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RESUMO

O oxido nitrico (NO°®), dependendo de sua concentragdo, pode tanto
proteger quanto estimular a transicao de permeabilidade mitocondrial (TPM), uma
condigao que pode resultar em morte celular. O NO® modifica reversivelmente os
grupamentos SH-, formando S-nitrosotiol, em proteinas envolvidas na formacao do
poro de transicdo de permeabilidade (PTP). Foi recentemente mostrado que as
mitocdndrias de camundongos hipercolesterolémicos por knockout do receptor de
LDL (LDLr -/-) apresentam menor capacidade de manter NADPH reduzido,
principal poder redutor mitocondrial, do que as mitocondrias de camundongos
selvagens. Essa condigcdo pode favorecer a formacao de peroxinitrito a partir de
superéxido e NO® em mitocondrias dos animais hipercolesterolémicos. O objetivo
deste trabalho foi avaliar se o efeito do NO* sobre a TPM em mitocondrias de
figado é dependente da hipercolesterolemia e/ou da atividade da NADP-
transidrogenase (NNT). Para tanto, mitocondrias de figado foram isoladas de 3
linhagens de camundongos: C57BL/6/JUnib (camundongo controle wild type),
C57BL6/J/LDLr-/- (deficiente do receptor de LDL e da NNT) e C57BL/6J (deficiente
somente de NNT). A TPM (determinada por inchamento e capacidade de retengéo
de célcio da organela), o estado redox de NAD(P) (fluorimetria) e a respiracao
(consumo de oxigénio) foram analisados na presenca e auséncia de L-NAME
(inibidor da NOS), cPTIO (sequestrador de NO°), spermine NONOate (doador de
NO*) e spermine (poliamina). Os valores de respiragdo no estado de fosforilagao
(V3) foram significativamente diminuidos (p<0,05), tanto por cPTIO (10-20%)
quanto por L-NAME (5-15%) em todos os grupos de mitocéndrias. A
susceptibilidade a TPM e o estado redox de NAD(P) ndo foram alterados por
cPTIO ou L-NAME em todos os grupos. O doador de NO® spermine NONOate
promoveu efeito inibitdrio da respiracdo de maneira dose-dependente. O composto
spermine resultou em maior protecao (30-60%) contra TPM do que o spermine
NONOate (15-25%), indicando que o NO® colabora para abertura do PTP.
Portanto, conclui-se que: 1) NO® diminui respiragdo mitocondrial e aumenta a

suscetibilidade a TPM e, 2) nem a hipercolesterolemia por deficiéncia do receptor
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de LDL, nem a deficiéncia de NNT alteraram as respostas mitocondriais ao NO°,

incluindo a suscetibilidade a TPM.
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Abstract

Nitric oxide (NO®) can either protect or stimulate mitochondrial permeability
transition (MPT), a condition related to cell oxidative stress and death, via
reversible formation of S-nitrosothiols and the permeability transition pore (PTP). It
was previously shown that hypercholesterolemic LDL receptor knockout mice
(LDLr-/-) mitochondria present lower capacity to sustain reduced NADPH than the
wild type mice. This condition may favor peroxynitrite generation from NO- plus
superoxide in LDLr-/- mitochondria. The aim of the present study was to clarify
whether NO® effect on the MPT in mice liver mitochondria is dependent of
hypercholesterolemia and/or NADP-transhydrogenase (NNT) activity. Liver
mitochondria were isolated from C57BL6/Uni (wild type control mice),
C57BL6/J/LDLr-/- (deficient in both LDL receptor and NNT) and C57BL/6J
(deficient in NNT only). MPT (measured as mitochondria swelling and calcium
retention capacity), NAD(P) redox status (fluorimetry) and respiration (oxygen
consumption) were analyzed in the presence or absence of L-NAME (NO®
synthase inhibitor), cPTIO (NO* scavenger), spermine NONOate (NO* donor) and
spermine (polyamine). Mitochondrial phosphorylating respiration rates were slightly
but significantly (p<0.05) decreased by either cPTIO (10-20%) or L-NAME (5-15%)
in all groups. Neither cPTIO nor L-NAME changed the susceptibility to MPT and
the redox status of mitochondrial NAD(P). The NO® donor spermine NONOate
induced a dose-dependent inhibition of mitochondria respiration in all groups.
Spermine alone caused a stronger protection (30-60%) against MPT than
spermine NONOate (15-25%), indicating that NO*® contributes to the PTP opening.
In conclusion: 1) NO® decreases mitochondrial respiration and increases
susceptibility to MPT; 2) neither hypercholesterolemia (LDL receptor deficiency)
nor NNT deficiency change mitochondrial responses to NO® levels, including

susceptibility to permeability transition.
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1.1. Bioenergética mitocondrial

Mitocondrias sao organelas celulares responsaveis pela conversdao de
energia de reacdes de éxido-reducao para energia quimica (ATP) utilizavel em
todos os processos vitais de células aerdbicas. Este processo € denominado de
fosforilagcdo oxidativa e envolve uma série de complexos transportadores de
elétrons e a enzima ATP sintase localizados na membrana mitocondrial interna
(Nicholls e Ferguson, 2002).

Somente em 1948, Hogeboom, Schneider e Palade conseguiram isolar
mitocdndrias intactas de figado de rato através de centrifugacdo diferencial
(Lehninger, 1964). Varios estudos foram feitos no sentido de entender o
mecanismo responsavel pelo acoplamento entre a respiracéo e a sintese do ATP
e apenas em 1961, o bioquimico inglés Peter Mitchell propés a teoria
quimiosmotica da fosforilagdo oxidativa, com base na constatacdo de que a
reducao do oxigénio molecular (O2) a agua (H2O) pela cadeia respiratéria gera um
gradiente de prétons (H+) entre a matriz mitocondrial e 0 espacgo intermembranas
(Mitchell, 1961).

A energia necessaria para a fosforilacdo oxidativa provém deste potencial
eletroquimico de prétons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o
0. a H>0. A cadeia respiratéria gera o potencial eletroquimico de prétons a partir
da energia armazenada nas coenzimas reduzidas pelo catabolismo de nutrientes.
Por sua vez este potencial constitui-se na forga motriz que é usada pela ATP
sintase, funcionando como uma bomba de prétons invertida, que promove a
reacao de fosforilagdo do ADP (Nicholls e Ferguson, 2002).

Elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH reduzidas durante a
oxidacao de carboidratos, aminoacidos e acidos graxos, séo transferidos a NADH
desidrogenase (componente do complexo |). O complexo | transfere seus elétrons
a forma oxidada da coenzima Q (UQ), gerando a forma reduzida desta coenzima
(UQH). Elétrons originados a partir do succinato passam para a UQ através do
complexo Il, resultando também na redugédo da coenzima Q. Outros substratos
passam elétrons para a cadeia respiratoria diretamente no nivel da ubiquinona. O
primeiro passo na oxidacao do acil-CoA graxo é catalisado pela flavoproteina acil-
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CoA desidrogenase, e envolve a transferéncia de elétrons do substrato para a
FAD desidrogenase, e em seguida para a flavoproteina transferidora de elétrons
(ETF), e finalmente para ETF ubiquinona oxidoredutase. Essa enzima transfere
elétrons para dentro da cadeia respiratéria pela ubiquinona reduzida. No musculo
esquelético e no cérebro, o glicerol 3-fosfato formado a partir do glicerol liberado
de triacilglicerol ou da diidroxicetona fosfato, € oxidado pela glicerol fosfato
desidrogenase. Essa enzima é localizada na face externa da membrana
mitocondrial interna, sendo mais um canal de elétrons para a cadeia respiratoria
por reduzir a ubiquinona. A UQH é entdo desprotonada, resultando na formacao
da espécie anidnica semiquinona (UQH®), a forma que doa elétrons ao citocromo
c. Existem dois conjuntos de UQH®, um na face citoplasmatica e outro na face
matricial da membrana mitocondrial interna, que quando oxidadas regeneram UQ
e doam elétrons para o citocromo c. Esse transfere elétrons a citocromo ¢ oxidase
(complexo V), responsavel pela transferéncia final de elétrons para o oxigénio,
resultando na geracéo de agua (Nicholls e Ferguson, 2002).

Segundo Mitchell (1961), a passagem de elétrons através da seqiéncia de
intermediarios redox da cadeia respiratéria gera um fluxo de H* da matriz
mitocondrial para o espago intermembranas, contra um gradiente eletroquimico. A
formacao deste potencial eletroquimico transmembréanico (A¥) € o elemento inicial
do acoplamento entre a oxidagao de substratos e a geracao de energia quimica. O
componente elétrico deste potencial atinge valores de aproximadamente -180 mV
no estado de repouso, enquanto o componente quimico oscila em até 1 unidade
de pH. A ATP sintase € constituida de duas regides distintas denominadas Fy,
soluvel e localizada na matriz mitocondrial e regido Fo, hidrofobica e inserida na
membrana mitocondrial interna. O fluxo de H* do espaco intermembranas de volta
a matriz através das subunidades Fo da ATP sintetase, desta vez a favor do

gradiente, permite a reacao de fosforilagdo do ADP (Figura 1).
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Figura 1: Versao simplificada da teoria quimiosmotica mitocondrial (Lehninger,Nelson e
Cox, 2004 modificado). Os elétrons do NADH e de outros substratos oxidaveis passam através de
uma cadeia de transportadores na membrana. O fluxo de elétrons é acompanhado pela
transferéncia de protons através da membrana mitocondrial, produzindo um gradiente quimico
(ApH) e elétrico (AW). A membrana mitocondrial interna é impermeavel aos prétons, os quais
podem reentrar na matriz através de canais especificos de prétons (Fo). A forga proton-motora que
impulsiona os prétons de volta para a matriz fornece a energia para a sintese do ATP, catalisada
pelo complexo F1 associado com Fo.

