primeiro evento predominaria numa situagao de
alta demanda de fosforilacdo oxidativa, o segundo ocorreria em condicbes de
respiracao de repouso. Em adicédo, os experimentos com ratos velhos indicaram
que rotenona exerce efeitos similares no consumo de O, e na produgéao de HxO;

em MCR adultos e velhos.

Palavras-chave: MitocOndrias; Espécies de oxigénio reativas; Doenga de

Parkinson; Rotenona; Complexo | de transporte de elétrons.
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Abstract

Partial inhibition of mitochondrial Complex | is associated with the
development of neurochemical, behavioral, and neuropathological features of
Parkinson’s disease in rats chronically and systemically treated with rotenone. The
aims of this work were (i) to characterize the effects of partial inhibition of
respiratory Complex | by rotenone on H>O, production by rat brain mitochondria in
different respiratory states and (ij) to evaluate the susceptibility of brain
mitochondria from old rats (24 month-old) to rotenone-induced inhibition of oxygen
consumption and increased generation of HO, when compared with organelles
from adult rats (3-4 month-old). Flow cytometric analysis of membrane potential in
isolated mitochondria indicated that rotenone leads to uniform respiratory inhibition
when added to a suspension of these organelles. When mitochondria were
incubated in the presence of a low concentration of rotenone (10 nM) and NADH-
linked substrates, oxygen consumption was reduced from 45.9+1.0 to 26.4+2.6
nmol Oxmg"'min™ and from 7.8+0.3 to 6.3+0.3 nmol Oxymg ' "'min™" in respiratory
states 3 (ADP-stimulated respiration) and 4 (resting respiration), respectively.
Under these conditions, mitochondrial H2O, production was stimulated from
12.241.1 to 21.0+1.2 pmol HxO;mg " min' and 56.5+4.7 to 95.0+11.1 pmol
H.O>mg"min™" in respiratory states 3 and 4, respectively. Similar results were
observed when comparing mitochondrial preparations enriched with synaptic or
nonsynaptic organelles or when 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP?) ion was used
as a respiratory Complex | inhibitor. Rotenone-stimulated H>O, production in
respiratory states 3 and 4 was associated with a high reduction state of
endogenous nicotinamide nucleotides. In succinate-supported mitochondrial
respiration, where most of the mitochondrial H,O, production relies on electron
backflow from Complex Il to Complex |, low rotenone concentrations inhibited H>O»
production. Rotenone had no effect on mitochondrial elimination of micromolar
concentrations of H2O5. In intact synaptosomes, we observed that 10 nM rotenone
stimulated H>O, release by 20.2 + 3.3% under basal respiratory state. When

Abstract
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comparing isolated brain mitochondria from adult and old rats we observed that
oxygen consumption under respiratory state 3 and citrate synthase activity were
21.0£3.3% and 17.0£5.4% lower in mitochondria from old rats. Experiments
conducted in the presence of different rotenone concentrations (5, 10 and 100 nM)
showed that brain mitochondria from adult and old rats have similar sensitive to
rotenone-induced inhibition of oxygen consumption in respiratory state 3, with 1Cs
of 7.8+0.4 and 6.5+0.5 nM for adult and old rats, respectively. In line with these
results, similar stimulations in H,O2 production were observed in mitochondria from
adult and old rats treated with different concentrations of rotenone. We conclude
that partial Complex | inhibition may result in mitochondrial energy crisis and
oxidative stress, the former being predominant under oxidative phosphorylation
and the latter under resting respiration conditions. Rotenone exerts similar effects
on oxygen consumption and H>O, production by isolated brain mitochondria from

adult and old rats.

Keywords: Mitochondria; Reactive oxygen species; Parkinson disease; Rotenone;

Electron transport Complex I.
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1. Introducao

Doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas pela morte de neurdnios
em diferentes regides do cérebro, com o comprometimento de diferentes vias de
neurotransmissao. Até o presente  momento, inOmeras doencas
neurodegenerativas foram reportadas, sendo as mais comuns, a doenca de
Alzheimer e a doencga de Parkinson (DP) (NUSSBAUM e ELLIS, 2003).