O trabalho de Mannella et al, 2001 levou a correta localizacdo dos
complexos da cadeia respiratéria e ATP sintase na membrana interna e
demonstrou que as invaginagdes da crista da membrana interna mitocondrial sao
pleomoérficas, ligadas através de estreitos segmentos tubulares de comprimento

variavel de uma superficie da membrana interna para outra (Figura 2).
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Figura 2: Imagem 3D obtida por tomografia eletronica de mitocondria isolada de figado de
rato. Membrana externa (OM), membrana interna (IM) e cristas (C). Os locais onde as setas nao
foram nomeadas apontam para regides de ligagdes tubulares estreitas da crista a periferia.
(Mannella, 2001)

1.2. Transporte de Ca®, estresse oxidativo e transicdo de permeabilidade

mitocondrial

O ion célcio (Ca?*) parece ser o principal agente estimulador da geragao de
radicais livres de oxigénio em mitocondrias (Cadenas e Boveris, 1980; Castilho et
al., 1995; Castilho et al., 1996; Kowaltowski et al., 1996 e 2001). Este cation é
transportado para o interior das mitocondrias por um processo eletroforético: o ion
positivo é atraido pelo potencial eletroquimico de prétons que deixa o lado interno
da membrana interna negativo, e é transferido através de uma proteina integral da
membrana interna com alta afinidade pelo cation (De Stefani, 2011).

A natureza molecular do canal transportador de Ca®** foi recentemente
descoberta (Baughman et al, 2011, De Stefani et al, 2011). Através de
comparacao de diversos genomas por bioinformatica e de técnicas de RNA de
interferéncia (RNAI), os autores identificaram as proteinas MCU (mitochondrial
calcium uniporter) e MICU1 (mitochondrial calcium uptake 1) (Mallilankaraman et
al, 2012).
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E bem estabelecido que o Ca®* é um agente sinalizador em sistemas
biolégicos e que existem sistemas complexos transportadores de Ca?* que
coordenam seu fluxo através de membranas intracelulares em resposta a sinais
celulares e extra-celulares (Berridge et al, 2003). Esta movimentagao do Ca®* é
direta ou indiretamente direcionada pela hidrolise de ATP, indicando que é um
processo altamente dependente do estado energético da célula (Glancy et al,
2012). Exemplo disto é que a deficiéncia nos mecanismos responsaveis pelo
suprimento de ATP leva & desregulagédo da sinalizagdo do Ca®* que compromete a
funcao celular (Hidalgo et al, 2008).

Em alta concentragdo, o Ca?* liga-se ao fosfolipideo cardiolipina na face
interna da membrana mitocondrial interna (Grijalba et al., 1999). A cardiolipina é
responsavel pela fixagdo de varias proteinas da cadeia respiratéria nessa
membrana e sua ligacdo com o fon Ca®* causa alteragdes da cadeia respiratéria
que facilitam a produgéo de superéxido (O2*), o qual é dismutado a perdxido de
hidrogénio (H20.) pela superéxido dismutase (SOD) (Halliwell 1999). Ao mesmo
tempo, 0 Ca®** desloca ions Fe** de seus sitios de ligagdo aumentando sua
concentracao livre na matriz mitocondrial (Castilho et al., 1995). Este estimula a
reacao de Fenton com producao do radical hidroxil (HO®), capaz de causar danos
em proteinas, lipideos e DNA mitocondrial (Halliwell 1999). O fosfato inorganico,
quando em altas concentragdes, realimenta o processo, pois estimula a formacéao
de espécies reativas a partir de aldeidos resultantes da peroxidacdo dos acidos
graxos poliinsaturados, e essas espécies multiplicam os danos a membrana
(Kowaltowski et al., 1996). Assim, a mitocéndria constitui-se em um dos principais
sitios de producédo de oxigénio reativo e, em condicbes de estresse oxidativo,
pode ser também o principal alvo dos danos causados por esses radicais.

O funcionamento da cadeia de transporte de elétrons que reduz
continuamente oxigénio para formar o potencial eletroquimico transmembrana de
prétons possui um importante efeito colateral para as células: a constante geracéao
de espécies reativas de oxigénio (EROs). Quando ocorre um aumento da
velocidade de producdo de EROs ou uma deficiéncia nos sistemas enzimaticos

responsaveis por sua detoxificagdo, tem-se uma condigdo caracterizada como
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estresse oxidativo (Sies, 1985). Nesta condicdo, ocorre o ataque e dano de varias
estruturas celulares por EROs (Sies e Cadenas, 1985). Normalmente, o oxigénio é
reduzido a 4agua na cadeia respiratéria mitocondrial em quatro passos
consecutivos de um elétron, pois o oxigénio molecular apresenta uma
configuragao triplete (Halliwell e Cross, 1994; Kowaltowski e Vercesi, 1999). A
citocromo ¢ oxidase € altamente especializada neste processo, sendo capaz de se
ligar fortemente ao oxigénio parcialmente reduzido, impedindo sua liberagdo antes
da obtengédo de sua reducao total (Turrens, 1997). Desse modo, a producao de
radicais superoxido (O,*) através da reducdo monoeletrénica do O, pela
citocromo c oxidase é praticamente inexistente. No entanto, 1-2% do O
consumido pela mitocondria é convertido a O.*" e conseqlientemente a H-O. em
passos intermedidrios da cadeia respiratéria mitocondrial (Boveris e Chance,
1973; Liu, 1997; Turrens, 1997). Esta producdo pode ocorrer principalmente no
complexo | (Turrens e Boveris, 1980) ou complexo Ill (Cadenas et al.,1977).

Como a geragao mitocondrial de O2* é um processo continuo e fisiolégico,
a mitocondria possui um eficiente sistema antioxidante, composto por enzimas
tiblicas, superdxido dismutase, glutationa, NADPH, vitaminas E e C (Sutton e
Winterbourn, 1989; Halliwell e Gutteridge, 1989; Watabe et al., 1997; Netto et al.,
2002). Além do sistema antioxidante, a mitocondria possui mecanismos que
promovem um leve desacoplamento entre a respiracao e a fosforilacdo oxidativa e
podem diminuir a geracdo de EROs (Skulachev, 1991). Entre eles estdo as
proteinas desacopladoras (UCPs - Klingenberg et al., 2001), o translocador de
nucleotideos de adenina (ANT - Samartsev et al., 1997) e os canais de K*
sensiveis a ATP (MitoKate - Ferranti et al., 2003). Eles promovem uma leve
diminuicdo do potencial eletroquimico suficiente para aumentar o consumo de O
e mudar o estado redox dos transportadores de elétrons da cadeia respiratéria
diminuindo a redugcdo monoeletrénica de oxigénio em estagios intermediarios da
cadeia de transporte de elétrons, principalmente nos complexos | e Il (Turrens,
1997).

Como a membrana mitocondrial interna é rica em proteinas, estas se

tornam um dos principais alvos das espécies reativas de oxigénio. O radical
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hidroxil, principalmente, oxida residuos -SH do aminoécido cisteina de proteinas
vizinhas, formando ligacdes dissulfeto (S-S) entre essas proteinas (Fagian et al.
1990), isso leva a transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) que define um
aumento da permeabilidade da membrana interna para ions e solutos com massa
molecular até 1500 Daltons causando o inchamento da matriz. A ocorréncia de
inchamento em mitocondrias isoladas é estritamente dependente do Ca?" da
matriz, da estimulagdo pelo Pi e &cidos graxos, inibicdo por Mg® e por
nucleotideos de adenina (Vercesi, 2006).

O envolvimento da TPM na morte celular foi postulado 25 anos atras
(Crompton e Ellinger, 1988). A TPM é um dos processos que permite a liberacao
de moléculas sinalizadoras de apoptose da mitocéndria para o citosol, sendo
assim um mecanismo pelo qual as mitocéndrias podem controlar a morte celular
(Skulachev, 1998).

O termo “transicao de permeabilidade” foi introduzido por Hunter, Haworth,
e Southard, 1976, que descreveram este fendmeno em mitocéndria de coracao.
Estes autores s&o responsaveis pela compreensdo fundamental de que a
transicdo de permeabilidade deve-se a abertura reversivel de um poro proteico na
membrana mitocondrial interna, o poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (PTP), cujo papel fisiolégico permaneceu indefinido por muito tempo
(Hunter, Haworth e Southard, 1976; Hunter e Haworth, 1979), (Figura 3).

A estrutura deste poro ainda é controversa. Dados da literatura sugerem
que pode ser formado por proteinas como o translocador de nucleotideos de
adenina, o canal voltagem dependente (VDAC), a ciclofilina D, os carreadores
aspartato-glutamato e de fosfato, hexoquinases entre outras proteinas (Lemasters
et al 2009).

A permeabilizacdo gerada € inibida pelo imunossupressor ciclosporina A
(CsA) (Broekemeier et al., 1989 Crompton e Costi, 1988), que se liga a proteina
ciclofilina D, componente essencial do agregado proteico que forma o PTP, e
previne sua abertura. A permeabilizacdo pode ser parcialmente revertida, logo
apés o inicio do processo, pela adicdo de quelantes de Ca?* ou de redutores que
evitam a oxidacdo de grupos protéicos tidlicos (-SH) (Kowaltowski e Vercesi,
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1999). A formacdo do PTP pode ser estimulada por compostos capazes de
aumentar o estresse oxidativo mitocondrial: fosfato inorganico (Rossi e Lehninger,
1967), oxidantes de nucleotideos de piridina (Lehninger e col., 1978); e de

grupamentos tidlicos (Fagian et al 1990).
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Figura 3: Modelo proposto para expllcar a formacao do poro de transicao de permeabilidade
mitocondrial induzida por ions de Ca* e EROs. Actimulo de EROs mitocondrial causa TPM. A
cadeia respiratoria, inserida na membrana mitocondrial interna, constantemente gera pequenas
quantidades de radical O,". Estes radicais sdo normalmente removidos por uma SOD dependente
de Manganés (MnSOD), que promove a geragao de H,O,. O H,O, é entédo reduzido a H,O pela
glutationa peroxidase (GPy), peroxirredoxina (Prx) ou catalase (em mitocondria de coragao).
Glutationa (GsH), oxidado pela GP,, e TSH, oxidado pela TP,, sdo recuperados pelo sistema
enzimatico glutationa e tioredoxina redutase (GR e TR), que utilizam NADPH como doador de
elétrons. NADH, que esta presente em quantidades reguladas pela respiracao, reduz entao NADP+
usando NAD(P)-transidrogenase (NNT). Quando a geragédo de O, aumenta na presenga de ca®e
Pi, e/ou os mecanismos de remocao de H,O, estdo inativados, o H,O, acumula-se na presenca de

e”", gerando radical OH® que é altamente reativo. OH* oxida grupos tidlicos (-SH) da membrana
mitocondrial interna, levando a formagéo e abertura do PTP. Alternativamente, OH® pode promover
permeabilizacdo da membrana através da peroxidacao lipidica, um processo fortemente
estimulado por Pi (modificado de Kowaltowski et al., 2001).
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1.3. Hipercolesterolemia e deficiéncia de NADP-transidrogenase

Doencas metabdlicas, inflamatérias e degenerativas tém sido associadas
com disfungcado mitocondrial, uma vez que essa organela além de ser responsavel
por diversas vias metabdlicas, € um importante sitio intracelular de producao de
EROs (Boveris e Chance, 1973) e também um alvo de dano oxidativo
(Kowaltowski, et al., 2001).

Uma implicacdo direta da disfuncao mitocondrial na aterogénese foi
sugerida em trabalhos que descreveram acumulo de mutagdes do DNA
mitocondrial em artérias lesadas de camundongos hipercolesterolémicos e artérias
e coragcdes de pacientes com aterosclerose (Ballinger, Patterson et al., 2002,
Corral-Debrinski, Shoffner et al., 1992).

Trabalhos deste laboratério tém mostrado a relevancia da participacédo
mitocondrial no desequilibrio redox observado em animais hipercolesterolémicos
por knockout do gene do receptor de LDL (LDLr") (Oliveira, et al 2005, Paim, et al,
2008). Mitocdndrias isoladas de figado, coragédo e cérebro, e também células
mononucleares isoladas do bago desses animais apresentam uma producao
aumentada de EROs em comparacdao aos camundongos controle. O acumulo de
EROs na mitocondria deveu-se a diminuicdo do poder redutor do NADPH,
responsavel por re-reduzir o sistema enzimatico antioxidante dessa organela. Isso
também explica a maior susceptibilidade a TPM verificada nestes animais. A
hipétese proposta foi de que a diminuicdo do contetdo de nucleotideos reduzidos
nas mitocondrias dos animais LDLr" era resultante do aumento de seu consumo
pela elevada taxa de lipogénese nos hepatdcitos, uma vez que essas células ndo
captam adequadamente colesterol exdégeno (Gaylor, 2002), Figura 4. Porém
estes animais hipercolesterolémicos, além desta deficiéncia do receptor de LDL
também possuem uma mutacado espontanea no gene da NADP-transidrogenase
(Nnt). A NNT é uma proteina integral da membrana interna mitocondrial com
atividade enzimatica envolvida na homeostase redox mitocondrial, reduzindo
NADP* as custas de oxidacdo de NADH e da entrada de prétons na matriz
mitocondrial (Rydstrém, 2006).
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Os camundongos hipercolesterolémicos apresentam a mutacdo da NNT porque a
manipulagdo genética para nocautear o gene do receptor da LDL foi feita no
background C57BL6/J proveniente do Jackson Laboratory em principios da
década de 90. (http:/jaxmice.jax.org/strain/000664.html; acessado em 10 de
Dezembro de 2013). Em 2005, Toye et al. descreveram a mutacdo da NNT nos
C57BL6/J, cuja ocorréncia estima-se ter ocorrido entre o final da década de 70 e
inicio dos anos 80. Esta mutacao acarreta perda de funcao da NNT e consequente
perda da capacidade de regulacdo do estado redox de NADP e glutationa, e da
degradacao de H»O, (Ronchi et al 2013).

Oxidagao
de LDL

¢ Mitocondrial *:
|
9 |
I Lipogénese |4—— NADPH Morte
Celular

— NADPL
| .

Figura 4: Diagrama do modelo proposto para explicar o estresse oxidativo mitocondrial em
células deficientes do receptor da LDL. LDL: lipoproteina de baixa densidade; VLDL:
lipoproteinas de densidade muito baixa; EROs: espécies reativas de oxigénio (modificado de
Oliveira, Cosso et al., 2005).
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1.4. Oxido Nitrico e Mitocéndrias

O oxido nitrico (NO®) é um radical livre gasoso, produto da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS) a partir da oxidagao do nitrogénio da guanidina terminal da L-
arginina formando NO* e L-citrulina. O NO* é considerado um mensageiro intra e
intercelular envolvido na regulacdo de diversos processos fisioldgicos tais como
neurotransmissao, resposta imune, ciclo celular, etc. (Ignarro, 1999; Moncada e
Bolanos, 2006).

Este radical tem agcédo sobre a homeostase vascular, como por exemplo:
controle do tbnus vascular e pressdo sanguinea, repressdao de resposta
inflamatéria (inibicao de adesao de leucdcitos), inibicao de coagulacao (inibicao da
agregacao plaquetaria), inibicdo de proliferacdo de células musculares lisas, etc..
(Schulman, Zhou, et al. 2005; Duvall 2005).

Existem trés isoformas documentadas da enzima NOS em humanos e
outros organismos (lgnarro, 1999). Duas dessas isoformas sao constitutivamente
expressas: NOS neuronal (nNOS, também conhecida como NOS-1), e a NOS
endotelial (eNOS ou NOS-3). Ambas sdo reguladas pelo Ca?*, calmodulina e por
modificacées pds-traducionais. A terceira isoforma € a NOS induzivel (iNOS ou
NOS-2), sua expressao € regulada principalmente por estimulos provenientes de
citocinas e resulta em producao de grandes quantidades de NO°®, muito maiores
que aquelas produzidas pelas duas isoformas anteriores (Alderton, Cooper et
al.,2001). Todas essas isoformas sdo dependentes de Ca?* (exceto a iINOS) e
requerem varios co-fatores para seu funcionamento, como a tetrahidrobiopterina
(BH4), NADPH, flavina adenina dinucleotideo (FAD) flavina mononucleotideo
(FMN) e calmodulina (Alderton, Cooper et al., 2001) (Figura 5).

Na ultima década tém sido apresentadas evidéncias da existéncia de uma
NOS propria da mitocondria (mtNOS) (Giulivi, 2007; Navarro e Boveris, 2008) e
de que a mitocdndria € uma fonte geradora de NO® (Bates, Loesch et al., 1995;
Frandsen, Lopez-Figueroa et al., 1996; Kobzik, Stringer et al., 1995).
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Figura 5: reagao de formagao de NO® realizada pela NOS.

O debate e as controvérsias sobre a existéncia de mtNOS deve-se ao fato
de que as técnicas de isolamento mitocondriais geralmente resultam em uma
fracdo que contém também outros constituintes celulares, que podem permanecer
como contaminantes, mesmo quando sao realizados passos adicionais de
purificagdo (Reinhart et al, 1982). Muitos aspectos relacionados com a
identificacdo, sublocalizacao celular, regulacdo e fisiopatologia desta possivel
mtNOS foram abordados em varios artigos de revisdo (Brookes et al 2004,
Ghafourifar et al, 2005, Haynes, 2004, Villanueva e Giulivi, 2010).

A NOS pode produzir também o anion O™ (Wever, Luscher et al., 1998;
Tiefenbacher, 2001), como por exemplo na presenca de concentracdes baixas de
substrato ou de co-fatores. Na deficiéncia de L-arginina e/ou BH4, a atividade da
NOS passa a ser chamada de “desacoplada” ou “disfuncional” e ocorre produgao
de Oy" (Pou, Pou et al, 1992; Stroes, Hijmering et al., 1998; Vasquez-Vivar,
Kalyanaraman 18 et al.,, 1998; Xia, Tsai et al., 1998). A capacidade da NOS de
produzir O2™ foi primeiramente demonstrada com a nNOS e depois estendida para
a eNOS (Schmidt, Werner et al., 1992; Mayer e Werner, 1995).

Além de ser gerado pelas isoformas da NOS, o NO® pode ser gerado a
partir de nitrito (NO>") e nitrato (NOg3') inorganicos da dieta (Lundberg et al, 2009)
(Esquema 1).
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O NO’ em quantidades elevadas, pode inibir a respiracdo mitocondrial e a
sintese de ATP em uma variedade de sistemas biolégicos, por inibicdo competitiva
com a citocromo oxidase pelo oxigénio (GMPc-independente) (Moncada e
Bolanos, 2006).