A DP é considerada uma desordem com espectro universal, representando
uma taxa de incidéncia bruta que varia de 4,5 a 19 em 100.000 pessoas por ano
(WHO, 2006) e a prevaléncia corresponde a aproximadamente 0,3% da populacao
total (SCHAPIRA, 2008). O envelhecimento possui um importante papel no
aumento das taxas de incidéncia, demonstrada em individuos entre 50 a 59 anos
onde a taxa de incidéncia é de 17,4 em 100.000 individuos, com aumento para
93,1 em 100.000 pessoas em individuos entre 70 a 79 anos (LEES, HARDY e
REVESZ, 2009).

Em 2005, o niumero de portadores da DP acima de 50 anos ao redor do
mundo era de aproximadamente 4,5 milhGes e estima-se que este numero
duplique até 2030. A projecao para 2030 de pacientes portadores de DP no Brasil
€ de 340 mil individuos (DORSEY et al., 2007).

1.1.Doenca de Parkinson

O nome da doenca de Parkinson (DP), inicialmente chamada de Mal de
Parkinson, foi proposto por Jean Martin Charcot, devido a descrigdo dessa
sindrome ter sido realizada por James Parkinson em 1817, em sua monografia
intitulada “An Essay on the Shaking Palsy’ (LEES, HARDY e REVESZ, 2009).

A DP caracteriza-se pela degeneragdo predominante e progressiva de
neurénios dopaminérgicos da substancia negra pars compacta (NAVARRO e
BOVERIS, 2009; VENDEROVA e PARK, 2012). Os individuos acometidos
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apresentam, sobretudo, comprometimentos motores, incluindo tremor de repouso,
rigidez, instabilidade postural, bradicinesia e hipocinesia (NUSSBAUM e ELLIS,
2003; LEES, HARDY e REVESZ, 2009).

Na maioria dos individuos com DP, em neurbnios ha a presenca de
inclusdes citoplasmaticas ricas em a-sinucleina e filamentos de ubiquitina,
denominados de corpos de Lewy e neuritos de Lewy (RUIPEREZ et al., 2010;
BOUSSET et al., 2013). Os corpos de Lewy possuem uma relacdo direta com a
DP, sendo considerados um importante marcador anatomopatolégico. Foram
encontrados em autépsias realizadas em tecido cerebral de portadores da DP e
estdo presentes em neurbnios do mesencéfalo e de outras regides do sistema
nervoso central (SPILLANTINI et al., 1997).

A DP é considerada uma doencga multifatorial, a qual existe uma relagao
direta entre fatores ambientais como, p.ex., exposicdo a pesticidas, herbicidas e
metais como chumbo e manganés, e predisposicdo genética (ELBAZ e MOISAN,
2008).

Foram identificadas mutacdes em nove genes nucleares codificadores das
proteinas a-sinucleina, parkina, ubiquitina hidroxilase carboxi-terminal L1, DJ-1,
fosfatase homdloga tensina (PTEN)-induced cinase 1 (PINK1), cinase rica em
repeticdes de leucina (LRRK2), receptor nuclear NURR1, HTRA2 e tau. Seis
desses genes podem ter relagao direta ou indireta com funcbes mitocondriais, a
saber, os codificadores de a-sinucleina, parkina, DJ-1, PINK1, LRRK2 e HTRA2
(FILOSTO et al., 2011). Mutacdes nestes genes estao relacionadas com a forma
familiar da DP, que representa menos de 5% dos casos, sendo os demais

classificados como esporadicos.

No inicio dos anos 90, Schapira e colaboradores realizaram estudos
postmortem com tecido cerebral de pacientes com DP e reportaram uma
diminuicdo da atividade do Complexo | (NADH:ubiquinona oxidoredutase) da
cadeia transportadora de elétrons (CTE) nesses individuos, quando comparados
com individuos normais (SCHAPIRA et al., 1989; SCHAPIRA et al., 1990).
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Nos anos 80, a toxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroperidina (MPTP) foi
identificada como um contaminante presente em formulagdes de heroina sintética
(“nova heroina”). Varios individuos expostos a esta toxina desenvolveram sinais
clinicos e sintomas caracteristicos da doenca de Parkinson (LANGSTON et al.,
1983; BOVE e PERIER, 2012; MARTINEZ e GREENAMYRE, 2012). Estudos
posteriores mostraram que o 1-metil-4-fenilpiridina (MPP*), metabdlito ativo do
MPTP, inibe a atividade do Complexo | mitocondrial e é capaz de causar morte
seletiva de neurdnios dopaminérgicos em animais de experimentagdo e humanos
(BURNS et al., 1983; LANGSTON et al, 1983; NICKLAS, VYAS e HEIKKILA,
1985; RAMSAY et al., 1987). Posteriormente, foi caracterizado que o MPTP sofre
metabolizagcdo pelas monoaminas oxidases (MAO-B) presentes em astrécitos
(SINGER et al., 1988) e também por mitocéndrias de neurbnios dopaminérgicos
(BAJPAI et al., 2013), e que o MPP" é seletivamente captado por neurdnios
dopaminérgicos, através do transportador de dopamina (SINGER et al., 1988;
BETARBET, SHERER e GREENAMYRE, 2002).

Com base nesses achados, diversos modelos animais utilizando-se toxinas
foram propostos para estudar a fisiopatolgia da DP, assim como para avaliar
abordagens terapéuticas. Neste trabalho, nos baseamos na toxina rotenona, um
composto capaz de inibir a atividade do Complexo | da CTE (ESPOSTI, 1998). A
rotenona € utilizada na piscicultura como agente para promover morte de peixes e
na agricultura como pesticida (GONSALVEZ, 1983). A rotenona é utilizada no
tratamento crénico de ratos Sprague-Dawley e ratos Lewis, sendo administrada
por via intravenosa ou intraperitoneal (BERTABET et al., 2000; CANNON et al.,
2009). Apds tratamento crbénico de ratos com rotenona, foi observada uma
reducdo do numero de neurbnios dopaminérgicos na regiao da substancia negra,
com consequente acometimento da via nigroestriatal, presenca de corpusculos
fibrilares ricos em ubiquitina e a-sinucleina nos neurbnios dopaminérgicos
remanescentes e aparecimento de sinais clinicos caracteristicos da DP como
bradicinesia e rigidez postural (BERTABET et al., 2000; CANNON et al., 2009).
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Este modelo animal fornece certas vantagens em relacdo ao modelo com
MPTP, pois reproduz um estado de inibicdo parcial do Complexo | em diferentes
tecidos, além do tecido cerebral, assim como é observado em individuos com DP
(BETARBET et al., 2000; BETARBET, SHERER e GREENAMYRE, 2002).

1.2. Metabolismo Energético Oxidativo

A metabolizagdo de carboidratos, lipideos e aminoacidos, realizada em
organismos aerébios, resulta na transferéncia de elétrons desses nutrientes para o
O,, gerando H2O e liberando energia que é armazenada na forma de um potencial
eletroquimico de prétons (AuH™) através da membrana mitocondrial interna. O
AuH" sera utilizado pela ATP sintase para promover a conversao de ADP e fosfato
inorgadnico a ATP. Este processo é denominado de fosforilagdo oxidativa
(MITCHELL, 1966).

A atividade neuronal, incluindo a manutencao de gradientes iGnicos através
da membrana plasmatica e a liberagdo de neurotransmissores, é dependente da
energia livre gerada a partir da glicélise e da fosforilacao oxidativa (MONGE et al.,
2008). Sendo que, o sistema nervoso central (SNC), representando apenas 2% da
massa corporal, consome cerca de 20% do oxigénio provido da respiracdo em um
individuo em repouso (KANN e KOVACS, 2007).