Estudos mostraram que o NO' gerado pela eNOS tém um papel na
biogénese mitocondrial dependente de GMPc. Animais com deficiéncia de eNOS
exibiram numero reduzido de mitocondrias (Nisoli, 2003).

Além disso, a crénica exposicdo a altos niveis de NO" diminui a atividade
dos complexos respiratorios I, Il e IV, e aumenta os niveis celulares de S-
nitrosotiéis (Ramachandran, Ceaser et al., 2004). Utilizando S-nitrosotiois
exogenos, Prime et al (2009) demonstraram que S-nitrosilagcdo do complexo | esta
associada com baixa respiracao mitocondrial.

NO’, nitrosotidis e peroxinitrito (ONOO’) podem, variavelmente, inibir ou
promover a abertura do PTP, e consequentemente interferir no processo de morte
celular. Quando em baixas concentragdes (~10 nM) o NO' inibe a abertura do PTP
induzida por calcio em mitocondrias de figado de ratos (Leite et al, 2010),
enquanto que em concentracdes supra-fisiologicas (> 2 uM) este processo é
acelerado (Brooks, Salinas et al, 2000). Neste caso, o excesso de NO’ pode ter
gerado ONOO, o que ja foi demonstrado anteriormente induzir TPM e
peroxidagéo lipidica, independente de acumulo de célcio mitocondrial (Gadelha et
al., 1997).

A interacdo de proteinas mitocondriais e lipidios com ONOO™ em niveis
elevados causa dano oxidativo (Radi et al. 2002; Valez et al. 2013). Em particular,
a interacdo de ONOO™ com compostos no interior da membrana mitocondrial,
produz forte inibicdo do consumo de oxigénio dependente dos complexos | e Il
(Cassina e Radi. 1996; Radi et al. 1994).

Devido a dificuldades técnicas de se quantificar o NO* em sistemas
bioldgicos, muitos estudos sobre 0 NO® sdo baseados no uso de inibidores da
NOS (Griffith e Kilbourn,1996) ou doadores e sequestradores de NO’ (Brookes,
2004). Como exemplo, o sequestror de NO' cPTIO promove inibicdo do fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF) em ensaios in vitro (Akaike et al.,
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1993), alteracbes no ciclo celular, estresse oxidativo e apoptose em células
pulmonares (Janssen et al., 1998). Este composto reage com NO® formando NO,

e carboxy-PTI (Figura 6).
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Figura 6: reacdo entre cPTIO e NO°.

Ha uma grande disponibilidade de inibidores das NOS descritos na
literatura e em uso principalmente como ferramenta farmacoldgica. Dentre esses,
0s mais comumente usados sdo o NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), o
NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), e o NG-nitro-L-arginina (L-NNA). Estes
inibidores competem pelo mesmo sitio de ligacdo com o substrato L-arginina,
embora eles variem em sua interacdo com as NOS em diversos aspectos:
diferentes sitios de ligacao, diferentes constantes de afinidade, dependéncia de
substrato e mecanismo de inibicao (Alderton, Cooper et al., 2001).

Observagdes recentes deste laboratério indicam que os inibidores da
sintese de NO" aumentam a predisposicdo a abertura do PTP in vivo e in vitro em
animais controles (Leite et al., 2010) enquanto promovem protecdo contra a
abertura deste poro em animais LDLr-/-. A interpretacdo dada € que em
concentragdes fisiolégicas o NO protege grupamentos -SH de proteinas da
membrana mitocondrial interna contra oxidacao (por gerar grupos S-nitrosotibis) e
assim contra a abertura do PTP. Nos animais hipercolesterolémicos, onde existe
uma condicdo de estresse nitrosativo associado a uma maior predisposicao a
abertura do PTP, provavelmente mediada pelo excesso de ONOO', a inibicdo da
sintese de NO’ protege contra a TPM.

Varios compostos doadores de NO podem ser utilizados em caso de
redugdo da biodisponibilidade deste radical. Diazeniodiolatos, comumente
conhecidos como NONOatos, tém sido largamente utilizado na pesquisa
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biomédica devido a sua habilidade de liberar NO* espontaneamente sob condicdes
fisiologicas. Como mostrado por West et al (2008), o composto spermine
NONOate (Figura 7) preveniu a TPM em mitocondrias de coracdo de
camundongos C57BL/6 (2,2 mM)). Brookes et al (2000) também utilizou o
spermine NONOate que inibiu o inchamento de mitocondrias de figado de rato (2,2
mM)

|
HPNWNMTMNHE

H

Figura 7: estrutura quimica spermine NONOate.

A poliamina spermine (Figura 8), controle do spermine NONOate, também
pode ter efeito na TPM (Battaglia et al, 2012).

H
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H

Figura 8: estrutura quimica spermine=
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2. OBJETIVOS

51




52



2.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar se o efeito do NO® sobre a TPM em mitocondrias de figado de

camundongo esta associado a hipercolesterolemia e/ou a atividade de NNT.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do inibidor da Oxido nitrico sintase (L-NAME), do
sequestrador (cPTIO) e do doador de NO (spermine NONOate) sobre fungdes de
mitocbndrias isoladas de figado de camundongos hipercolesterolémicos
C57BL6/J/LDLr-/- (deficientes do receptor da LDL e da NNT), C57BL/6J
(deficientes de NNT) e C57BL/6/JUnib (controle wild type), especificamente:

1- respiracao mitocondrial;
2- estado redox dos nucleotidios de piridina (NAD(P)H);
3- susceptibilidade a transicdo de permeabilidade mitocondrial induzida
por calcio:
- variacao do potencial de membrana;
- captacdo e retencdo de Ca?*;

- inchamento mitocondrial;
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Animais de experimentacao — Foram utilizados camundongos
hipercolesterolémicos por inativacdo do gene do receptor de LDL (C57BL6/J/LDLr-
/-) que também possuem delecdo de NADP-transidrogenase (NNT), C57BL6/J
(NNT mutada), C57BL6/JUnib (wild type, NNT intacta), sendo os 2 primeiros
provenientes do laboratério Jackson (Bar Harbor, ME) e mantidos no biotério
central da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Bioldgica), em salas climatizadas em 22+1 °C com ciclo claro-
escuro de 12 horas, com acesso a dieta padrao (Nuvital CR1, PR, Brasil) e agua a
vontade.

Camundongos machos de 2 a 4 meses de idade foram utilizados para o
isolamento de mitocdndrias deste estudo. Os procedimentos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
de Campinas — CEUA/IB/UNICAMP Comissao Interna de Biosseguranca (CIBio),
IB, UNICAMP (protocolo n° 2556-1 de 2011).

Para facilitar a nomenclatura, denominamos os grupos de camundongos de
Hipercol (C57BL6/J/LDLr-/-), Jackson (C57BL/6J) e Unib (C57BL/6/JUnib).

3.2. Dosagem de colesterol e triglicérides plasmaticos - O colesterol
total e triglicérides plasmaticos foram determinados utilizando método enzimatico-
colorimétrico (kits enzimaticos Roche — Alemanha), conforme instrucbes do

fabricante.

3.3. Isolamento de mitocondrias de figado - As mitocondrias de figado
foram isoladas utilizando-se técnicas de centrifugacdo diferencial, segundo
Schneider e Hogeboom (1950), com algumas modificacbes: o animal foi
sacrificado por deslocamento cervical, o figado foi retirado, picotado e lavado em
Meio de isolamento | que contém sacarose 250 mM, EGTA 1 mM e HEPES 10
mM (pH 7,2). O tecido picotado foi colocado em homogenizador do tipo Potter com
Meio |, a suspenséo foi centrifugada por 10 min a 800 x g com aceleragéao e
desaceleracdao maxima. O sobrenadante foi separado e reservado em outro tubo e
o pellet foi ressuspenso novamente e centrifugado por 10 min a 800 x g, obtendo
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com isso uma quantidade maior de mitocdndria para realizar os experimentos.
Este segundo sobrenadante foi separado em outro tubo e juntamente com o tubo
ja reservado foram centrifugados a 7.750 x g por 10 min. Depois de desprezar os
sobrenadantes e soltar os pellets com um pincel fino, foi ressuspenso em 500 pL
de Meio Il (sacarose 250 mM, EGTA 0,3 mM e HEPES 10 mM (pH 7,2) e
novamente centrifugado por 10 min a 7.750 x g. O sobrenadante foi novamente
desprezado e o pellet foi lavado 3 vezes com 100 pL de Meio Il (mesma condicao
dos anteriores sendo este isento de EGTA) para lavar mitocondrias inviaveis e foi
resuspenso com 100 pl do Meio lll. Os procedimentos do isolamento foram
realizados a 4°C ou em gelo.

3.4. Determinacdo de proteina mitocondrial — A concentragcdo de
proteina das suspensdes mitocondriais foi determinada pelo método de biureto
(Gornall et al., 1949), modificado pela adicdo de colato 1% (Kaplan e Pedersen,
1983). O principio do método baseia-se na formacéo de ligacbes peptidicas com
ions cupricos, em meio alcalino, dando origem a um complexo com tonalidade
violeta. Inicialmente uma solugédo contendo os reagentes foram colocados em um
tubo de vidro com 1 cm de caminho Optico e lida 4 540 nm em um
espectrofotdmetro.

A absorbancia é considerada diretamente proporcional a concentracédo de
proteina na solugcédo analisada. Uma solugéo de albumina de soro bovino (BSA) a
1% foi utilizada como padrao.