Mitocondrias estdo presentes no citoplasma da maioria das células
eucariotas. A estrutura de uma mitocondria é composta por uma membrana
externa, que possui aspecto liso e envolve toda a organela, e uma membrana
interna, que apresenta invaginacdes e envolve a matriz mitocondrial, originando as
cristas mitocondriais (LEHNINGER, NELSON e COX, 2009).

Na membrana interna mitocondrial, localiza-se a CTE, que estéd acoplada ao
sistema de fosforilagdo oxidativa. A CTE é composta por quatro complexos
multiprotéicos, sendo a NADH:ubiquinona oxidoredutase (Complexo 1),
succinato:ubiquinona oxidoredutase (Complexo 1), ubiquinona-citocromo ¢ oxidase

(Complexo Ill) e citocromo ¢ oxidase (Complexo 1V), além de outros componentes,
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como a ubigquinona (coenzima Q) e o citocromo ¢ (LEHNINGER, NELSON E COX,
2009). O sistema de fosforilacdo oxidativa é composto pela ATP sintase (também
denominada por alguns autores como Complexo V), que possui duas
subunidades; a subunidade F, e a subunidade F1 (ADAM-VIZI, 2005).

Pressupde-se que, na DP a disfuncdo do Complexo | da CTE pode
ocasionar déficit na producdo de ATP e propensdo ao aumento da produgéo de
EROs, o que levaria a degeneragédo de neurénios (TRETTER, SIPOS e ADAM-
VIZI, 2004).

A seguir, daremos énfase na estrutura, atividade catalitica e producéao de

EROs pelo Complexo | mitocondrial.

1.3.Complexo | mitocondrial (NADH:Ubiquinona oxidoredutase)

O Complexo I, ou NADH:ubiquinona oxidoredutase (E.C. 1.6.5.3), € uma
proteina multimérica com funcdo enzimatica, sendo o0 maior dos complexos
proteicos presentes na CTE (HOEFS et al., 2012).

Em mamiferos, foram identificadas 45 subunidades que compde o
Complexo I, sendo 7 subunidades codificadas pelo DNA mitocondrial e 38
subunidades codificadas pelo DNA nuclear, com massa molecular aproximada de
1 MDa (CARROLL et al., 2006; MCKENZIE, LAZAROU e RYAN, 2009). Das 45
subunidades que compde o Complexo |, apenas 14 possuem atividade catalitica.
As outras subunidades sdo denominadas de subunidades acessorias, devido ao
desconhecimento da funcédo exata dessas subunidades até o momento (HOEFS et
al., 2012).

Devido a sua estrutura, o Complexo | mitocondrial pode ser dividido em trés
mddulos, de acordo com sua funcionalidade (FASSONE e RAHMAN, 2012). O
mddulo N ou mddulo desidrogenase é responsavel pela oxidacdo do NADH; o
modulo Q ou médulo hidrogenase € responsavel pela transferéncia dos elétrons
dos centros ferro-enxofre do médulo N para a coenzima Q; e o moédulo P ou
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méddulo de translocagédo de prétons, que transloca prétons da matriz mitocondrial

para o espacgo intermembranas (BRANDT, 2006).

O Complexo | € a primeira enzima da CTE que promovera a entrada dos
elétrons presentes no equivalente redutor NADH, gerado pelas desidrogenases
mitocondriais do ciclo do acido citrico e de uma pequena parte do NADH gerado
diretamente pela B-oxidacdo de acidos graxos, para a CTE (BRANDT, 2006;
PETRUZZELLA et al., 2012).