3.5. Condicoes experimentais — Todos os experimentos foram realizados
em meio de reacéo padrao contendo sacarose 125 mM, HEPES 10 mM, KCL 65
mM, KHoPO4 2 mM e MgCL, 1 mM. Em todos os experimentos, o pH do meio de
reacao foi ajustado em 7,2 e a temperatura mantida em 28 °C com agitacao
constante. Como substratos respiratérios foram utilizados substratos para
complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM. Outros reagentes
e substratos adicionados estdo indicados nas figuras.
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3.6. Consumo de oxigénio mitocondrial — O consumo de O: por
suspensoes mitocondriais isoladas de figado (0,5 mg/mL) em meio de reacao
contendo EGTA 200 pM foi monitorado utilizando-se um eletrodo do tipo Clark
(Yellow Springs Instrument Co.) conectado a uma camara de vidro de 1,4 mL
equipada com agitador magnético. A concentracao inicial de oxigénio molecular no
meio de reacgao foi de 225 nmol/ml, a 28 °C (Robinson e Cooper, 1970).

A respiracao de fosforilacao (V3) foi obtida pela adicdo de 150 n moles/mL
de ADP. A respiracado de repouso (V4) é aquela observada apdés o término da
respiracao de fosforilagao. O controle respiratorio (CR) foi calculado como a razéo
entre as velocidades de respiracao nos estados 3 e 4. A razdo ADP/O indica o
namero de moléculas de ADP fosforiladas por atomo de oxigénio consumido,

como mostrado no esquema da Figura 9.

Mitocondria
ADP
100%

V3
2 Término do ADP
S rmino do
>
o

V4

Figura 9: Esquema ilustrativo para obtengc&o dos parametros

respiratorios.

3.7. Avaliacao do potencial elétrico de membrana mitocondrial (AW)
pelo método da safranina - A medida do potencial de membrana mitocondrial foi
determinada usando-se o indicador fluorescente safranina O, 5 uM (Figueira et al.,
2012). A fluorescéncia da safranina decresce progressivamente com sua adsorcao
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a membrana mitocondrial interna a medida que aumenta o potencial elétrico até
aproximadamente 170 mV. Usou-se espectrofluorimetro Hitachi F4500 (Hitachi,
Ltd., Tokyo, Japao) nos comprimentos de onda de excitagcao e emissao de 495 nm
e 586 nm, respectivamente, e fenda de 5 nm. A calibracao foi feita pela titulagéo
do potencial com a captagédo de potassio (K*) na presenga de valinomicina, em
meio de reacao isento de potassio e contendo sacarose 200 mM, HEPES 20 mM
pH 7,2, MgCl> 1,0 mM, EGTA 0,3 mM. KCI foi consecutivamente adicionado para
determinagées dos valores de potencial elétrico de membrana usando-se a
equacao de Nerst para as concentragdes finais de KCI (0,375 mM, 0,75 mM, 1,125
mM, 1,625 mM, 2,125 mM, 2,625 mM, 3,375 mM, 4,125 mM, 4,875 mM e 5,625
mM) seguidas de uma adicdo de FCCP 0,35 uM para dissipar totalmente o
potencial (Figura 10).
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Figura 10. Estimativa do potencial elétrico de membrana mitocondrial. Tragado
representantivo das alteragdes na fluorescéncia de safranina em resposta a titulagdo do potencial
elétrico, com adicdes de KCI, na presenca de valinomicina (Val) 40 ng/mL. KCI foi
consecutivamente adicionado para determinar o valor de potencial elétrico de membrana usando-
se a equacao de Nerst para as concentragdes finais de KCI (0,375 mM, 0,75 mM, 1,125 mM, 1,625
mM, 2,125 mM, 2,625 mM, 3,375 mM, 4,125 mM, 4,875 mM e 5,625 mM). Apéds as adicdes de KClI,
foi adicionado o proton6foro FCCP 0,35 uM para dissipar todo o potencial.

3.8. Captacao de calcio por mitocondrias - A captacdo de calcio por
mitocondrias isoladas foi monitorada segundo as variacoes de fluorescéncia de
Calcium Green™- 5N 0,1 pyM (Molecular Probes) em um espectrofluorimetro
Hitachi F4500 (Hitachi, Ltd., Téquio, Jap&o), operando com excitagdo e emissao
nos comprimentos de onda de 506 e 531 nm, respectivamente (Murphy et al.,
1996). As medidas comentadas nos Resultados foram realizadas utilizando-se o
tempo correspondente a metade da liberagao do calcio.
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A calibracao foi feita observando as alteracbes de calcium Green em
resposta a titulagdo de Ca®* e sua reversdo com adicdo de EGTA (Figura 11).

EGTA 5uM
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Figura 11: Efeitos de Ca®* e EGTA sobre a fluorescéncia de Calcium Green. Tracado
respresentativo das alteracdes de calcium Green em resposta a titulacdo com ion de Ca** e sua

reversdo com adicdes de EGTA. A fluorescéncia inicial aproximadamente 600 u.a. foi obtida com
meio de reagéo padrao contendo Ca?* na concentragdo aproximada de 15uM.

3.9. Medida de inchamento mitocondrial - As suspensdes mitocondriais
séo turvas e espalham a luz incidente. A luz espalhada é uma fungéo da diferenga
entre o indice de refragdo da matriz mitocondrial e do meio, e qualquer processo
que diminua esta diferengca ird diminuir a luz espalhada e aumentar a
transmitancia (Nicholls e Akerman, 1982). Assim, um aumento no volume da
matriz mitocondrial, associado com a entrada de solutos permeaveis, resulta numa
aproximagao entre o indice de refracdo da matriz e do meio de reagcdo com a
consequente  diminuicdo da luz espalhada. O  acompanhamento
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espectrofotométrico da reducao da absorbéancia a 520 nm (Vercesi et al., 1988) foi
feito em um espectrofotdmetro Hitachi U-3000 (Hitachi, Ltd., Téquio, Japao). As
medidas comentadas nos Resultados foram feitas determinando-se um tempo

para a medi¢ao das porcentagens de inibi¢ao.

3.10. Determinacao do estado redox dos nucleotidios de piridina
(NAD(P)H). - A oxidacao ou reducao de nucleotideos de piridina nas suspensdes
mitocondriais foram acompanhadas em um espectrofluorimetro Hitachi F-4500
(Hitachi, Ltd., Toquio, Japao) operando nos comprimentos de onda de excitagao e
emissdo de 366 e 450 nm, respectivamente (Vercesi, 1987). Calibracées foram
realizadas por meio de adi¢cdes de concentragdes conhecidas de NADH (Figura
12) ao meio de reacdo na auséncia de mitocondria € na presenga ou nao de
cPTIO.
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Figura 12: Calibracdo de NADH. Tracado representativo das alteragcdes de fluorescéncia em
resposta a adigdes de NADH 20 pM. Painel A: adicdes de NADH em 2 mL de meio de reagéo
padrdo sem adicdo de mitocondria. Painel B: adicbes de NADH em 2 mL de meio de reagéao
padrdo sem adicao de mitocdndria na presenca de cPTIO 100 uM.

64



3.11. Analise estatistica — Os dados experimentais foram analisados
utilizando-se os softwares GraphPad Prism versao 5.0 e SigmaStat 3.5. Os dados
foram submetidos ao teste One-way ANOVA seguido por teste de Bonferroni com
multiplas comparagbes. Os dados estdo representados como a média + erro
padrao (+ SEM) de pelo menos quatro experimentos independentes.

Consideramos significativo o valor de p <0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Niveis de colesterol e de triglicérides plasmaticos nos
camundongos estudados

A Figura 13 mostra os valores de colesterol e triglicérides plasmaticos nos
animais Hipercol (C57BL6/J/LDLr-/-), Jackson (C57BL6/J) e Unib (C57BL6/JUnib).
Os resultados obtidos mostram que os camundongos hipercolesterolémicos
apresentaram colesterol plasmatico significativamente aumentado, por volta de
270 mg/dl, em relac&o aos grupos Jackson e Unib,

Estes valores estdo de acordo com o que foi mostrado pelo Laboratorio
Jackson (http://jaxmice.jax.org/strain/000664.html; acessado em 10 de Dezembro
de 2013), onde os niveis de colesterol dos animais Hipercol, recebendo uma dieta
normal (padrdo do biotério), estdo entre 200 e 400 mg/dl, sendo que os valores
normais dos animais Jackson e Unib estao entre 80 e 100 mg/dl .

Os valores de ftriglicérides plasmaticos nao foram significativamente
diferentes e encontram-se dentro da faixa normal (entre 100 e 150 mg/dl).
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Figura 13. Determinacao de colesterol e de triglicérides plasmaticos em camundongos Unib,
Jackson e Hipercol. Painel A: colesterol plasméatico, Painel B: triglicérides plasmatico. N=30.
*p<0,05

70



4.2. Efeito de L-NAME e cPTIO sobre a respiracao mitocondrial

A Tabela | apresenta os dados sobre o consumo de O, na presenca de 2-
(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-l-oxyl-3-oxide (cPTIO) 100 pM,
um sequestrador de NO* e do composto NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME)
200 uM, um inibidor da NOS. Os valores de respiracao no estado de fosforilagao,
V3, estavam diminuidos (p<0,05) tanto por cPTIO (10-20%) quanto por L-NAME
(5-15%) em relacao a condicao controle, nas mitocondrias de todos os modelos de
camundongos (Hipercol, Jackson e Unib). Os demais parametros ndo foram

significativamente alterados por estes compostos.
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Tabela I: Efeito de L-NAME e cPTIO sobre a respiracao mitocondrial de figado de camundongos Unib, Jackson e Hipercol.