A catalise de transferéncia do par de elétrons do NADH para a ubiquinona
promovera a translocacdo de quatro prétons da matriz mitocondrial, através da
membrana interna mitocondrial (BRANDT, 2006; HIRST, 2009; FASSONE e
RAHMAN, 2012). Esse processo gerara energia livre que sera armazenada na
forma de ApH™ no espaco intermembranas (WALKER, 1992). A reagdo geral
realizada pelo complexo | é a seguinte:

NADH + H" + Q + 4 H mariz — NAD" + QH> + 4 H+espago intermembranas

Cerca de 40% da geragdo do ApH" é devida a atividade do Complexo | e
essa energia gerada no espaco intermembranas € denominada de forga préton
motriz que, posteriormente, sera utilizada pela ATP sintase para producido e
liberagdo do ATP (PETRUZZELLA et al., 2012; FASSONE e RAHMAN, 2012;
BOYER, 1977).

Diversas desordens neuroldogicas estdo associadas com mutacbes em
diferentes subunidades do Complexo | mitocondrial. Até o momento, foram
identificadas algumas mutacdes em genes que codificam subunidades do
Complexo | mitocondrial, ocasionando uma diminuicdo de sua atividade catalitica e
aumentando a geracdo do radical anion superéxido (O27) em mitocédndrias
(FASSONE e RAHMAN, 2012).
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1.4.Producao Mitocondrial de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

A producdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) pela CTE €& uma
inevitavel consequéncia da producao de ATP pela fosforilagao oxidativa, podendo
levar a processos celulares deletérios e envelhecimento (BRAND et al., 2004).

Sabe-se que mitocondrias sdo importantes fontes produtoras de derivados
parcialmente reduzidos do oxigénio molecular (Oz), que ao receber elétrons de

fontes distintas, dara origem a espécies reativas como o radical anion superoxido
(O27), perdxido de hidrogénio (H20-) e o radical hidroxila (HO") (KOOPMAN et al.,
2010; VENDITTI, DI STEFANO e DI MEO, 2013). O Esquema 1 ilustra a acepcao

de elétrons pela molécula de O, e a formacao de radicais livres:

OzL O;';—» H,O, 1;—? HO ;—> H.,O
2H* H* H0 H*

Oxigénio Rﬁac!ical Peroxido Radical .
molecular anion de hidroxila rala
superoxido hidrogénio

Esquema 1. Reducao monoeletronica sequencial do oxigénio molecular a agua. A adicdo de

um elétron ao oxigénio molecular (O,) produz o radical anion superdxido (O,7), que ao receber
outro elétron dara origem a peroxido de hidrogénio (H»O,). Na presenca de um metal bivalente,
como o Fe**, o H,O, pode aceitar outro elétron, originando o radical hidroxila (HO®) e anion
hidroxila (HO") (reagéo tipo Fenton). O HO® pode receber um elétron e gerar uma molécula de
agua. Adaptado de Koop (2006).

O processo de formacdo do anion Oy7, Iinicia-se pela reducéo
monoeletrénica do oxigénio molecular. O O, molecular possui dois elétrons
desemparelhados em um orbital (Figura 1) e, ao receber um Unico elétron em um
desses orbitais, dard origem ao anion O.°, uma molécula doadora de elétron e
altamente reativa, capaz de desencadear uma cascata de eventos oxidativos
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deletérios (MURPHY, 2009; KOWALTOWSKI et al., 2009; RIGOULET, YOBOUE e
DEVIN, 2011).

0.2 — —
o = H 4+
> N W -, =¥
o2 ;= :
o*2s I RS
o2s - i
o*ls - -
ols S SLTE

0O, no estado

fundamental Superaddo

Figura 1: Acepgdo de um elétron no orbital n*2p do oxigénio molecular (O, no estado
fundamental), daré origem ao radical anion Superdxido (O, 7). Adaptado de Rigoulet, Yoboue e
Devin (2011).

Até o presente momento, foram identificados oito locais de produgéo de O;”
em mitocéndrias, que sao: piruvato desidrogenase, a-cetoglutarato desidrogenase,
sitios I e Ilq presentes no Complexo |, flavoproteina transportadora de
elétrons:ubiquinona oxidoredutase, glicerol 3-fosfato desidrogenase, sitio Illg
presente no Complexo Il (BRAND, 2010) e, o mais recentemente identicado,
Complexo Il (QUINLAN et al., 2012). Porém, as duas principais fontes de producao
de O2” em mitocéndrias sdo os Complexos | e Il (HIRST, 2009; BRAND, 2010;
DROSE e BRANDT; 2012).

Na matriz mitocondrial e no espago intermembranas, ha a presenca de
superoxido dismutases (Mn-SOD e Cu,Zn-SOD, respectivamente) que
neutralizardo o anion Oy produzido, dando origem ao H>O,, uma ERO mais
estavel (NORDBERG E ARNER, 2001; KOWALTOWSKI et al., 2009). O H.0.
possui varios destinos, podendo atuar como sinalizador celular (HAMANAKA e

CHANDEL, 2010) ou ser metabolizado por enzimas do sistema antioxidante como
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a catalase, tioredoxina peroxidase e glutationa peroxidase, presentes no citosol e
na matriz mitocondrial (NORDBERG e ARNER, 2001; KOWALTOWSKI et al.,
2009; KOOPMAN et al., 2010). Os niveis de tioredoxina reduzida (TRxSH) e
glutationa reduzida (GSH) sdo mantidos pela atividade das enzimas tioredoxina e
glutationa redutases, que utilizardo o NADPH como fonte doadora de elétrons,
reduzindo as moléculas de tioredoxina (TRxS) e glutationa (GSSG) oxidadas
(GHEZZI, 2005; HOLMGREN et al., 2005).

Os niveis de NADPH na matriz mitocondrial sdo mantidos pela atividade da
transidrogenase de nucleotideos de nicotinamida (RYDSTROM, 2006) e também
pela atividade da isocitrato desidrogenase (SAZANOV e JACKSON, 1994)
(Esquema 2). A atividade da transidrogenase promovera um transporte de prétons
para a matriz mitocondrial, gerando uma ligacdo direta entre o potencial de
membrana mitocondrial (AWy) com a capacidade redox (KOWALTOWSKI et al.,
2009).

No entanto, a substancia negra é rica em fons Fe?*, o que contribui para a
aceleracao da reagdo nao enzimatica de degradacédo do H»O, gerando o radical
hidroxila (H:0» + Fe?** > OH + ‘OH + Fe*), uma ERO altamente reativa
(KOOPMAN et al., 2010). Acredita-se que neurdnios dopaminérgicos também
estdo expostos a um estado constante de desbalanco redox, devido a formagéo de
0O27"/H202 como produto final do catabolismo da dopamina (GREENAMYRE et al.,
2001).
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ESPACO INTERMEMBRANAS _CuzZnSOD

Transidrog ase 1 .A Q .||'|_._ ‘ v
NAD" \ cl) g, 0. HO

Tioredoxina

b £ Catalase
redutase Catalase

H,0, =28y 1O+ 0,
Tioredoxina
peroxidase

TrxS

NADP NADPH H.0

GSH

Glutationa
peroxidase

Isocitrato

G tior
desidrogenase Glutationa

redutase

GSSG

alfa-cetoglutarato  Isocitrato  NaDP! H,0

Esquema 2. Metabolismo mitocondrial de espécies reativas do oxigénio. A redugio
monoeletrénica do oxigénio molecular (O,) dara origem ao anion superdxido (O,") pelos complexos
I, I e lll. O superéxido formado sofrera dismutagao pelas superéxido dismutases presentes no
espaco intermembranas (CuZnSOD) e na matriz mitocondrial (MnSOD), gerando peroxido de
hidrogénio (H.0O,). O H,O, podera ser removido pela catalase, tioredoxina peroxidase ou glutationa
peroxidase. A atividade da glutationa e tioredoxina peroxidase sdo dependentes de glutationa
reduzida (GSH) e tioredoxina reduzida (TRxSH), respectivamente. As glutationa e a tioredoxina
redutases sao responsaveis pela redugdo da glutationa e tioredoxina oxidadas (GSSG e TrxS-,
respectivamente), as custas de NADPH como fonte doadora de elétrons. Os niveis de NADPH séo
mantidos pela atividade da transidrogenase de nucleotideos de nicotinamida. A isocitrato
desidrogenase também € uma importante fonte de redugdo de NADP na matriz mitocondrial. Fonte:
Adaptado de Kowaltowski et al.(2009).