Unib Jackson Hipercol
(wild type) (delecao (delecao de LDLr e NNT)
de NNT)

Controle L-NAME cPTIO Controle L-NAME cPTIO Controle L-NAME cPTIO
V3
(nmol 43,35+0,77  36,06+1,05* 38,56+0,66* | 37,74+0,24  35,2+0,38* 34,66+0,31* | 39,56+2,77  33,54+0,47* 31,16+0,35*
O./mg/min)
V4
(nmol 7,92+0,14 6,80+0,29 8,67+0,12 8,71+0,12 8,80+0,24 8,86+0,16 8,36+0,54 7,7310,24 7,7210,10
O./mg/min)
ADP/O 2,25+0,00 2,27+0,04 2,32+0,04 2,19+0,01 2,26+0,02 2,19+0,02 2,22+0,02 2,14+0,04 2,17+0,03
CR
(V3/V4) 5,26+0,16 5,29+0,11 4,57+0,1 4,27+0,09 4,44+0,19 3,99+0,08 4,64+0,09 4,36+0,14 4,41+0,14

Mitocéndrias isoladas de figado de camundongos (0,5 mg/mL) foram incubadas em 1,4 mL de meio de reacdo padréo, pH 7,2, 28°C, contendo EGTA 200 uM e
substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM, e também na presenca de L-NAME 200 uM e cPTIO 100 uM, com adicdo de
ADP 150 uM nas trés condigbes. Os dados representam a média £+ SEM de n=4: *p<0,0001 (One-way ANOVA, teste post-hoc de Bonferroni).
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4.3. Efeito de cPTIO e L-NAME sobre a transicao de permeabilidade

mitocondrial

Dados da literatura mostram que o NO® pode ter duplo efeito sobre a
abertura do PTP (Whiteman et al., 2006; Dedkova e Blatter, 2009). Altas
concentragdes de NO® podem gerar ONOO™ que oxida grupamentos tidlicos de
proteinas mitocondriais envolvidas na formagdo do PTP (Dahm et al., 2006;
Quijano et al., 2006). Em concentragdes consideradas fisioldégicas, o NO® tem acéo
protetora contra abertura do PTP possivelmente por gerar nitrosotidis com
grupamentos - SH de proteinas da membrana mitocondrial interna e proteger
contra o ataque destes grupamentos por oxidantes como H.O,, OH® ou ONOO
(Brookes et al., 2000; Leite et al., 2010). Em concentracbes muito baixas ou na
auséncia de NO® ha maior susceptibilidade a abertura do PTP, possivelmente
devido a diminui¢do de nitrosotidis na membrana mitocondrial (Leite et al., 2010).

Considerando-se estes efeitos do NO® sobre o PTP, propusemos avaliar se
os compostos cPTIO ou L-NAME tém efeito sobre a TPM, para isso realizamos a
medida do potencial de membrana mitocondrial apds desafio com calcio, que foi
determinado usando-se o indicador fluorescente safranina O, 5 uM (Figueira et al.,
2012).

Os experimentos das Figuras 14 e 15 foram iniciados com as adigbes de
mitocondria. Inicialmente ocorreu uma rapida deflexdo do tragado, compativel com
a captacao da safranina devido a formacao do potencial de membrana. Quando ha
a dissipacao do potencial (abertura do PTP), a safranina é liberada da membrana
mitocondrial e volta para o meio aumentando assim o valor da fluorescéncia.

As Figuras 14A, B e C mostram que nos camundongos Unib, Hipercol e
Jackson nao houve diferenga no tempo de dissipacédo do potencial de membrana
induzido por célcio na presenga ou auséncia de cPTIO. Isto sugere que nestas
mitocdndrias os niveis de NO* enddgenos nao sao suficientes para gerar ONOO
que promove oxidacdo de grupamentos tidis seguido de abertura do PTP
(Gadelha et al. 1997).
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Quando os experimentos de potencial de membrana foram realizados na
presenca de L-NAME, como mostrado nas Figuras 15A, B e C, também néao
houve alteragbes nos tempos de dissipagdo do potencial de membrana induzido
por calcio em nenhuma das linhagens de camundongos estudadas (Hipercol,
Jackson e Unib). A sensibilidade a CsA, em todos os experimentos realizados,
confirma que a dissipagédo de AY era devido a abertura do PTP.

Rodrigues e colaboradores (2012) demonstraram que o cPTIO protegeu
contra a abertura do PTP em mitocondrias isoladas de figado de rato incubadas
na presenca do doador de NO’ nitrosyl ruthenium complex [Ru(NOz)(b-py)2(4-
pic)]". Neste caso, a abertura do poro era mediada pela formagdo de ONOO™ a
partir de NO’, fornecido pelo referido doador, e o O, gerado pela cadeia
respiratéria. Portanto, nos nossos experimentos, propomos que a quantidade de
NO’ enddégeno nao é suficiente para gerar ONOO- e abertura do poro, ndo sendo
assim sensivel a cPTIO e L-NAME.
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Figura 14. O sequestrador de NO® cPTIO ndo tem efeito sobre a dissipacdao do potencial
elétrico de membrana mitocondrial (AY) induzida por ions de Ca** em figado de
camundongos Unib, Hipercol e Jackson. Mitocondrias isoladas de figado de camundongos (0,5
mg/mL) foram incubadas em 2 mL de meio de reagao padrao, pH 7,2, 28°C, contendo substratos
para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM, safranina 5 pM e Ca®* 35
MM, na presenca de cPTIO 100 uM. Foram realizados também experimentos na presenca do
inibidor de TPM: ciclosporina A (CsA 1uM). Painel A: camundongos Unib, Painel B: camundongos
Jackson e Painel C: camundongos Hipercol. Figura representativa (n=4). Mit.= Mitocondria.
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Figura 15. O inibidor da NOS L-NAME nao tem efeito sobre a dissipacao do potencial elétrico
de membrana mitocondrial (A¥) induzida por ions de ca** em figado de camundongos Unib,
Hipercol e Jackson. Mitocéndrias isoladas (0,5 mg/mL) foram incubadas em 2 mL de meio de
reacdo padrao, pH 7,2, 28°C contendo substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-
cetoglutarato) 5 mM, safranina 5 pM e Ca®* 35 pM, na presenca de L-NAME 200 pM ou CsA 1pM.
Painel A: camundongos Unib, Painel B: camundongos Jackson, Painel C: camundongos Hipercol.

Figura representativa (n=4). Mit.= Mitocndria.



4.4. O estado redox de nucleotideos de piridina mitocondriais nos
animais estudados nao foi alterado na presenca de cPTIO ou L-NAME:
estudos com mitocéndrias isoladas de figado oxidando diferentes
substratos

Considerando-se a deficiéncia de atividade da enzima NAD(P)-
transidrogenase (NNT) nos camundongos Hipercol e Jackson, avaliamos o estado
redox dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H) em mitocndrias isoladas destes
animais comparados aos wild type Unib. Estes experimentos foram realizados
através do monitoramento das alteragcdes na fluorescéncia de NADPH endb6geno.
O estado reduzido méaximo foi obtido pela adicdo de isocitrato 1 mM.

Utilizando-se mitocondrias energizadas com succinato na presenca de
rotenona (para impedir a oxidacado de NADH pelo complexo ), observou-se que as
mitocbndrias dos camundongos Jackson e Hipercol exibiram uma queda
espontanea mais acentuada da fluorescéncia do que as de camundongos Unib
(Figuras 16 A, B e C, linhas pretas). A adicdo posterior de isocitrato levou ao
aumento na fluorescéncia (indicando re-redugdo de NADP*) nas mitocondrias dos
grupos Jackson e Hipercol. Os mesmos resultados foram obtidos quando
utilizados substratos de complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato)
(Figura 17 A, B e C, linhas pretas

Usando apenas substratos enddgenos (Figura 18), as mitocéndrias dos
camundongos estudados apresentaram comportamento similar ao ocorrido nos
experimentos acima, com a diferenca de que a adigao de isocitrato reduziu NADP™
mais lentamente que nos experimentos anteriores.

Em experimentos realizados na presenca de altas concentracdbes de
piruvato e malato (Figura 19), nenhuma das mitocondrias dos trés modelos de
camundongos exibiram oxidacdo espontanea de NAD(P)H. De acordo com isso,
ndo se observou efeito da adicdo de isocitrato. Na nossa interpretacdo, nestas
concentracdes altas de substratos ligados a NAD(P)H, o ciclo de Krebs gerou
isocitrato em niveis suficientes para manter NADP no estado reduzido por via
independente da NNT (Figura 19).
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Quando utilizados os compostos L-NAME (linhas vermelhas) e cPTIO
(linhas azuis), nas condigdes descritas acima, em nenhuma delas houve
alteragbes no estado redox dos nucleotideos de piridina destes animais. Os
experimentos e suas calibragbes com NADH mostram que a presenga de cPTIO
gera reducdo da intensidade de fluorescéncia deste nucleotideo (Figuras 16, 17,
18 e 19).
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FIGURA 16. O estado redox de nucleotideos de piridina mitocondriais nao foi alterado na
presenca de cPTIO e L-NAME em mitocondrias isoladas de figado de camundongos Unib,
Jackson e Hipercol incubadas com succinato e rotenona. Mitocéndrias isoladas (1 mg/ml)
foram incubadas em 2 mL de meio de reacédo padréo, pH 7,2, 28°C, contendo succinato 5 mM,
rotenona 5 uM e EGTA 200 pM, na presenca de cPTIO 100 uM ou L-NAME 200 uM. Isocitrato 1
mM foi adicionado onde indicado na figura. Painel A: camundongos Unib. Painel B: camundongos
Jackson. Painel C: camundongos Hipercol. Figura representativa (n=4). Mit.= Mitocondria.
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FIGURA 17. O estado redox de nucleotideos de piridina mitocondriais nao foi alterado na
presenca de cPTIO e L-NAME em mitocondrias isoladas de figado de camundongos Unib,
Jackson e Hipercol incubadas com substratos para complexo I. Mitocéndrias isoladas (1
mg/ml) foram incubadas em 2 mL de meio de reagdo padrao, pH 7,2, 28°C, contendo substratos
para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM, EGTA 200 uM, na presenga
de cPTIO 100 uM ou L-NAME 200 uM. Isocitrato 1 mM foi adicionado onde indicado na figura.

Painel A: camundongos Unib. Painel B: camundongos Jackson. Painel C: camundongos Hipercol.
Figura representativa (n=4). Mit.= Mitocondria.
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FIGURA 18. O estado redox de nucleotideos de piridina mitocondriais nao foi alterado na
presenca de cPTIO e L-NAME em mitocondrias isoladas de figado de camundongos Unib,
Jackson e Hieprcol incubadas somente na presenca de substrato endégeno. Mitocdndrias
isoladas (1 mg/ml) foram incubadas em 2 mL de meio de reagdo padrao, pH 7,2, 28°C, contendo
EGTA 200 pM, na presenga de cPTIO 100 pM ou L-NAME 200 pM. Isocitrato 1 mM foi adicionado
onde indicado na figura. Painel A: camundongos Unib. Painel B: camundongos Jackson. Painel C:
camundongos Hipercol. Figura representativa (n=4). Mit.= Mitocéndria.
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FIGURA 19. O estado redox de nucleotideos de piridina mitocondriais nao foi alterado na
presenca de cPTIO e L-NAME em mitocondrias isoladas de figado de camundongos Unib,
Jackson e Hipercol incubadas com malato e piruvato. Mitocdndrias isoladas (1 mg/ml) foram
incubadas em 2 mL de meio de reacao padrao, pH 7,2, 28°C, contendo malato 5 mM, piruvato 5
mM, EGTA 200 uM, na presenga de cPTIO 100 uM ou L-NAME 200 pM. Isocitrato 1 mM foi
adicionado onde indicado na figura. Painel A: camundongos Unib. Painel B: camundongos
Jackson. Painel C: camundongos Hipercol. Figura representativa (n=4). Mit.= Mitocondria.
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4.5. Efeito de spermine NONOate, spermine e cPTIO sobre a respiracao

mitocondrial

Os experimentos sobre transicdo de permeabilidade mitocondrial (Figuras
14 e 15) indicaram que as preparagcdes mitocondriais dos modelos de
camundongos usados neste trabalho ndo possuem NO® enddgeno em niveis
suficientes para gerar os resultados esperados, como em mitocéndrias de figado
de rato (Leite et al. 2010). Assim, nos experimentos mostrados na Figura 20 e
Tabelas Il, Il e IV estudamos os efeitos do doador de NO* spermine NONOate, do
sequestrador de NO® (cPTIO) e da poliamina spermine, sobre a respiracdao de
mitocondrias isoladas dos animais Hipercol, Jackson e Unib. Usou-se a poliamina
spermine como um controle uma vez que resultados prévios da literatura indicam
que este composto tem acdo direta sobre a TPM (Philips and Chaffee 1982;
Lapidus and Sokolove 1992, 1993, 1994; Tassani et al. 1995a, 1996; Sava et al.
2006)

A Figura 20 representa um experimento de respiracdo (consumo de
oxigénio) com mitocéndrias isoladas de figado de camundongos Unib,
exemplificando como os dados das Tabelas I, lll e IV foram obtidos.

Observa-se que concentracdes maiores que 20 uM (50 e 100 uM, Fig 20 C
e D), de spermine NONOate promovem inibicdo da respiracao de fosforilagdo
(V3). Esta inibicao foi revertida na presenca de cPTIO (Fig 20 E), comprovando a
acdo do spermine NONOate como gerador de NO® (Brown e Cooper, 1994;
Cleeter et al., 1994; Sarti et al., 2000; Giulivi et al., 1998; Rivera-Tirado et al.,
2011). Em contraste, a adicdo de spermine n&o alterou a respiracdo de
fosforilagdo (Fig 20 F), comprovando o efeito inibitério do NO® sobre as
respiragdes na presenca do doador de NO°, spermine NONOate, pois como
mostrado por Moncada e Bolanos (2006), o NO' compete com o O, pela citocromo
oxidase (complexo 1V), que catalisa a transferéncia de elétrons do citocromo ¢
reduzido para oxigénio molecular, inibindo assim a respiragao.

As Tabelas Il, lll e IV mostram as médias e os desvios padroes dos
resultados obtidos a partir da Figura 20. Nas mitocdndrias de todos os
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camundongos estudados, os valores da respiracdo foram significativamente
diminuidos por spermine NONOate 50 uM e completamente revertidos pela
presenca de cPTIO nos camundongos Unib, enquanto nos animais Jackson e
Hipercol as reversdes foram parciais.

Estes dados levaram a escolha da concentragdo de spermine NONOato
50uM, uma vez que foi obtido declinio da respiragdo sem prejudicar o transporte
de Ca®* (Figura 21, 22 e 23)
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Figura 20. Efeito de spermine NONOate, cPTIO e spermine sobre a respiracao mitocondrial
de figado de camundongos Unib. Mitocondrias de camundongos (0,5 mg/mL) foram incubadas
em 1,4 mL de meio de reacao padrdo, pH 7,2, 28°C, contendo EGTA 200 uM e substratos para
complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM na presenca de cPTIO, spermine
NONOate e spermine. ADP 150 pM, foi adicionado onde indicado. Os valores apresentados
indicam (*): V3 em nmolO,/mg/min e (*): V4 em nmolO2,/mg/min. Painel A: controle; Painel B:
spermine NONOate 20 pM; Painel C: spermine NONOate 50 uM; Painel D: spermine NONOate
100 uM; Painel E: spermine NONOate 50 uM e cPTIO 100 uM; Painel F:spermine 50 yM. Figura
representativa (n=1). Mit. = Mitocondria.
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Tabela II: Efeito de spermine NONOate 50 uM, spermine 50 uM e cPTIO 100 uM sobre a respiragdo mitocondrial de figado de

camundongos Unib.

UNIB
. Spermine
Controle cPTIO Spotine NONOate +  Spermine
cPTIO

V3 45,46+ 2,47 41,42 £1,39 9,96 £1,57* 45,20 £ 2,74 45,25 £ 3,77
(nmol Oy/ mg/min)
V4 8,89 £ 0,42 8,99 £ 0,27 7 £0,48% 10,82 + 0,49* 10,84 £ 0,27
(nmol Oy/ mg/ min)
ADP/O 2,43 £0,06 2,24 + 0,06 - 2,32 0,07 2,18 £ 0,04*
CR (V3/V4) 4,94 +0,13 4,60 + 0,06 1,84 £0,13* 4,26 £0,16* 4,23 +£0,21*

Mitocondrias isoladas (0,5 mg/mL) foram incubadas em 1,4 mL de meio de reagéo padrédo, pH 7,2, 28°C, contendo EGTA 200 uM e substratos
para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM e também na presenca de cPTIO 100 pM, spermine NONOate 50 pM e
spermine 50 uM, com adi¢cdo de ADP 150 uM em todas as condi¢des. Os dados representam a média + SEM de n=8:*p<0,05 (One-way ANOVA,

teste post-hoc de Bonferroni).
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Tabela lllI: Efeito de spermine NONOate 50 uM, spermine 50 uM e cPTIO 100 uM sobre a respiracao mitocondrial de figado de

camundongos Jackson

JACKSON
. Spermine
Controle cPTIO Pt NONOate +  Spermine
cPTIO

V3 43,73+ 0,97 37,71 £0,87* 10,38 + 0,92* 38,12+0,30* 39,84 £0,79*
(nmol Oo/ mg/min)
V4 9,17 £0,35 9,09 £ 0,21 7,35 +£0,6* 8,05 0,27 9,57 £ 0,40
(nmol Oy/ mg/ min)
ADP/O 2,54 + 0,08 2,20 +0,02* - 2,63 +0,02 2,26 + 0,05*
CR (V3/V4) 4,87 £0,12 4,00 +0,03* 2,11 £0,16* 4,56 + 0,09 4,70 +0,15

Mitocondrias isoladas (0,5 mg/mL) foram incubadas em 1,4 mL de meio de reagédo padrdo, pH 7,2, 28°C, contendo EGTA 200 uM e substratos
para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM e também na presenca de cPTIO 100 uM, spermine NONOate 50 pyM e
spermine 50 yM, com adigdo de ADP 150 uM em todas as condigdes. Os dados representam a média =+ SEM de n=8:*p<0,05 (One-way ANOVA,

teste post-hoc de Bonferroni).
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Tabela IV: Efeito de spermine NONOate 50 uM, spermine 50 uM e cPTIO 100 uM sobre a respiracao mitocondrial de figado

de camundongos Hipercol.

HIPERCOL
. Spermine
Controle cPTIO e ome NONOate +  Spermine
cPTIO

V3 42,55 + 1,81 31,63 +0,21* 8,13 +0,73* 37,85+0,18 37,41 £1,91*
(nmol Oo/ mg/min)
V4 8,9+0,90 7,60 + 0,02 6,49 +0,35* 8,56 +0,13 9,25 +0,77
(nmol Oz/ mg/ min)
ADP/O 2,23 +£0,08 2,17 £0,03 - 2,17 £0,03 2,40 £ 0,06
CR (V3/V4) 4,65 +0,19 4,18 £ 0,02* 1,71 £0,08* 4,31 £0,03 4,32 £0,14

Mitocdndrias isoladas (0,5 mg/mL) foram incubadas em 1,4 mL de meio de reagdo padréo, pH 7,2, 28°C, contendo EGTA 200 uM e substratos

para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM e também na presenga de cPTIO 100 uM, spermine NONOate 50 uyM e
spermine 50 uM, com adi¢do de ADP 150 uM em todas as condi¢des. Os dados representam a média £ SEM de n=8: *p<0,05 (One-way ANOVA,

teste

post-hoc
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4.6. Efeito de spermine NONOate e spermine sobre a transicao de
permeabilidade mitocondrial: captacdo e retencdo de Ca**

As Figuras 21, 22 e 23 mostram que a adicdo de mitocéndrias isoladas de
figado de camundongos Unib, Jackson e Hipercol, respectivamente, (0,5 mg/mL;
adicdo indicada por seta), causam decréscimo da fluorescéncia, devido a
captacdo do Ca®*" presente no meio de reagdo. Estas figuras mostram que o
doador de NO*® spermine NONOate na concentragao de 50 uM e a spermine 50 uM
aumentam a capacidade de retencdo mitocondrial de Ca®* nas mitocondrias dos
trés camundongos em aproximadamente 25 e 60%, respectivamente.

Os efeitos observados de inibicao da respiracao mitocondrial (Tabela Il, Il e
IV) e ndo alteracdo da capacidade de retencdo de Ca?* (Fig 21, 22, 23) estdo de
acordo com os resultados obtidos por David Nicholls (1978) que mostram que
apenas em condicdes em que 0s potenciais estdo abaixo de 130 mV ocorrem
alteracdes das propriedades de transporte de Ca®* em mitocdndrias. De acordo
com estes dados, nossos resultados demonstram que de fato as velocidades de
captacdo do cation sdo semelhantes em todas as condigdes: controle e na
presenca de spermine NONOate, spermine e CsA. No entanto, o periodo de inicio
de liberagdo de Ca?* foi postergado em cerca de aproximadamente 2 minutos por
spermine NONoate e 4 minutos por spermine. Como esperado, a CsA causou
protecdo total em todas as condigdes experimentais. Como a spermine € um
conhecido protetor da retencdo de Ca?* em mitocondrias (Philips e Chaffee 1982;
Lapidus e Sokolove 1992, 1993, 1994; Tassani et al. 1996; Sava et al. 2006),
acreditamos que a menor protecdo causada por spermine NONOate seja devido

ao efeito estimulador do NO* liberado sobre a abertura do PTP.
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Figura 21. O doador de NO® spermine NONOate e a poliamina spermine aumentam a
capacidade de retencdo mitocondrial de Ca** em camundongos Unib. Mitocondrias isoladas
(0,5 mg/ml) foram incubadas em 2 mL de meio de reacdo padrdo, pH 7,2, 28°C, contendo
substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM, ca* 35 uM,
Calcium Green™- 5N 0,1 uM, na presencga ou nao de spermine NONOate 50 uyM ou spermine 50
UM . Figura representativa (n=6). Mit = Mitocondria.
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Figura 22. O doador de NO® spermine NONOate e a poliamina spermine aumentam a
capacidade de retencdo mitocondrial de Ca* em camundongos Jackson. Mitocondrias
isoladas (0,5 mg/ml) foram incubadas em 2 mL de meio de reagao padrao, pH 7,2, 28°C, contendo
substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM, ca* 35 UM,
Calcium Green™- 5N 0,1 uM, na presenga ou nao de spermine NONOate 50 uM ou spermine 50
UM . Figura representativa (n=6). Mit = Mitocondria.
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Figura 23. O doador de NO® spermine NONOate e a poliamina spermine aumentam a
capacidade de retencdo mitocondrial de Ca®** em camundongos Hipercol. Mitocondrias
isoladas (0,5 mg/ml) foram incubadas em 2 mL de meio de reagao padréo, pH 7,2, 28°C, contendo
substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM, Ca®* 35 uM,
Calcium Green™- 5N 0,1 uM, na presenga ou nao de spermine NONOate 50 uM ou spermine 50
UM . Figura representativa (n=6). Mit = Mitocondria.
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4.7. Efeito de spermine NONOate, spermine e cPTIO sobre a transicao
de permeabilidade mitocondrial: inchamento mitocondrial

Nestes experimentos obervamos a diminuicdo da absorbancia em
decorréncia do inchamento mitocondrial, e podemos certificar que este processo é
devido a abertura do PTP por ser sensivel a CsA.

A Figura 24 mostra que em mitocéndrias isoladas de figado de
camundongos Unib, a spermine 50 uM protege contra o inchamento mitocondrial
reduzindo em cerca de 30% a susceptibilidade a TPM quando comparado ao
controle, enquanto o spermine NONOate 50 uM confere uma protecdo de apenas
16%, utilizando o tempo de 16 minutos para esta medicéo.

Utilizando mitocdndrias dos camundongos Jackson, observamos na Figura
25 resultados similares aos Unib, i.e., uma protecdo de 36% com spermine e de
17% com o spermine NONOate no tempo de 10 minutos de experimento.

Em mitocondrias de camundongos Hipercol, Figura 26, estes compostos
tiveram efeitos de menor intensidade. Realizando a medicdo no tempo de 10
minutos, obtivemos 16% de protecdo com a spermine e 9% com spermine
NONOate.

Os experimentos de inchamento mitocondrial das Figuras 24, 25 e 26,
indicam de forma complementar aos experimentos de captagao/retencéao de calcio
que o composto spermine na concentracdo de 50 uM provoca maior protecéao
contra a TPM quando comparado com o spermine NONOate 50 uM em todas as
mitocondrias dos camundongos estudados, o que indica a participacdo do NO* na
abertura do PTP.

Alguns trabalhos como Brookes et AL. (2000) ja utilizavam o spermine
NONOate em mitocdndrias de figado de rato e observaram que este composto
gerava proteg¢ao contra o inchamento mitocondrial. No entanto, neste trabalho nao
foi usado a spermine como controle.
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Figura 24 .0 doador de NO® spermine NONOate e a poliamina spermine diminuem a
susceptibilidade a transicdo de permeabilidade mitocondrial induzida por ions de Ca* em
camundongos Unib. Mitocéndrias isoladas (0,5 mg/ml) foram incubadas em 2 mL de meio de
reacao padrao, pH 7,2, 28°C, contendo substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e
a-cetoglutarato) 5 mM e Cca® 35 UM, na presenca de spermine NONOate 50 uM, spermine 50 uM
ou CsA 1 uM. Figura representativa (n=3). Mit = Mitocéndria.
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Figura 25. O doador de NO® spermine NONOate e a poliamina spermine diminuem a
susceptibilidade a transicdo de permeabilidade mitocondrial induzida por ions de Ca** em
camundongos Jackson. Mitocondrias isoladas (0,5 mg/ml) foram incubadas em 2 mL de meio de
reacao padrao, pH 7,2, 28°C, contendo substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e
a-cetoglutarato) 5 mM e Ca®* 35 uM, na presenca de spermine NONOate 50 pM, spermine 50 pM
ou CsA 1 pM. Figura representativa (n=3). Mit = Mitocéndria.
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Figura 26. O doador de NO® spermine NONOate e a poliamina spermine diminuem a
susceptibilidade a transicdo de permeabilidade mitocondrial induzida por ions de Ca** em
camundongos Hipercol. Mitocondrias isoladas (0,5 mg/ml) foram incubadas em 2 mL de meio de
reacdo padrao, pH 7,2, 28°C, contendo substratos para complexo | (malato, piruvato, glutamato e
a-cetoglutarato) 5 mM e ca® 35 UM, na presenca de spermine NONOate 50 uM, spermine 50 uM
ou CsA 1 uM. Figura representativa (n=3). Mit = Mitocéndria.
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5. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos no presente trabalho permitem-nos concluir que:

1 - Nao houve efeitos significativos de L-NAME ou cPTIO nos estados
redox de NADP ou na abertura do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial em nenhum dos modelos de camundongos estudados;

2 - O doador de NO® spermine NONOate promoveu efeito inibitério da
respiracao por mecanismo dependente de dose;

3 — O composto spermine provoca maior protecdo contra TPM do que
spermine NONOate, indicando que NO°® colabora para abertura do poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial.

4 - Tanto a hipercolesterolemia quanto a deficiéncia de NNT n&o alteram as
respostas mitocondriais aos moduladores dos niveis de NO°®, conforme
determinado por captacdo e retencdo de célcio, dissipacdo de potencial de

membrana e inchamento mitocondriais induzidos por calcio.
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CERTIFICADO,

Certificamos que o projeto "Oxido Nitrico e transicao de permeabilidade

mitocondrial em camundongos hipercolesteroiémicos: possivel papel da
NADP-transidrogenase” (protocolo n° 2556-1), sob a responsabilidade de Prof.

Dr. Anibal Eugénio Vercesi | Audrey de Moraes, estd de acordo com os

Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagao
vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 08 de novembro de
2011.

Campinas, 08 de novembro de 2011,
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