Na DP ha um aumento da agregacao protéica, devido a diminuicao da
atividade do sistema proteassoma ubiquitina (SCHAPIRA, 2008). Esta alteracao
também é acompanhada de danos oxidativos a constituintes celulares como
proteinas, lipideos e DNA, levando a disfungbes celulares e morte celular
(TRETTER, SIPOS e ADAM-VIZI, 2004).
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2. Objetivo

O objetivo geral dessa Dissertacao foi avaliar e caracterizar o impacto de
uma inibigdo parcial do Complexo | mitocondrial pela toxina rotenona no consumo
de oxigénio (O2) e na producdo de peroxido de hidrogénio (H20,), nos estados
respiratérios de fosforilagdo oxidativa (estado 3) e no estado de repouso (estado
4). Como forma de abordar esta questédo, utilizamos mitocondrias isoladas de
cérebro de ratos com diferentes idades (3-4 meses e 24 meses), preparacdes
enriquecidas de mitocéndrias sinapticas e nao-sinapticas e sinaptossomas

intactos.
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ABSTRACT

The aim of this work was to characterize the effects of partial inhibition of respiratory
complex | by rotenone on H,O, production by rat brain mitochondria in different respiratory
states. Flow cytometric analysis of membrane potential in isolated mitochondria indicated
that rotenone leads to uniform respiratory inhibition when added to a suspension of these
organelles. When mitochondria were incubated in the presence of a low concentration of
rotenone (10 nM) and NADH-linked substrates, oxygen consumption was reduced from
45.9 +1.0t0 26.4 + 2.6 nmol O, mg” " min™ and from 7.8 + 0.3 t0 6.3 + 0.3 nmol O, " mg"
“min” in respiratory states 3 (ADP-stimulated respiration) and 4 (resting respiration),
respectively. Under these conditions, mitochondrial H,O, production was stimulated from
12.2 £ 1.11t021.0 = 1.2 pmol H,O, "mg™ - min™ and 56.5 + 4.7 to 95.0 + 11.1 pmol H,0, -
mg™' - min™ in respiratory states 3 and 4, respectively. Similar results were observed when
comparing mitochondrial preparations enriched with synaptic or nonsynaptic organelles or
when 1-methyl-4-phenylpyridinium ion (MPP*) was used as a respiratory complex |
inhibitor. Rotenone-stimulated H,O, production in respiratory states 3 and 4 was
associated with a high reduction state of endogenous nicotinamide nucleotides. In
succinate-supported mitochondrial respiration, where most of the mitochondrial H,O,
production relies on electron backflow from complex Il to complex |, low rotenone
concentrations inhibited H>O, production. Rotenone had no effect on mitochondrial
elimination of micromolar concentrations of H,O,. The present results support the
conclusion that partial complex | inhibition may result in mitochondrial energy crisis and
oxidative stress, the former being predominant under oxidative phosphorylation and the

latter under resting respiration conditions.

Keywords: Brain mitochondria; Parkinson’s disease; reactive oxygen species; respiratory

chain; rotenone.
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INTRODUCTION

Parkinson's disease (PD) is characterized by a preferential and progressive loss of
midbrain dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta [1]. Postmortem
studies of patients who died with apparently sporadic PD have provided evidence that this
brain region displays a pronounced deficiency of mitochondrial respiratory chain complex |
[2, 3]. Complex | deficiency has also been found in skeletal muscle, platelets and
lymphoblasts of PD patients [4, 5]. This mitochondrial alteration may be the consequence

of high levels of somatic mutations in mitochondrial DNA in PD patients [6, 7].

The importance of complex | deficiency in PD pathology is attested to by the fact
that humans exposed to 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP)