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RESUMO



O dano oxidativo induzido por Ca’* e agentes prooxidantes em mitocdndrias é mediado
pelo ataque de espécies reativas de oxigénio geradas pela propria mitocdndria. Estas
espécies reativas de oxigénio atacam os grupos tibis de proteinas de membrana
promovendo oxidacéo e ligagGes cruzadas que conduzem 2 abertura do poro de transicfio de
permeabilidade mitocondrial (TPM). A TPM em mamiferos caracteriza-se por uma
permeabilizagio ndo especifica e dependente de Ca”* que ocorre na membrana mitocondrial

interna e € inibida por concentragSes submicromolares de ciclosporina A (CsA).

No presente estudo foi evidenciado que apesar de mitocondrias isoladas de tubérculo de
batata (Solanum tuberosum) nfo apresentarem captagio e acimulo significativo de Ca®”,
sofrem permeabilizaciio da membrana interna quando tratadas com Ca®* (> 0,2 mM). Esta
permeabilizacdo foi potencializada pela adigio de diamida, um oxidante de grupos tidlicos
que estabelece uma condiglo de estresse oxidativo devido 3 oxidacio de nucleotideos de
piridina. Esta permeabilizagdo foi inibida pela acidificagfio do pH do meio de reagdo, Mg®"
¢ pelos antioxidantes catalase e ditiotreitol, mas ndo foi prevenida por inibidores classicos
da TPM de mamiferos como: ADP, bongkrekato ¢ CsA. A auséncia de inibicio da
permeabilizacdo mitocondrial de batata pela CsA contrasta com seu efeito inibitério sobre a
atividade da enzima peptidilprolil cis-trans isomerase, que estd relacionada com a proteina
ciclofilina, um sitio de ligacBio para CsA. O mersalil, um reagente tiélico monofuncional
induz um extenso inchamento insensivel 2 CsA, mesmo na presenga de baixas

concentragbes de Ca®™ (> 0,01 mM).

Com o objetivo de realizar um estudo comparative utilizando mitocOndrias vegetais
capazes de captar e acumular Ca®* presente no meio extramitocondrial, foram utilizadas
mitocOndrias isoladas de batata doce (/mpomoea batatas), as quais s3o capazes de captar
Ca® por um mecanismo eletroforético sensivel ao vermelho de ruténio, o que caracteriza a
presenca de um sistema ativo de captagio de Ca™. O actmulo de altas concentracBes de
Ca®* por mitocondrias isoladas de batata doce conduziu a uma permeabilizacic de
membrana mitocondrial interna, demonstrada por inchamento da organela e por um lento
efluxo de Ca®*. Esta permeabilizagio induzida por Ca®* também foi estimulada por diamida
¢ inibida parciaimente por catalase. Assim como ocorreu com Solanum tuberosum, o

bongkrekato nfic apresentou efeito inibitorio sobre a permeabilizacic mitocondrial induzida
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por Ca®*, bem como a CsA ndo foi capaz de inibir o inchamento mitocondrial e o efluxo de
Ca*" em mitocOndrias de batata doce. Também na batata doce a atividade da enzima

peptidilprolil cis-trans isomerase de mitocOndrias foi inibida por CsA.

Considerando os resultados aqui apresentados, podemos concluir que foi identificada e
caracterizada uma condigfio de transigiio de permeabilidade de membrana induzida por Ca®*
¢ espécies reativas de oxigénio, insensivel a2 CsA, em mitocOndrias isoladas de batata e de
batata doce. E possivel sugerir ainda que a possivel existéncia de um sistema ativo de
transporte de Ca®" nestes vegetais ndo estd relacionada com a insensibilidade da transicsio

de permeabilidade destas mitocdndrias vegetais a CsA.
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Oxidative damage of mammalian mitochondria induced by Ca®" and prooxidants is
mediated by the attack of mitochondria-generated reactive oxygen species on membrane
proteins thiols, promoting oxidation and cross-linkage that leads to the opening of the
mitochondrial permeability transition pore (MPT). In mammalian mitochondria, MPT is
defined as a Ca’*-dependent, nonspecific permeabilization of the mitochondrial inner

membrane, inhibited by submicromolar concentrations of cyclosporin A (CsA).

In this study, we presented evidence that deenergized potato tuber (Solanum tuberosum)
mitochondria, which do not possesses a Ca’® uniport, undergo inner membrane
permeabilization when treated with Ca®* (> 0.2 mM), as indicated by mitochondrial
swelling. Similar to rat liver mitochondria, this permeabilization was enhanced by diamide,
a thiol oxidant that creates a condition of oxidative stress by oxidizing pyridine nucleotides.
This was inhibited by the acidic pH, Mg”", and by the antioxidants catalase and
dithiothreitol. Potato mitochondrial membrane permeabilization was not inhibited by ADP,
bongkrekate and CsA, well know inhibitors of the mammalian mitochondrial permeability
transition. The lack of inhibition of potato mitochondrial permeabilization by cyclosporin A
is in contrast to the inhibition of the peptidylprolyl cis-frans isomerase activity, that is
related to the cyclosporin A-binding protein cyclophilin. Interestingly, the monofunctional
thiol reagent mersalyl induces an extensive cyclosporin A-insensitive potato mitochondrial

swelling, even in the presence of lower Ca®* concentrations (>0.01).

In order to compare a plant mitochondria able to take up and retain the Ca®" present in the
extramitochondrial medium of Solanum tuberosum, which is unable to take up Ca*", we
used mitochondria isolated from sweet potato (Impomoea batatas). These mitochondria are
able to take up the Ca®* by an eletrophoretical mechanism sensitive to ruthenium red which

characterizes an active system of Ca®* uptake.

The retaining of high amount of Ca®* by mitochondria isolated from sweet potato leads to
an inner mitochondrial permeabilization demonstrated by organelle swelling and by a siow
Ca*" efflux. The permeabilization of the sweet potato mitochondrial membrane induced by
Ca**was also stimulated by diamide and partially inhibited by catalase. The ATP/ADP
translocase inhibitor, bongkrekate, did not show inhibitory effect on the mitochondrial
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permeabilization induced by Ca” on sweet potato mitochondria. Cyclosporin A was also
unable to inhibit the mitochondrial swelling and Ca®* efflux on sweet potato mitochondria.

In conclusion we have identified and characterized a cyclosporin A-insensitive permeability
transition pore induced by Ca®" and by reactive oxygen species in isolated potato tuber and
sweet potato mitochondria. It is possible to suggest that the absence or the presence of an
active system of Ca’" uptake in these plants are not related to the cyclosporin

A-insensitivity of these mitochondria.
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1.1. MITOCONDRIAS VEGETAIS

A funco fundamental das mitocOndrias de qualquer ser vivo é fornecer ATP
como principal fonte de energia para a célula. Em vegetais, este ATP pode ser produzido de
duas maneiras; através da fotofosforilacio nos cloroplastos ou da fosforilagdo oxidativa nas
mitocdndrias. O nivel de contribuigfio de cada organela na produgfic de ATP depende do
tecido vegetal ¢ de fatores ambientais como a quantidade de luz (AFFOURTIT er al.,
2001).

A cadeia respiratoria de mitocdndrias de plantas difere em varios aspectos dos
mamiferos: ela apresenta quatro NAD(P)H desidrogenases adicionais; duas localizadas na
parte externa da membrana mitocondrial interna, ¢ duas NAD(P)H desidrogenases internas
localizadas na membrana mitocondrial interna, que nfo transportam protons e nfo sfo
inibidas por inibidores classicos do complexo I (rotenona, por exemplo) (MOLLER, 1997;
MOLLER & RASMUSSON, 1998; MOLLER 2001). Mitocdndrias de plantas superiores
possuem ainda outra via nfio fosforilativa dissipadora de energia - a oxidase alternativa
(AOX), que se ramifica no nivel da ubiquinona e na qual o fluxo de elétrons nfioc esta
acoplado a uma construcdio do gradiente eletroquimico de prétons (Apg.) e a fosforilacio
de ADP (DAY & WISKICH, 1995). Esta "respiracdo alternativa” insensivel a cianeto e
antimicina A, foi descrita pela primeira vez em 1929 por Genevois em brotos de ervitha
(DAY & WISKICH, 1995). Este tipo de respiragdo encontra-se ausente em mitocondrias
isoladas de batatas (DIZENGREMEL & LANCE, 1976; LATIES, 1982}, mas pode ser
induzida artificialmente através de tratamento com etileno (RYCHTER ef al, 1979) e do
envelhecimento dos tubérculos de batata (DIZENGREMEL & LANCE, 1976). A oxidase
alternativa apresenta funcfio termogénica nos vegetais Arum maculatum ¢ Souromatum
guttatum (BONNER ef al, 1986; ELTHON & McINTOSH, 1987) semelhante & proteina
desacopladora presente em mitocOndrias de tecido adiposo marrom de mamiferos
hibernantes (CANNON & NEDERGAARD, 1985).

Recentemente, uma protefna similar em vérios aspectos a proteina
desacopladora de mamiferos {UCP) foi descoberta em mitocdndrias de tubéreunios de batata

(VERCESI ef al, 1995). Estudos de nosso grupo demostraram qgue a proteina desacopladora
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de plantas aumenta a condutividade da membrana 4 prétons, tanto em mitocdndrias intactas
quanto em sistemas reconstituidos, através de um mecanismo dependente de dcidos graxos
livres (JEZEK et al, 1996; JEZEK et al, 1997).

Além de desempenhar um papel fundamental na produciio de energia, as
mitocondrias desempenham um importante papel nos processos anabdlicos de células
vegetais. As plantas sfo autotréficas e precisam assimilar nitrogénio para sintese de
aminoacidos. Os esqueletos carbdnicos necessdrios para este processo derivam-se de
intermediarios do ciclo do 4cido tricarboxilico (Ciclo de Krebs) (HOEFNAGEL et al.,
1998).

1.2. HOMEOSTASE INTRACELULAR DE CALCIO

O {on calcio exerce papel essencial no controle de uma série de fungOes
celulares (GUNTER et al., 1994; BERRIDGE, 1997). Em células vegetais esta diretamente
envolvido no crescimento ¢ desenvolvimento das plantas, regulando atividades como
equilibrio i0nico, expressfio génica, secrecdio, contragfio, mitose e ativagdo de enzimas
(BUSH, 1995). Para exercer estas funcbes ¢ necessario que sua distribuicio nos
compartimentos extra e intracelulares seja regulada por mecanismos de alta precisiio e que
possam ocorrer rapidas flutuagSes na concentragio do ion, 0 que se di gragas a processos

de transporte mediado através das membranas.

A concentracio de Ca™™ livre no citosol (107 M) é mantida cerca de 10.000
vezes abaixo da concentragio extracelular (10° M). Este alto gradiente eletroquimico de
Ca®" entre os compartimentos intra e extracelulares é essencial para a sua funcfio como
carreador de sinais bioquimicos. Desta forma, pequenos aumentos na permeabilidade da
membrana ac Ca®* geram um répido fluxo do jon para o interior das células (CARAFOLL,
1987; BERRIDGE, 1997).

A distribuigio do Ca®" intracelular é controlada por processos de transporte do
fon através da membrana plasmaética ¢ das membranas de organelas subcelulares, como o
reticulo endo(sarco)plasmdtico, nficieo e mitocdndrias de mamiferos (Figura 1)
(CARAFOL], 1987, GUNTER ef al., 1994).
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A membrana plasmética possui mecanismos de entrada de Ca’* na célula
mediados por canais dependentes de voltagem ou regulados por segundo mensageiros
(BERRIDGE, 1987). O efluxo ativo do ion é promovido por uma Ca®* -ATPase, que
hidrolisa um ATP por Ca** translocado (CLARK & CARAFOLI, 1983; CARAFOLI, 1989,
1994), ou por um sistema de trocador Na'/ Ca®, que troca um Ca®* interno por trés Na®
externos, utilizando a energia do potencial do gradiente eletroquimico de Na* (REEVES &
HALE, 1984). Este ultimo € particularmente ativo em células de tecidos excitaveis
(CARAFOLI, 1989) ¢, dependendo do gradiente de Na', pode atuar no influxo de Ca**
celular (REEVES & CHEON, 1989).

O reticulo endo(sarco)plasmatico é considerado o principal reservatério de Ca*
intracelular. O influxo de Ca®* ¢ catalisado por uma Ca®*-ATPase, que transloca dois fons
Ca®" para cada ATP hidrolisado (DE MEIS & VIANNA, 1979). O efluxo de Ca®* se d4
através de um canal estimulado por inositol-1,4,5-trifosfate (IP;) (BERRIDGE, 1987;
CARAFOLIL, 1987), que funciona como um segundo mensageiro para liberar Ca’" do
reticulo endo(sarco)plasmético (BERRIDGE, 1989) e por cafeina em reticulo
sarcoplasmatico (SORRENTINO & VOLPE, 1993).

Vercesi e colaboradores (1994) identificaram em Trypanosoma brucei um
compartimento acido sensivel 4 nigericina, denominado de acidocalcisoma e que também
esta envolvido na homeostase de Ca®*. A captagiio de Ca’" pelo acidocalcisoma ocorre
através de uma reagio catalisada por uma Ca**-ATPase vacuolar em troca de H'. O efluxo
de Ca’* ocorre em troca de H' e & favorecida por trocas de Na'/H' (VERCESI et dl,
1994B).

Tem side demonstrado que modificagbes funcionais em alguns destes
translocadores de Ca** podem causar alteragdes na manutencdo da homeostase intracehilar
de Ca®", levando a morte celular (FARBER, 1981; JEWELL e ol, 1982; ORRENIUS
et al, 1989). Por exemplo, um distirbio na homeostase intracelular do Ca® pode
desencadear uma condico de estresse no reticulo endoplasmaético e mitocondria que, se
prolongado, pode conduzir & morte celular (MATTSON er al., 2000; DUCHEN, 2000;
- BOWSER ef al., 2001; WEIR, 2001).
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1.3. TRANSPORTE DE CALCIO POR MITOCONDRIAS DE MAMIFEROS

O transporte de Ca®* mitocondrial foi descrito no inicio da década de 1960,
simultaneamente por De Luca & Engstrom (1961) e Vasington & Murphy (1962). Sabe-se
agora que mitocOndrias de quase todos os tecidos animais vertebrados e invertebrados
(CARAFOLI & CROMPTON, 1978; McCORMACK & DENTON 1980; NICHOLLS &
AKERMAN, 1982; HANSFORD, 1985; McCORMACK & DENTON, 1986; GUNTER &
PFEIFFER, 1990; GUNTER & GUNTER, 1994, 2001; GUNTER ef al., 1998; POZZAN &
RIZZUTO, 2000; GUNTER er al., 2000; VANDECASTEELE et al., 2001), de alguns
fungos (VOTYAKOVA ef al., 1990, 1993; BRADSHAW et al., 2001; MILANI et 4l.,
2001), de alguns tecidos vegetais (MARTINS & VERCESI, 1985; MARTINS et al., 1986;
CARNIERI et al., 1987, VERCESI ef al., 198%; RUGOLO ef al., 1990 ) e de protozoarios
(DOCAMPO & VERCESI, 1989, A, B, 1994; VERCESI et al., 1991A, 1991B, 1993A, B;
DOCAMPO et al, 1993; URIBE et al., 1994; MORENO et al., 1994; MORENO et al.,
1996; YURKOV et al., 1997; THOMSON et al., 1999; UYEMURA et al., 2000) captam
Ca® do meio externo por um processo dependente do A¥. Esse transporte é mediado por
um complexo sistema que compreende dois mecanismos: de influxo e de efluxo, este
altimo ocorrendo por duas vias distintas, o efluxo Na“-dependente (CROMPTON et al.,
1976) e o efluxo Na'-independente (ROTTEMBERG & SCARPA, 1974; PUSKIN et al.,
1976; BYGRAVE, 1977, AKERMAN & NICHOLLS, 1983; GUNTER & PFEIFFER,
1990) (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema sumarizando os mecanismos de transporte de Ca®" Iocalizados nas
membranas plasmética, nuclear, mitocondrial e do reticulo

endo(sarco)plasmético em uma célula de mamifero.

O influxo de Ca®* para a matrix mitocondrial ocorre por um processo
eletroforético, em resposta ao potencial clétrico de membrana, negativo internamente,
gerado pela atividade da cadeia respiratéria ou hidrolise de ATP pela ATPase mitocondrial
(GUNTER & PFEIFFER, 1990). O translocador de Ca’" pa membrana mitocondrial interna
é sensivel a vermelho de ruténio e lantanideos (GUNTER ef al., 1994) ¢ tem afinidade
relativamente baixa pelo Ca®*, com Km entre 10 e 30 pM, dependendo da origem da
mitocdndria e da composicio do meio de reagio (SARIS & AKERMAN, 1980;
NICHOLLS & AKERMAN, 1982; VERCESI, 1984A). Este transportador também liga e

transporta outros cations bivalentes com a seguinte afinidade: St >Mn*">Ba®" (GUNTER
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e al., 1994). Estes sfo similares ao Ca®" ¢ agem como inibidores competitivos, O vermelho
de ruténio € um potente inibidor nfo competitivo da via de influxo com um K; de cerca de

30 oM (REED & BYGRAVE, 1974A, B; GUNTER ef g/, 1994).

Dois mecanismos de efluxo t8m sido identificados em mitocdndrias de
vertebrados, o processo Na'-dependente, que ¢ principalmente ativo em tecidos excitdveis,
e troca um jon Ca®" interno por dois fons Na* externos (BRAND, 1985B; LI ef al, 1992) e
o processo Na'-independente, que ocorre em mitocdndrias de uma maneira geral e opera
por uma via que troca um fon Ca®* por dois H” externos (AKERMAN, 1978; NICHOLLS,
1978; BRAND, 1985A). Estes translocadores apresentam velocidades maximas de efluxo
de aproximadamente 1 e 5 nmoles/mg de proteina/min, respectivamente (VINAGRADOV
& SCARPA, 1973; ANTONIO er al, 1991). Algumas caracteristicas da via Na'-
independente indicam que a mesma nfo se comporta como uma via eletroneutra de troca 1
Ca*/2 H" (GUNTER er al., 1983; GUNTER & PFEIFFER, 1990): 1) grande varié.gﬁo na
estequiometria Ca”"/H" quando medidas em meios com diferentes pH; 2) falta de estimulo
com aumento no gradiente de pH; 3) auséncia da troca Ca™*- Ca®. O K, aparente para o
efluxo de Ca® ¢ da ordem de 5 a 10 uM tanto para a via Na*-dependente quanto para a via
Na'-independente (COLL er al, 1982). Apesar das baixas concentragbes destes
transportadores na membrana mitocondrial eles ja foram isolados e reconstituidos em
lipossomas. Os dados cinéticos obtidos com estes translocadores reconstituidos estdo de

acordo com os valores encontrados em mitocdndrias intactas (GARLID, 1994).

O efluxo de Ca’™ mitocondrial pode também ocorrer pelo reverso da via de
entrada eletroforética. Isto pode ser observado quande a concentragdo de Ca™ externo €
diminuida com o uso de quelantes como EGTA ou EDTA, pela redugo do potencial
elétrico de membrana causada por desacopladores como dinitrofenol e FCCP, ou por
inibidores da respirac8c como rotenona, antimicina A e cianeto (NICHOLLS &
AKERMAN, 1982). Este efluxc também pode ser induzido pelo uso de oligomicina,
guando o fransporte de Ca’" usa energia de hidrélise de ATP (NICHOLLS & AKERMAN,
1982).
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A distribuicdo do fon Ca®" entre o espago intra e extramitocondrial em
condicbes de equilibrio € cineticamente regulada pelo movimento ciclico continuo do
mesmo através das vias de influxo e efluxo (NICHOLLS, 1978; NICHOLLS &
AKERMAN, 1982). Este movimento ciclico ocorre a velocidades muito baixas, em
condigbes fisioldgicas, devido ao alto K, para influxo e baixa velocidade para o efluxo e
mantém o Ca*" livre extramitocondrial na faixa de 0,1 a 1,0 puM (NICHOLLS, 1978;
COLL er al, 1982). A habilidade da mitocéndria, particularmente na presenca de Mg™* e
ATP, em tamponar o calcio externo na faixa de concentragiio que se acreditava bastante
préxima a encontrada no citosol in vivo, levou muitos investigadores a propor uma funcio
importante a essa organela, na regulagdio da concentragic de calcio livre citosélico
(NICHOLLS, 1978; FISKUM & LEHNINGER, 1979; AKERMAN & NICHOLLS, 1983).
Entretanto, alguns estudos mostram que o célcio mitocondrial total de células normais in
vivo é de aproximadamente 0,2 - 4,0 nmoles'mg de proteina mitocondrial, o que
corresponde a concentragdes entre 0,1 - 2,0 uM de Ca** livre na matriz (HANSFORD &
CASTRO, 1982; SOMLYO et al, 1985). Estes dados sdoc incompativeis com as
caracteristicas cinéticas dos translocadores que estariam envolvidos na regulagfio
mitocondrial do Ca®* citosélico e indicam que nas condigdes de repouso o translocador de
influxo mitocondrial de Ca®" ¢ totalmente inoperante (HANSFORD, 1985; CARAFOLI,
1987; McCORMACK et al., 1990). Outros estudos com mitocdndrias in sifu em neurdnios
gigantes de lula indicaram que nestas células as caracteristicas do transporte de Ca®* por
mitocdndria sfo similares as observadas em estudos com mitocdndrias isoladas quando as
concentragdes de Ca”" citoplasmaticas eram muito superiores as concentragles fisiolégicas
(BRINLEY et al., 1977, BRINLEY er al, 1978). Estes estudos demonstraram que em
concentragdes de 50 - 100 nM, consideradas fisiologicas pelos autores para estas ¢élulas em

condigdes de repouso, a velocidadade de captagfio de Ca®”, era praticamente desprezivel.

E amplamente aceito que a principal fungiio do sistema de transporte de Ca®*
mitocondrial seja regular a concentragio de Ca®" livre na matriz mitocondrial em faixas de
concentragbes compativeis com o estimulo da atividade de algumas enzimas regulatérias do
ciclo de Krebs (HANSFORD 1985; CARAFOLI, 1987; McCORMACK er al, 1990;
GUNTER & GUNTER, 1994). Quando a concentraciio de Ca’’ citosélica aumenta em
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resposta a algum estimulo externo, como por exemplo, sob a acic de horménios que ativam
processos que demandam energia (secregfio, contragfio e outros), este sistema de captagdio
de Ca®" se toma operante. Assim a concentragio de Ca®™ intramitocondrial também
aumenta, na faixa de 0,03 a 2,0 uM, com o objetivo de estimular trés desidrogenases
(pirtvica, a-cetoglutérica e isocitrica) que catalizam reagSes regulatérias do ciclo de Krebs.
Isto resulta em estimulo da produgéo de ATP para suprir a demanda energética do processo
celular estimulado pelo horménio (HANSFORD, 1985; McCORMACK & DENTON,
1986). O Ky encontrado para a ativagiio dessas transdesidrogenases pelo Ca®" esté pa faixa
de 0.2 a 1,0 pM dependendo da origem das mitocOndrias e das condigdes empregadas (para
revisiio ver HANSFORD, 1991). O mecanismo de ativagio pelo Ca®* ¢ alostérico para a
NAD-isocitrato desidrogenase (DENTON et al., 1978) e a-cetoglutarato desidrogenase
(McCORMACK & DENTON, 1986). O mecanismo de ativagio para a piruvato
desidrcgenaéé ¢ indireto ¢ mediado pela ativacdio da fosfatase que remove grupos fosforil
de residuos de serina da forma inativa da enzima (TEAGUE et al., 1982). Devido a esse
efeito do Ca®’, o mecanismo de controle respiratério pelo ADP, proposto por Chance &
Williams em 1956, foi ampliado em termos da disponibilidade de ADP e Ca*
(HANSFORD, 1985; McCORMACK & DENTON, 1986).

1.4. TRANSPORTE DE CALCIO POR MITOCONDRIAS VEGETAIS

O Ca” desempenha um papel chave no crescimento e desenvolvimento das
plantas (BUSH, 1995). Uma deficiéncia de Ca®* pode resultar na inibi¢do do crescimento e
no desenvolvimento de desordens fisiologicas (BANGERTH, 1979). Tem sido identificado
um grande numero de processos celulares que dependem de alteragSes nos niveis de Ca®*
citosGlico para sua ativagio (JOHANNES er al, 1991). Este fato tem levado os
pesquisadores de plantas a adotar a teoria que o Ca** atua como mensageiro intracelular,
fornecendo informagdes sobre a natureza de estimulos particulares ou influéncia do estresse

sobre as proteinas alvo que guiam a resposta celular.
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Viarias medidas estimam que a concentragio intracelular do Ca®* nas células
vegetals em repouso varie entre 30 ¢ 200 nM (BUSH, 1995). Mudangas ripidas na
concentragio do Ca®* citostlico, a partir destes niveis basais, ocorrem em resposta a
estimulos enddgenos como horménios de plantas e estimulos exdgenos como a luz, sol,

aquecimento e toque.

A habilidade das células manterem uma baixa concentragio citosolica de Ca®*
ou responderem a estimulos através de mudangas no Ca?" citosolico, ocorre devido as
atividades combinadas de muitas proteinas que catalisam o transporte de Ca®" através das
membranas celulares. O efluxo de Ca®* do citoplasma para o meio extracelular ou para
dentro de organelas intracelulares requer energia e € catalisado por um conjunto de
proteinas de membrana que utilizam ATP ou uma forca préton motriz para dirigir o
movimento do Ca” (BUSH, 1995).

Caracteristicas do transporte de Ca’* por algumas mitocdndrias vegetais,
indicam que o mesmo deve ter um papel significativo na homeostase do Ca™ no nivel
celular (CARNIERI et al., 1987). O Ca** regula fungSes como: balango idnico, motilidade,
expressdo génica, metabolismo de carboidratos, mitose e secregdo (BUSH, 1995).
Cloroplastos e mitocondrias contém niveis milimolares de célcio total, o qual esta
complexado em sua maioria, com fosfato ou lipidios de membrana. A elevagio do nivel de
Ca®* em plastidios e mitocdndrias é atribuido 4 manutengfio do potencial de membrana, que
se eleva como resultado da fotossintese ou respiragio (BUSH, 1995).

Estudos tem mostrado que o transporte de Ca® por mitocéndrias de plantas
varia em muitos aspectos entre diferentes espécies vegetais (CHEN & LEHNINGER, 1973;
DIETER & MARME, 1980; DAY & WISHICH, 1984) ¢ idades dentro da mesma espécie
(DIETER & MARME, 1980).

O desenvolvimento de uma técnica para a obtengéio de mitocOndrias intactas ¢
funcionais (MARTINS & VERCESI, 1985) e posterior estudo do transporte mitocondrial
de Ca™ | levou & conclusfio que o actmmulo do jon por algumas espécies vegetais era
acompanhado pela extrusfic de H', aumento da velocidade respiratéria, decréscimo do
potencial de membrana (inibido por vermelho de ruténio e Mg®") e também que a captagiio
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de Ca® ocorre de forma semelhante em mitocOndrias energizadas por substratos
respiratorios diferentes ou por hidrélise de ATP (MARTINS et al., 1986; CARNIERI ef al.,
1987).

Mostrou-se que mitocdndrias isoladas de coledptiles de milho (Zea mays),
hipocétiles de soja (Glycine max), feijdo (Phaseolus vulgaris) e café (Coffea arabica) sio
ativas no actmulo de Ca®* acoplado a respiragio (HANSON er al, 1964; CHEN &
LEHNINGER, 1973; MARTINS & VERCESI, 1985; MARTINS ef al., 1986; CARNIERI
et al., 1987). No entanto, mitocondrias de folhas brancas de repolho (Brassica oleraceae),
tubérculo de batata (Solanum tuberosum) e raizes de beterraba (Beta vulgaris), nfo sdo
capazes de acumular Ca®* , apesar da capacidade de formar um alto potencial elétrico de
membrana, indicando que nfio possuem um uniporter eletroforético funcional de Ca**
(MARTINS & VERCESI, 1985; SILVA et al., 1992). Tubérculos de batata sdo um
exemplo de tecido dormente. Eles funcionam como um tecido de reserva de amido durante
o verfio e na primavera o amido € mobilizado para formar uma nova planta. Estudos
demonstraram que a fosforilagdo oxidativa em mitocOndrias de batata € bastante acoplada e
nfio existe relagiio obrigatéria entre estado de acoplamento e atividade especifica das

enzimas.

1.5. TRANSICAO DE PERMEABILIDADE DA MEMBRANA MITOCONDRIAL
(TPM)

1.5.1. Mitocondrias de Mamifercs

A TPM ¢ caracterizada por uma permeabilizagio progressiva da membrana
mitocondrial interna, que gradativamente se torna permedavel a prétons, outros ions, suporte
osmético e até mesmo pequenas proteinas (ZORATTI & SZABO, 1995, VERCESI ef al,
1997). Estudos recentes demonstraram que sob certas condigdes patolégicas, o Ca®™ da
matriz mitocondrial pode alcancar uma concentracio capaz de iniciar o processo de TPM
em mitocOndrias de mamiferos (HALESTRAP ef af, 1997, LEMASTERS, 1998;
KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999; CROMPTON, 1999). Esta permeabilizacfo,
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dependente da presenca de Ca™* no espago intramitocondrial, & inibida por concentragbes
submicromolares do imunossupressor ciclosporina A (CROMPTON ef gl, 1988,
BROEKEMEIER e al, 1989; GUNTER & PFEIFFER, 1990). O nome "transicdo de
permeabilidade” ¢ utilizado devido & observagio de que a permeabiliza¢fio mitocondrial
nesta situagio pode ser parcialmente revertida pela adiglio de quelantes de Ca>* ou
redutores ditidlicos, logo apés o inicio do processo de permeabilizacio (HUNTER et al,
1976; HUNTER & HAWORTH, 1979, VALLE et al, 1993, CASTILHO et al, 1996).

Estudos evidenciaram vérios agentes potencializadores da transicio de
permeabilidade induzida por Ca®*, como: fosfato inorganico (Pi) (ROSSI & LEHNINGER,
1964), oxidantes de nucleotideos de piridina (LEHNINGER et al, 1978, VERCESI, 1984,
1984A, 19848, BERNARDES ef al, 1986), protonéforos (BERNARDI, 1992) e reagentes
diticlicos (LENATOWICS et al, 1991, BERNARDES et al, 1994) denominados como
“agentes liberadores de Ca®™ ou “indutores” (ZORATTI & SZABO, 1995). Foram
identificados também agentes que protegem a mitocdndria contra os efeitos deletérios do
Ca®", como ADP, ATP, Mg™, anestésicos locais e redutores de grupos dissulfeto.
Pesquisadores sugeriram que a permeabilizagio da membrana mitocondrial por Ca
poderia ser estimulada pelo estado oxidado dos nucleotideos de piridina e revertida pela
reducdo desta coenzima (LEHNINGER et al, 1978; VERCESI ef al, 1978). Esta
descoberta estimulou muitos grupos a realizar trabalhos referentes a este tema, utilizando
mitocondrias isoladas (GUNTER & PFEIFFER, 1990) células isoladas (BELLOMO e al.,
1982) e até orgdos perfundidos (SIES, 1986). Estes estudos estabeleceram uma importante
relacio entre o peder redutor mitocondrial e a transiciio de permeabilidade da membrana
mitocondrial (RICHTER & FREI, 1988). Trabalhos recentes sugerem que a TPM seja uma
condicio regulada por Ca®" através da abertura de um canal protéico sensivel a ciclosporina
A (o poro de transi¢iio de permeabilidade da membrana mitocondrial - P1P) (GUNTER
et al., 1994; ZORATTI & SZABO, 1995; CROMPTON et al, 1988; BROEKEMEIER
et al, 1989; CROMPTON et al., 1999) que permite um equilibric de solutos com peso
molecular de até 1500 Da (HUNTER er al, 1976). A conformacfio fechada deste poro €
favorecida pelo alto potencial elétrico transmembrana (BERNARDI, 1992) e acidificagfio
da matriz {(BERNARDI ef al, 1992). Tem sido proposto que o PTP possa operar em
condicBes patoldgicas, tais como isquemia/reperfusic (NAZARETH ef al, 1991;
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PASTORINO er al., 1993) ou mesmo em condi¢des fisiologicas (BRUSTOVETSKY et al.,
1993; BERNARDI er al, 1994). Algumas revisSes sobre a regulacio (GUNTER et al,
1994; ZORATTI & SZABO, 1995; BERNARDI er al, 1994) e caracteristicas
eletrofisiolégicas (ZORATTI & SZABO, 1995) do PTP foram publicadas. Os estudos
desenvolvidos em nosso laboratério vem dando énfase sobretudo a participagdo de espécies
reativas de oxigénio e oxidagio de grupos tidis protéicos na TPM (KOWALTOWSKI
et al., 2001).

Apesar da existéncia de muitos estudos, o papel da TPM ainda permanece
desconhecido. E proposto que a TPM participe de fungdes mitocondriais fisiologicas
(BRUSTOVETSKY et al., 1993; BERNARDI ef al, 1994; BERNARDI & PETRONILLI,
1996) tais como eliminar o excesso de Ca®* da matriz, permitir o transporte de protefnas ou
até mesmo participar de mecanismos de geracio de calor. Por outro lado, as caracteristicas
inespecificas da TPM, levando ao inchamento coloido-osmético da matriz mitocondrial
(GUNTER & PFEIFFER, 1990) e finalmente, perda de proteinas da matriz IGBAVBOA
et al., 1989), sdo incompativeis com a manuten¢dio da integridade mitocondrial. Nesse
contexto, varias evidéncias indicam que a TPM possa estar relacionada com o dano e morte
celular em situagdes de estresse oxidativo, como na isquemia/reperfusio (NAZARETH et
al., 1991; PASTORINO ef gl., 1993; GRIFFITHS & HALESTRAP, 1995).

1.5.2. MitocGndrias Vegetais

Estudos muito recentes tem tentado caracterizar a existéncia de um poro de
transi¢fio de permeabilidade em mitocOndrias vegetais (FORTES et al., 2001; ARPAGAUS
et al., 2002; CURTIS & WOLPERT, 2002; TIWARI er al., 2002).

Jones (2000), discutiu em seu trabatho o papel de mitocOndrias e poro de
transicio de permeabilidade como possiveis sensores de estresse e desencadeadores de
morte celular programada em células animais e vegetais. Vianello e al (1995) utilizando
mitocdndrias de hastes de ervilhas observaram que a fase lag, que precede o colapso do A¥

induzido por FCCP, foi aumentada na presenca de CsA. No entanto, estas mitocdndrias nio
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apresentaram inchamento, o que foi sugerido como uma caracteristica intrinseca e

especifica destas organelas.

Arpagaus ef gl (2002) utilizando mitocOndrias isoladas de tubérculo de batata
(Solanum tuberosum), observaram que em presenca de CsA e ditieritritol (DTE) o
inchamento de mitocondrias de batata induzido por altas concentrages de Ca’*, poderia ser
completamente inibido, caracierizando a presenga de um PTP sensivel a CsA. No entanto,
sabe-se que somente o DTE, um redutor de grupos —SH, é capaz de prevenir este
inchamento nestas mitocondrias. Este resultado, bem como as condi¢bes experimentais
utilizadas pelos autores, contrastam com nosso trabalho e serd discutido posteriormente

com mais detalhes (Figura 15).

Existem muitas controvérsias no sentido de esclarecer a presenca ou nio de um
PTP em mitocOndrias vegetais e também, se este poro & sensivel (ARPAGAUS et al., 2002;
TIWARI ef al., 2002; YU ef al., 2002) ou nfio & CsA (FORTES et al., 2001; CURTIS &
WOLPERT, 2002). Sao necessarios mais estudos, utilizando diferentes mitocdndrias

vegetais para ¢ estabelecimento das condi¢Bes de funcionamento e existéncia deste PTP.

1.6. PRODUCAO MITOCONDRIAL DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

1.6.1. MitocOndrias de Mamiferos

A produg8o de espécies reativas de oxigénio (EROs) por mitocdndrias € um
evento fisiologico e continuo em condi¢des aerdbicas (Figura 2). Aproximadamente 2% do
total de oxigénio (O2) consumido resulta na geragfio de &nion superéxido (O,™) na NADH-
coenzima Q e coenzima QHy-citocromo ¢ desidrogenases (complexos I e III) (BOVERIS
et al., 1972; CADENAS et aod., 1977, TURRENS, 1997; MOLLER, 2001), devido &
reduclo monoeletrbnica do Oy Apesar da reatividade moderada do O™ em solucgio aquosa,
ele pode gerar uma espécie reativa de oxigénio altamente citotdxica, o radical hidroxil
(HO"), através da clivagem homolitica ¢ redutora do H,0,, um produto da dismutagio do
0," (DUNFORD, 1987). E provével que a maior parte do HO" gerado in vivo seja resultado
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da Reagiio de Fenton (H;0; + Fe** — Fe** + HO"+ HO ) (BOVERIS & CHANCE, 1973;
SUTTON & WINTERBOURN, 1989; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

A mitocdndria possui um eficiente sistema de defesa antioxidante (Figura 2),
representado pelas enzimas superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GP),
glutationa redutase (GR), NAD(P)-transidrogenase (TH), € outros componentes tais como
ghatationa (GSH), NADPH, vitaminas E ¢ C (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989;
VERCESI & HOFFMANN, 1993). Em condi¢des fisiolbgicas, os sistemas oxidantes e
antioxidantes da organela estfio em equilibrio, mas em condi¢des nas quais um excesso de
espécies reativas de O, (EROs) é produzido efou o sistema antioxidante de defesa esta
depletado, um estado de estresse oxidativo € gerado. Nestas condi¢Oes muitas alteracdes
oxidativas de componentes da membrana mitocondrial podem ocorrer, tais como
peroxidacéo lipidica ¢ oxidagfo de tibis protéicos, levando & permeabilizacio e disfungfo
mitocondriais e também oxida¢cio do DNA mitocondrial (VERCESI & HOFFMANN,
1993).

Nosso grupo demonstrou que a TPM causada por Ca®*, ou Ca®* na presenca de
diferentes agentes indutores, ocorre devido a um aumento na produciio mitocondrial de
ROS e € caracterizada pela oxidacfio de grupos tidis de proteinas de membrana
(KOWALTOWSKY & VERCESI, 1999).

Introducdo

48




Espaco
Intermembrénico

Cadeia H 3 H"'

Respiratéria Cat
A1
$ T 0, —#L0+120,

Substrato

Matriz Fe ot wett

Mitocondrial \/ SOD !
Ez@z F

OH
2H,O

Figura 2 - Produgfio Mitocondrial de Espécies Reativas de Oxigénio ¢ Principais Defesas

Antioxidantes.

Em 1980, Cadenas & Boveris demonstraram gue a produgfo mitocondrial de
0,"/ H,O, era aumentada por ionoforos e altas concentracBes de Ca*". Particulas
submitocondriais de coraciio de boi sfio fontes efetivas de 0,"/ H,0,. Foi mostrado por
Grijalba e colaboradores (1999) que a ligaglio de Ca* a particulas submitocondriais,
provavelmente a cardiolipina (Unico lipideo anidnico presente na mitocdndria), causa
alteragdes (empacotamento) na organizagio dos lipidios e separagfio de fase, condicles que
comprometem a conformagio e a funcionalidade de proteinas e enzimas da membrana.
Nestas condighes, a producfo de radicais livres pode ser aumentada, de acordo com ©
aumento de HoO» por mitocdndrias na presenga de Ca™ (CASTILHO e al, 1995A;
GRIJALBA et al., 1999).
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1.6.2. Mitocondrias Vegetais

Fstima-se que aproximadamente 1% do O total consumido pelos tecidos
vegetais se converta em EROs (PUNTARULO et al, 1988). Como em mamiferos,
mitocdndrias de células vegetais nfio fotossintetizantes so as maiores, senfic a maior fonte
de produgdo de EROs (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). No entanto a importancia
relativa de mitocdndrias e cloroplastos no producdo de EROs sob a luz ainda nfo ¢
conhecida (MOLLER, 2001).

Em repouso, as concentragdes celulares de 0" ¢ H0p em células de
mamiferos sio de aproximadamente 107210 M e 107 — 107 M respectivamente
(CHANCE et al., 1979). Até o momento, o Unico valor estimado para tecidos de plantas
sob condicBes normais é de 5 de HyO; em eixos embridnicos de feijéio, aumentando para 50
quando a atividade da catalase ¢ inibida (PUNTARULO et al., 1988). No entanto, estes
valores apresentam ordens de magnitude muito superiores aos valores propostos para 0s

mamiferos, necessitando ainda de confirmacéo.

Em mitocdndrias de plantas, o modo de agio das EROs ainda ndio esta clara
porque: i) Poucos estudos tem sido realizados; i) Os valores de EROs sintetizados por
tecidos vegetais variam numa razio de cerca de 100 vezes;iii)A maioria dos estudo ndo tem
obtido éxito ac considerar as possiveis contribuicdes das NAD(P)H desidrogenases néo

bombeadoras de prétons.

Apesar destes problemas, algumas consideracBes podem ser feitas sobre 2
produgo de EROs por mitocondrias isoladas de plantas: 1) MitocOndrias vegetais
produzem quantidades iguais ou superiores de 0," ¢ HyO, do que mitocondrias de
mamiferos; 2) A produgio de Eros diminui quando a AOX estd ativada(PURVIS ef al,
1995: BRAIDOT ef al.,1999); 3) Quantidades substanciais de formagio de O." podem ser
detectadas em mitocdndrias intactas de vArios vegetais (ervilhas, hipocotiles de feijdo e
tubérculo de batata) durante a oxidagfo do substrato respiratério (PURVIS ef al., 1995,
PURVIS 1997 ); 4) Em alguns casos, a produgio de EROs é completamente inibida por
KCN, indicando que o complexo III é a (nica fonte de produgfio de EROs antes da adi¢fo
de KCN (PURVIS et al., 1995; PUNTARULQ ef al., 1988). Em outros casos, ocorre uma
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alta produgiio de EROs na presenca de KCN, indicando que o complexo I e/ou as outras
desidrogenases séo o maiores sitios de producio de EROs (RICH & BONNER, 1978;
PURVIS, 1997).

Desta forma, pode-se afirmar que mitocOndrias vegetais respirando ativamente,
produzem EROs em altas quantidades ¢ que os seus principais sitios de produgio sfo os
complexos respiratorios I e ITl. No entanto, para se entender o metabolismo da producfo de
EROs por mitocdndrias vegetais ainda sfo necessarios muitos estudos nesta drea
(MOLLER, 2001).

1.7. TRANSICAO DE PERMEABILIDADE DA MEMBRANA MITOCONDRIAL
INDUZIDA POR CA™ EM CONDICOES DE ESTRESSE OXIDATIVO

8) conteﬁdo protéico das membranas mitocondriais varia entre 60 e 65%, e pode
chegar a 75% na membrana mitocondrial interna (LEHNINGER, 1964; NICHOLLS &
FERGUSON, 1982). Devido ao alto contetido protéico da membrana mitocondrial interna,
¢ esperado que estas proteinas sejam um dos principais alvos das EROs geradas pela
mitocondria. As proteinas da membrana mitocondrial sofrem extensa oxidagdo em
condigBes de estresse oxidativo mitocondrial induzido por Ca*" (FAGIAN et al, 1990,
VALLE ef al, 1993, TAKAYAMA et ai., 1994; CASTILHO er al; 1995A
KOWALTOWSKI ef al. 1996, 1996A; CASTILHO ef al. 1996).

As EROs sdo capazes de oxidar residuos de cisteina e metionina protéicos,
levando & formacfo de ligagGes cruzadas S-S e sulféxido de metionina, respectivamente.
Como a oxidacio de residuos de metionina tem pouco efeito sobre a estrutura e funcio
protéica, provavelmente a disfuncfo mitocondrial ocorra devido a oxidacio de proteinas da
membrana mitocondrial levando 3 oxidagiio de residuos de cisteina e formacio de ligacGes
cruzadas S-S (FAGIAN er al, 1990; CASTILHO et al, 1996; BERLETT & STADMAN,
1997).

O efluxo de Ca’* de mitocOndrias isoladas ¢ estimulado pela presenca de
nucleotideos de piridina ou pela oxidagfo destes nucleotideos pela cadeia respiratéria na
auséncia do inibidor rotenona (LEHNINGER er al, 1978; VERCESI er al., 1978;
COELHO & VERCESI, 1980). Estas condices experimentais podem induzir a uma
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situacio de estresse oxidativo in vitro, por exaustio de GSH e NADPH mitocondriais,
substratos das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e glutationa redutase,
favorecendo o actmulo de H,0, (BEATRICE ef al., 1984; VERCESI, 1993). Estudos
utilizando estes e outros prooxidantes, como diamida e 7-butil hidroperéxido, demonstraram
que este efluxo de Ca”* ocorria devido a TPM (BERNARDES ef al., 1986; VALLE ez al.,
1993; CASTILHO et al., 1995B). Posteriormente, outros estudos comprovaram que as
alteracBes oxidativas das proteinas da membrana mitocondrial interna que ocorrem somente
na presenca de Ca2+, levam a TPM (ZORATTI & SZABO, 1995; VERCESI et al, 1997).

A TPM induzida por Ca®* pode ser estimulada por um grande numero de
compostos conhecidos como indutores (ZORATTI & SZABO, 1995). A maioria destes
indutores sfo compostos capazes de aumentar o estresse oxidativo mitocondrial promovido
pelo Ca** (CASTILHO et al, 1995A; KOWALTOWSKI ef al, 1996, 1996A; VERCESI et
al, 1997; CASTILHO et al., 1998). A primeira evidéncia de que a TPM era causada por
EROs geradas pela mitocondria foi apresentada quando Lehninger e colaboradores
demonstraram que o estado oxidado de nucleotideos de piridina estimulava o efluxo de
Ca®* mitocondrial (LEHNINGER et al, 1978; VERCESI, 1984, 1984A, 1984B). Este
efluxo foi posteriormente atribuido a uma permeabilizagio mitocondrial nio especifica
(NICHOLLS & BRAND, 1980). Os oxidantes de nucleotideos de piridina promovem o
actmulo de H;O, em mitocondrias porque o sistema glutationa peroxidase/glhutationa
redutase mitocondrial € reduzido por nucleotideos de piridina (MEISTER & ANDERSON,
1983; CHANCE et dl, 1979).

A similaridade entre as alteracdes na membrana mitocondrial causadas por
sistemas geradores de espécies reativas de oxigénio e outros indutores da TPM, sugere que
a permeabilizagio da membrana mitocondrial induzida por Ca®* seja uma situacdo
relacionada com o estresse oxidativo mitocondrial. Esta proposta € apoiada pelo fato de que
um grande actimulo de Ca® por mitocdndrias é capaz de aumentar a produgdo mitocondrial
de EROs {CADENAS & BOVERIS, 1980; CASTILHO er al., 1995A; HERMES-LIMA,
1995; GRIJALBA et al., 1999).

Introducio
52




A vparticipagio de EROs geradas pela mitocdndria no mecanismo de
permeabilizacdoc da membrana mitocondrial por Ca® foi comprovada através de
experimentos mostrando que a catalase exdgena previne a queda do potencial de membrana
¢ o inchamento mitocondrial causado por Ca®" ou por Ca’ em presenca de #-butil
hidroperéxido (VALLE et al., 1993; CASTILHO er al, 1995A) e por experimentos
mostrando que no ocorre permeabilizagfio mitocondrial na auséncia de oxigénio molecular
ou na presenga de o-fenantrolina (CASTILHO et al., 1995B), um quelante de Fe?*. O Fe** &
necessario para a produgio do radical HO® via reagio de Fenton (SUTTON &
WINTERBOURN, 1989; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Outros estudos como: a
dependéncia de Ca®* no aumento da geragio mitocondrial de EROs precedendo a TPM
induzida por Ca** (KOWALTOWSKI ef al, 1995), Ca®™ e P; (KOWALTOWSKI ef dl.,
1996, 1996A) e Ca** e protonéforos (KOWALTOWSKI et al., 1996), contribuiram ainda
mais para a hipétese de que a TPM induzida por Ca*" seja dependente de EROs.

A realizagiio destes estudos se tornou possivel, em grande parte, devido ao
desenvolvimento de um protocolo para o estudo de TPM em mitocondrias desenergizadas e
tratadas com um inibidor de cadeia respiratéria (VERCESI ef al, 1988), uma condicio
experimental que apresenta a vantagem de eliminar a participagdio de respiragfio, potencial
de membrana e captagio eletroforética de Ca® no processo estudado (VERCESI &
HOFFMANN, 1993). Nesta situaciio, o influxo de Ca®* na mitocéndria pode ser promovido

por um gradiente de concentragio do cation.

Na auséncia de EROs, pode-se promover TPM através do uso de reagentes
ditidlicos, como o 4cido 4.4’-diisotiocianatostilbene-2,2’-dissulfdnico (DIDS -
BERNARDES ef al, 1994; CASTILHO et al, 1995A) e oxido de fenilarsina
(LENARTOWICS et af, 1991; KOWALTOWSKI ef al, 1997; KOWALTOWSKI &
CASTILHO, 1997). A semelhanca entre a TPM promovida por EROs e por reagentes
ditidlicos nos levou a propor que as EROs mitocondriais induzem a TPM por oxidar e
promover a liga¢lc cruzada enmtre grupamentos tidlicos de proteinas de membrana
mitocondrial. Esta hipdtese foi confirmada pela diminuiciio da concentracio de tidis
protéicos ¢ pelo aparecimento de agregados protéicos de alto pese molecular em
mitocOndrias que sofreram TPM (FAGIAN et al, 1990; CASTILHO ef al, 1995A;
CASTILHO et al, 1996; KOWALTOWSKI et al, 1997,).
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Embora a oxidagfio de grupamentos tidlicos na TPM seja um processo extenso
(KOWALTOWSKI et al, 1997), ¢ provavel que a permeabilizacio da membrana
mitocondrial seja promovida pela oxidagiio de um grupo especifico de proteinas, o que
explicaria o cardter parcialmente reversivel e regulado da TPM (LEHNINGER et al, 1978;
VALLE et al, 1993; ZORATTI & SZABO, 1995; CASTILHO et al, 1996). O translocador
de ADP/ATP ¢ a proteina mais abundante da membrana mitocondrial interna em
mitocondrias de mamiferos e possui quatro residuos de cisteina (KLINGENBERG, 1989) e
certamente esta envolvido no processo de TPM. Ligantes do translocador de ADP/ATP que
o mantém na sua configuracio ¢, como ADP e bongkrekato, inibem e até revertem a TPM,
enquanto ligantes que mantém o translocador em sua conformacfo m, como o
carboxiatractilosideo, promovem TPM (HUNTER & HAWORTH, 1979; VERCESI, 1984
B; CASTILHO et al., 1996). O ADP também é capaz de inibir parcialmente a TPM, de
modo sensivel a oxidagio de grupamentos tidlicos de proteinas de membrana mitocondrial
(CASTILHO et al, 1996). Por outro lado, Novgorodov e colaboradores (1994)
demonstraram que o transiocador de ADP/ATP participa indiretamente da formacio do
poro de TPM. Estes resultados sugerem que alteragdes na configuragio do translocador de
ADP/ATP podem mudar o posicionamento de grupamentos tidlicos de proteinas de
membrana, promovendo ou inibindo sua oxidagfio, e, conseqiientemente, a ocorréncia de
TPM (VERCESI et al, 1997).

1.8. POSSIVEIS ACOES DO CALCIO NO PROCESSO DE PERMEABILIZACAO
DA MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA

A presenga do C2*" na matriz mitocondrial é necesséria para induzir a transic3o
de permeabilidade (ZORATTI & SZABO, 1995) em mitocéndrias de mamiferos. Isto ¢
comprovado pela inibicdo da permeabilizagio mitocondrial pelo vermelho de ruténio, que
bloqueia a via de influxo de Ca** (REED & BYGRAVE, 1974A). De acordo com dados da
literatura, o Ca®* pode agir em quatro etapas na inducfic da TPM: i) estimulando a producfio
de 0,"/H;0; pela cadeia respiratéria (CADENAS & BOVERIS, 1980; CASTILHO ef al.,
19954), i) estimulando a reacio de Fenton através da mobilizagio de Fe’* da matriz
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mitocondrial (CASTILHO er al., 1995B); iii) expondo grupos tidis de proteinas da
membrana, permitindo a TPM na presenca de reagentes tidis hidrofilicos
(KOWALTOWSKI et al., 1996 B); iv) regulando diretamente a abertura do PTP por se
ligar a proteinas especificas da membrana mitocondrial (GUNTER & PFEIFFER, 1990;
GUNTER et al, 1994; ZORATTI & SZABO, 1995; BERNARDI et al., 1994;
KOWALTOWSKI & VERCESI, 1999). A inibigdo competitiva por dibucaina, um
anestésico local que compete com o Ca® por sitios de ligagdo na membrana (VERCESI
et al., 1988; BERNARDI er 4/.,1993), também sugere que a ligaciio de Ca** a lipideos
(cardiolipinas) de membrana seja importante para a indugdo da TPM.
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2. OBJETIVOS
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Além do seu papel econdmico, as plantas constituerm um modelo de pesquisa
interessante por serem organismos autotréficos, fotossintetizantes e que se encontram
paturalmente expostos as mais variadas condicSes de estresse, como variagbes de

temperatura, solos, ataque de patdgenos e suprimento de dgua. 7

Existem muitos estudos referentes 2 TPM e seus mecanismos de agfo em
mitocdndrias de células animais, porém muito pouco € conhecido em relagfio as
mitocondrias vegetais. Com o objetivo de expandir nossos conhecimentos sobre transigio
de permeabilidade em mitocondrias vegetais utilizamos mitocondrias de batata (Solanum
tuberosum) e de batata doce (/mpomoea batatas) por apresentarem diferencas referentes a
capacidade de captar e acumular o Ca®’. Assim, estas mitocOndrias sdo um modelo
adequado para esclarecer a relagio entre a presenca de um sistema transportador de Ca* e a

ocorréncia da transicfio de permeabilidade mitocondrial.
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3. MATERIAIS E
METODOS
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3.1. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE TUBERCULO DE BATATA E DE
BATATA DOCE

Mitocdndrias de tubéreulo de batata (Solanum tuberosum variedade Bintje) e de
batata doce (/mpomoea batatas) foram isoladas de acordo com o procedimento descrito por
Beavis & Vercesi (1992). Aproximadamente 1 kg de batatas foram descascadas e cortadas
em pequenos pedagos e em seguida trituradas em centrifuga doméstica usando um litro do
meio de extragdo contendo: sacarose 250 mM, HEPES-K' 10 mM pH 8,0, EGTA 2 mM,
cisteina 3 mM e BSA 1 mg/ml. A solugfio resultante foi filtrada, o pH ajustado para 7.6 ¢
em seguida centrifugada durante 15 minutos a 1000 g. O sobrenadante foi centrifugado a
10.000 g por 15 minutos e o precipitado resultante contendo as mitocdndrias foi
ressuspenso em aproximadamente 40 ml de solugdo contendo sacarose 250 mM,
HEPES-K* 2 mM pH 7,1 ¢ EGTA 0,1 mM e foi centrifugado duas vezes a 250 g por 10
minutos. Os precipitados de amido foram descartados ap6s cada centrifugacio. As
mitocondrias foram entfo coletadas por centrifugagio a 6000 g por 15 minutos. O
precipitado final foi ressuspenso em cerca de 1 ml de sacarose 250 mM obtendo-se uma
suspensdo de proteinas com concentragio aproximada de 20 a 30 mg de protefna por ml.
Para purificacdo de mitocOndrias de tubéreunlo de batata, porgdes do precipitado final foram
adicionados & superficie de gradientes compostos por: sacarose 250 mM, HEPES-K™ 10
mM pH 7,2, EGTA 0,3 mM e Percoll 21%. A mistura foi centrifugada a 39.000 g por 30
minutos. Duas bandas foram recuperadas a partir do gradiente: uma banda densa
correspondente a cerca de dois tergos que estd na parte inferior do tubo equivalente as
mitocdndrias purificadas ¢ na banda de cima foram isolados os contaminantes. As
mitocondrias purificadas foram removidas com uma pipeta Pasteur e foram diluidas em 30
mi de meio contendo: sacarose 250 mM, Hepes-K™ 2 mM pH 7,1 ¢ EGTA 0,1l mM e
centrifugado durante 15 minutos a 19.000 g para remogdo do Percoll. O precipitado foi
ressuspenso em cerca de 1 ml de sacarose 250 mM obtendo-se uma suspensfio de proteinas

com concentracdo aproximada de 15a 20 mg/ml.
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3.2. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE FIGADO DE RATO

Mitocdndrias foram isoladas de figados de ratos Wistar mantidos em jejum por
aproximadamente 16 horas durante a noite, utilizando o método convencional de
centrifugacfo diferencial, como descrito por Schneider & Hogeboom (1950). O figado,
retirado ap6s a morte do animal por concissdo cerebral, foi lavado em solucio de sacarose
250 mM contendo tampdo HEPES 5,0 mM pH 7,2 e EGTA 0,5 mM, picado com tesoura e
homogeneizado em homogeneizador Potter-Elvehjem. O material foi centrifugado a 2.500
g por 5 minutos. O sobrenadante resuitante foi centrifugado durante 10 minutos a 10.000 g
sendo a fase lipidica superior retirada com pipeta Pasteur. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento ressuspenso em sacarose 250 mM, HEPES 5,0 mM pH 7,2 ¢e EGTA 0,3 mM, e
novamente centrifugado na condigdo anterior. A fragSo mitocondrial foi ressuspensa na
mesma soluco sendo que isenta de EGTA, numa concentragdo de aproximadamente 100

mg de proteﬁia por ml.

3.3. DOSAGEM DE PROTEINA

A concentra¢do de proteina das suspensdes mitocondriais foi determinada pelo
método de biureto (GORNALL er al, 1949), modificado pela adicio de colato 1%
(KAPLAN & PEDERSEN, 1983). O principio do método baseia-se na determinagdo da
concentragdo de ligagGes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo cobre-
nitrogénio. Este complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm. A absorbancia &
considerada diretamente proporcional 4 concentragio de proteina na solucfio analisada,
onde uma solugéio de BSA a 1% foi utilizada como padrio.

3.4. DETERMINACAO DO POTENCIAL ELETRICC (A¥) DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL

O potencial de membrana mitocondrial foi monitorado através da medida das
alteragbes de fluorescéncia da safranina O (5 uM) utilizando o espectrofotdmetro Hitachi
modelo F-4010 (Hitachi Ltd, Téquio, Jap#io) nos comprimentos de onda de excitacdo e
emissdo de 495 e 586 nm respectivamente (AKERMAN & WIKSTROM, 1976).
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A calibraggo foi feita pela titulacio do potencial de membrana com a captacio
de concentragBes conhecidas de potdssio (K*) pela mitocOndria na presenca de
valinomicina, em meio de reacfo isento de potassio e contendo sacarose 200 mM, HEPES
20 mM pH 7,2, MgCl 1,0 mM, rotenona 4,0 uM, EGTA 0,3 mM, succinato 5,0 mM,
valinomicina 0,06 pg/ml. Foram realizadas adi¢des sucessivas de KCl, seguidas de uma
adigdo de nigericina 0,15 pg/ml Os valores de potencial de membrana foram calculados
utilizando a equacfio de Nernst, considerando-se a concentragfo intramitocondrial inicial de
K" igual a 120 mM.

3.5. MEDIDA DE INCHAMENTO MITOCONDRIAL

O inchamento mitocondrial foi estimado a partir da queda de absorbancia (A)
da suspensdo mitocondrial a 520 nm medida em espectrofotdmetro Hitachi U-3000
(BEAVIS et al, 1985; GARLID & BEAVIS, 1985). Esta técnica gera uma variavel “B” de
disperséio de luz, a2 qual normaliza a absorbdncia reciproca, pela concentragdo de proteina
mitocondrial, “P” (miligramas/ml), de acordo com a formula:

B= P (A'-a)

P
Ps
Onde “a” corresponde a uma constante do aparelho ¢ “Ps” (igual 2 1 mg/ml) ¢

uma constante introduzida para fazer o redimensionamento de “B”.

3.6. TRANSPORTE DE CALCIO POR MITOCONDRIAS

O movimento de Ca®" através das mitocdndrias foi verificado determinando-se
as variagBes de absorbéncia do complexo Ca* -arsenazo III nos comprimentos de onda 665-
685 nm (SCARPA, 1979). O aparetho utilizado foi um espectrofotdmetro SLM Aminco
DW2000 com capacidade de determinar as diferencas de absorbdncia em dois

comprimentos de onda em uma mesma cubeta. O corante arsenazo III apresenta espectros
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de absor¢do diferentes na forma livie ou ligada ao Ca®*. A variacio na diferenca de
absorbincia nos comprimentos de onda 665-685 nm est4 associada a variacdes na
concentragio de Ca’ livre no meio de reago. As calibragdes foram feitas determinando-se
as varia¢es de absorbancia em fungfo de adigSes de concentragBes conhecidas de EGTA,

estipuladas considerando-se a concentragiio de Ca®" livre no meio de reagdo.

3.7. MEDIDA DA ATIVIDADE DA PEPTIDILPROLIL-CIS-TRANS ISOMERASE

A atividade da peptidilprolil cis-zrans isomerase foi determinada pelo
procedimento descrito por Fischer et al. (1989). Este ensaio foi baseado na isomerizagio
cis-trans do peptideo  N-succinil-alanil-alanil-prolil-fenilalanil  4-nitroanilide. A
quimotripsina . hidrolisa o peptideo somente quando a ligaciio Ala-Pro estiver na
conformagfo trans, esta reacSio é acompanhada pelo aumento da absorbincia a 390 nm.
Mitocdndrias (0,25 mg/ml) foram incubadas durante 2 min 3 temperatura ambiente em
meio de reagdo contendo tampdo Hepes-K™ 40 mM (pH 8.0) e Triton X-100 0.05%,
seguido pela pré-incubacio de 30 segundos com quimotripsina 20 uM. As medidas de
absorbancia a 390 nm foram iniciadas 2 segundos apés a adigfio de N-succinil-alanil-alanil-
prolil-fenilalanil 4-pitroanilide usando um espectrofotdmetro DW 2000 Aminco SLM.

3.8. PROCEDIMENTO DE INCUBACAO

Os experimentos foram realizados a 30°C em meio de reaciio descrito nas
legendas das figuras. Os resultados mostrados sdio representativos de séries de no minimo

trés experimentos, utilizando diferentes preparacSes mitocondriais.
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O inchamento mitocondrial constitui-se em uma das manifestacdes do
fenémeno de TPM. O mecanismo deste inchamento possui natureza coldide-osmética e
ocorre devido ao fato das moléculas pequenas atingirem equilibrio de concentragfio através
de alteragBes de permeabilidade da membrana mitocondrial interna, enquanto as proteinas
ficam retidas na matriz, gerando um maior desequilibrio osmoético. As suspensdes
mitocondriais sfio turvas ¢ espalham a luz incidente. A luz espalhada € uma funcio da
diferenca entre o indice de refragdo da matriz e do meio, e, qualquer processo que diminua
esta diferenga ird diminuir a luz espalhada e aumentar a transmitincia (NICHOLLS &
AKERMAN, 1982). Assim, um aumento no volume da matriz mitocondrial, associado com
a entrada de solutos permedveis, resulta numa aproximagdo entre o indice de refracfio da
matriz ¢ do meio de reagfio com a consequente diminuigio da luz espathada. Esta
propriedade das mitocondrias fornece um método qualitativo simples para se estudar o
fluxo de soliitos através da membrana mitocondrial interna. As mitocondrias sdo ideais a
aplicac@0 desta técnica porque sua matriz pode sofrer grandes variag@es de volume, j4 que a

membrana interna sofre desdobramento de suas pregas anterior ao seu rompimento.

Nos experimentos de inchamento mitocondrial foram utilizadas condi¢des
experimentais que excluissem qualquer interferéncia do potencial de membrana gerado pela
cadeia respiratoria bem como o movimento de Ca®* através da membrana mitocondrial
interna. Para tanto foram utilizadas mitocOndrias desenergizadas e desacopladas por
antimicina A e FCCP. A diamida foi escolhida como agente indutor da TPM por tratar-se
de um composto oxidante de grupos -SH classico em mitocdndrias animais com efeitos
bem conhecidos nessas organelas (KOSOWER e al., 1969; SILIPRANDI ef al., 1974,
1975; BEATRICE ez al., 1980; FAGIAN et al., 1990; PETRONILLI et al., 1994). Este
indutor € responsavel por um aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial
interna de figado de rato, quando o Ca®" apresenta-se ligado a sitios internos desta
membrana (GUNTER & PFEIFFER, 1990) e estd relacionada no grupo de substincias
conhecidas como agentes liberadores de Ca®* ou indutores de TPM (ZORATTI & SZABO,
1993).

Os resultados da Figura 3 mostram que a queda de absorbincia da suspensio
mitocondrial de tubérculos de batata expressa por ‘B’ que corresponde a um varidvel de

dispersdo de luz, foi induzida por concentragfes crescentes de Ca™* (200-8060 uM) ocorre
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de modo proporcional 4 concentragio de Ca®" (Jinhas b-e). A linha ponfilhada mostra que
na presenga de 300 pM de diamida, a fase lag que precede o inchamento induzido por 600
uM de Ca®* foi reduzida comparada aquela em que o Ca** foi adicionado sozinho
(linha d).

O sistema uniporter de transporte de Ca’’, tal como descrito para células
animais, aparentemente nfio opera em mitocOndrias de tubérculos de batata (MARTINS
et al., 1993; SILVA et al., 1992). A Figura 4A confirma a auséncia de um sistema de
captagio de Ca®* dependente de AY operante nestas mitocOndrias (linha a) (Ca** livre = 20
uM). Sob as mesmas condigdes, mitocdndrias de figado de rato (linka b) acumulam e retém
o Ca™ presente no meio de reagdo até¢ o momento da adicdo do protondforo FCCP. A
Figura 4B mostra que mitocondrias isoladas de figado de rato (linha b) e de tubéreulo de
batata (/inha a) respirando em presenga do substrato succinato, foram capazes de construir
um potencial de membrana (A¥) e manté-lo por 10 minutos. A adi¢io de ADP causou uma
queda reversivel na fluorescéncia da safranina (/inkas a ¢ b) observada no momento da
fosforilagdio do ADP. Apés a adigdo de 20 M de Ca** ndo foi observada nenhuma
alteracdo no AW de mitocdndrias de tubérculo de batata, confirmando a auséncia de um
sistema de transporte de Ca’" dependente do AW nestas mitocondrias (linka ).
Mitocdndrias de figado de rato (linka b) apresentaram uma queda do AW mitocondrial em
resposta 4 adigio de Ca™".

Os resultados apresentados na Figura SA indicam que o vermelho de ruténio (2
pM), um inibidor do uniporte de Ca*" mitocondrial, € a ionomicina (5 pM), um ionéforo
com alta seletividade pelo Ca®™ (linhas ¢ e d, respectivamente), nio alteraram
significativamente os padrdes do inchamento mitocondrial induzido por Ca®* 600 pM e
diamida 300 uM (linha b) em mitocdndrias isoladas de batata. Por outro lado, a adicdo de
vermeiho de ruténio (Jinha c) inibiu parcialmente, enquantc a ionomicina (linka d)
estimulou o inchamento mitocondrial induzido por Ca®* e diamida em mitocbndrias de
figado de rato (Painel B).
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A Figura 6 demonstra os efeitos de diferentes inibidores da transiclio de
permeabilidade mitocondrial sobre o inchamento promovido por diamida na presenca de
Ca®. A CsA é um inibidor altamente especifico da transigio de permeabilidade em
mitocOndrias de mamiferos. Este composto € igualmente eficiente quando diferentes tipos
de agentes indutores sdio empregados e parece agir por sua ligagfio a sitios mitocondriais
com uma constante de afinidade de 10° M. A CsA tem sido utilizada na investigagio do
mecanismo e do significado fisiolégico da TPM (GUNTER & PFEIFFER, 1990), Com a
finalidade de verificar se 0 comportamento de mitocOndrias vegetais frente a CsA seria
similar aquele descrito para mitocOndrias animais, foram realizados experimentos de
inchamento mitocondrial na presencga deste composto. Foi observado que a ciclosporina A
(Painel B, linha c) e o ADP (B, linha ), inibidores classicos do poro de transicio de
permeabilidade em mamiferos (GUNTER & PFEIFFER, 1990), nfo apresentaram efeito
inibitério no inchamento em mitocondrias de tubérculo de batata. Por outro lado, foi
observado que o ditiotreitol (Painel A, linha c), um redutor de grupos dissulfeto ¢ a catalase
(Painel A, linha d), uma enzima que catalisa a decomposicio de H,0,, inibiram
completamente o inchamento mitocondrial de tubéreulos de batata (Figura 6A, linha b).
Desde os primeiros estudos sobre transicfio de permeabilidade da membrana mitocondrial
interna, realizados por HUNTER & HAWORTH (1976; 1979), ficou constatado que a
auséncia de protetores endégenos, como os nucleotideos de adenina e Mg**, favoreciam o
fendmeno. Além disso, 0 Mg®" compete com o Ca®* pelos sitios de ligagio na membrana
mitocondrial (KOWALTOWSKI e al., 1998) e nestes experimentos inibiu parcialmente o
inchamento de mitocdndrias de batata (Figura 6B, linke d). Mitocdndrias de batata nio
purificadas apresentam-se contaminadas com peroxissomas intactos e restos de
amiloplastos. Para descartar a hipotese de interferéncia destes compostos nos resultados
obtidos, foram realizados experimentos com mitocdndrias de batata purificadas (Figura
4C). Observou-se que o ditiotreitol (Figura 6C, linha ¢) e catalase (linha d) inibiram
completamente o inchamento induzido por diamida e Ca® em mitocOndrias de batata
purificadas (Figura 6C, linha b). A CsA (linha e) ndo apresentou efeito inibitoério no
inchamento mitocondrial. Estes resultados demonstram que mitocdndrias purificadas
apresentam 0 mesmo comportamento que mitocOndrias de batata ndc purificadas quanto ac
inchamento promovido por Ca®" e diamida.
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A Figura 7 mostra os efeitos do pH do meio de reacio (pH 6,6 - 7,6) sobre o
inchamento mitocondrial induzido por diamida ¢ Ca*. Observou-se que a0 aumentar o pH
do meio de reaclio, houve uma redugdio progressiva da fase lag, que precede o inchamento
mitocondrial (pH 6,6 - 7,6, Figura 7 linhas a-f, respectivamente). Estes resultados sugerem
que a acidificagéio do meio de reagdio inibe o inchamento mitocondrial induzido por Ca®* e
diamida da mesma maneira que ocorre com mitocdndrias isoladas de figade de rato
(HALESTRAP, 1991; BERNARDI et al, 1992).

Em mitocondrias de mamiferos associa-se a inibigio do poro de transicio de
permeabilidade pela ciclosporina A, com sua ligacfio a ciclofilina, inibindo a atividade da
enzima peptidilprolil cis-trans isomerase (HALESTRAP e al, 1997; CROMPTON, 1999).
Uma vez que nfio foi observado efeito da ciclosporina A em mitocOndrias de batata, foi
investigada a presenca de atividade da enzima peptidilprolil cis-frans isomerase e sua
inibi¢io por ciclosporina A, o que revelaria se mitocondrias de batata possuem ciclofilina.
A Figura 8 mostra tipicas mudancas de absorbincia apés 2 segundos de inicio do ensaio
com a enzima peptidilprolil cis-frans isomerase, utilizando o peptideo teste N-succinyl-
alanyl-alanyl-prolyl-phenylalany] 4-nitroanilide. A isomerizacfio ocorreu na auséncia da
proteina mitocondrial (Figura 8, linkas ¢), mas foi estimulada quando mitocdndrias de
figado de rato (Figura 8A), de batata (Figura 8B) ou de batata doce (Figura 8C) estavam
presentes (/inhas a). A CsA inibiu a atividade da enzima isomerase (Figura 8, linkas b) em
todos os tipos de mitocondrias. Estes resultados indicam uma dissociacio entre a
propriedade da ciclosporina A em inibir a atividade da enzima peptidilprolil cis-trans
isomerase € em inibir a transicio de permeabilidade de membrana de mitocdndrias de
batata.

Com o objetivo de investigar a participagdo de grupos tiéis de proteinas na
permeabilizaciio mitocondrial de batata induzida por Ca®*, foram testados os efeitos de
reagentes tiol monofuncionais e reagentes tidlicos que promovem ligacdes cruzadas sobre o
inchamento de mitocOndrias de batata (Figura 9). Quando os experimentos foram
conduzidos na presenga de EGTA ([Ca®] livre < 0,01 uM) (Figura 9A), o mersalil, mas
ndo o oOxido de fenilarsina, DIDS ou N-etilmaleimida, induziu um lento inchamento

mitocondrial O inchamento induzido pelo mersalil foi fortemente estimulado por 10 uM de
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Ca® (linha a), mas nfo por éxido de fenilarsina, DIDS ou N-etilmaleimida. Na presenca de
altas concentragdes de Ca’" (600 uM; Figura 9C) todos os reagentes tiol estimularam o
inchamento mitocondrial de batatas.

A Figura 10 mostra o inchamento de mitocOndrias de tubérculo de batata
induzido por Ca** 600 uM (Painel A, linka &), Ca** 600 uM e diamida 300 uM (Painel B,
linha a) e mersalil 50 uM (Painel C, /inha a). Observou-se inibigio parcial do inchamento
mitocondrial induzido por Ca® ou Ca®* mais diamida pela dibucaina (200 uM) um
anestésico local que desloca de uma forma competitiva fons Ca®* ligados a fosfolipideos de
membranas (LOW ef al., 1979). A auséncia de inibicdo por dibucaina do inchamento
mitocondrial induzido por mersalil (Figura 10C, linha b) pode ser explicada pela ndo
dependéncia de Ca®* desta permeabilizacio mitocondrial. A presenga de BSA, um quelante
de acidos graxos livres, inibiu quase completamente o inchamento mitocondrial em todas as
situagBes estudadas (Figura 10, Jinhas c).

Os resultados apresentados na Figura 11 mostram que mitocOndrias de
tubérculo de batata (Figura 11, /inha a) nfio sdo capazes de captar Ca’* e que mitocondrias
de batata doce (Figura 11, linha b) sdo capazes de captar e acumular o Ca** presente no
meio de reagdo. A adigiio do proton6foro FCCP resultou na liberagfio de Ca® para o meio
extramitocondrial.

Um dos métodos utilizados para monitorar a transiciio de permeabilidade de
mitocOndrias isoladas € o efluxo mitocondrial de Ca?". A Figura 12 (Painel A) mostra que
mitocdndrias de batata doce captam e acumulam o Ca®* presente no meio de reagdio. Apbs
aproximadamente 20 minutos, o Ca®" comeca a ser liberado. Quando as concentragdes de
Ca™ siio aumentadas (60, 100, 200 e 300 uM, linhas a, b, ¢ e d respectivamente) as
mitocOndrias perdem progressivamente sua capacidade de retencfio de Ca®*. Apés a adigdo
do ionéforo de Ca®™, ionomicina, o Ca** mitocondrial foi completamente liberado. Os
efeitos de diferentes inibidores de transigSio de permeabilidade foram testados em relagiio a
liberagiio de Ca®* (60 uM) induzida pela diamida (200 uM) (Painel B, linkas a-d). Foi
observado que a ciclosporina A (linha a) nio apresentou efeito inibidor na liberacio de

Ca®* mitocondrial. Por outro lado, a catalase (linha b), inibiu parcialmente a liberacéio de
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Ca**. Com o objetivo de assegurar que o Ca’* estava sendo captado pelas mitocdndrias,
utilizou-se o inibidor de uniporte de Ca®*, vermelho de ruténio (linha d), o qual preveniu

completamente a captacio de Ca*".

Os resultados apresentados na Figura 13 mostram que o inchamento de
mitocdndrias de batata doce energizadas com succinato foi induzido por 120 uM de CaZ*
(Painel A, linhas a-c). No Painel B, os experimentos foram conduzidos em presenca de 60
UM de Ca** e 200 pM de diamida (linhas a-c). Foi observado que 2 pM de catalase inibiu o

inchamento mitocondrial (/inhas b). A CsA nfio apresentou efeito inibitério sobre o

inchamento mitocondrial (/inhas c). As linhas d representam experimentos controle na
presenca de 1 mM de EGTA.

Com o objetivo de investigar a participagiio do translocador de ATP/ADP no
fendmeno de TPM (VERCESI, 1984; KOWALTOWSKI et al, 2001), foi utilizado o
bongkrekato (BKA), um inibidor deste translocador. A Figura 14 mostra que o inchamento
de mitocondrias de figado de rato induzido por Ca®* e diamida (Painel A, linha a) foi
completamente inibido pelo BKA e por CsA (linhas b e ¢, respectivamente). Por outro lado,
o BKA (linhas b) e a CsA (linhas ¢) nfo foram capazes de prevenir o inchamento
mitocondrial induzido por Ca** e diamida em organelas isoladas de batata (Painel B) e
batata doce (Painel C).

Em contraste com os nossos resultados, Arpagaus e colaboradores (2002)
observaram que o inchamento de mitocondrias de tubérculo de batata induzido por altas
concentragdes de Ca’™ (5 mM) pdde ser inibido parciaimente por CsA. Estes autores
também verificaram que a presenga de ditioeritritol (DTE) potencializa o efeito inibit6rio
da CsA. Na Figura 15 utilizamos condiges experimentais similares as utilizadas por
Arpagaus e colaboradores (2001). O inchamento mitocondrial induzido por 600 uM e 2,5
mM de Ca** (linhas a e ¢, respectivamente) ndo foi inibido pela CsA (2 uM) (Jinkhas b e d,

respectivamente). A linha e representa um experimento controle em presenca de EGTA.
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Figura 3. Efeito da diamida sobre o inchamento mitocondrial induzido por Ca?:
Mitocdndrias de tubérculo de batata (0,2 mg/ml) foram incubadas em meio de reacfio
contendo sacarose 300 mM, Hepes-KOH 10 mM, pH 7,2, FCCP 0,5 uM, e AA 1 uM,
suplementado com Ca*" 200 uM (linha b), Ca®* 400 pM (linha c), Ca®* 600 uM (linha d),
Ca®* 800 pM (linha ¢) e Ca?* 600 pM em presenga de diamida 300 pM (linha pontithada). A

linha a representa um experimento controle sem adic6es de Ca?* e diamida.
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Figura 4. Captaciio de Ca® ¢ potencial de membrana em mitocbndrias de tubéreulo de
batata e de figado de rato. Mitochndrias de tubérculo de batata (linhas a) e de figado de
rato (linhas b) foram incubadas em meio de reacdio contendo sacarose 250 mM, Hepes-
KOH 10 mM, pH 7.2, fosfato I mM , BSA 0,1 mg/ml, succinato 2 mM e rotenona 5 uM,
suplementado com arsenazo [I 20 pM (A) ou safranina O 5 puM (B). Em (A) as setas
indicam, duas adi¢Ses consecutivas de Ca® 10 uM, mitocéndria MITO) 1 mg/mle FCCP 1

sM. Em (B), ADP 100 uM, Ca®* 20 yM e FCCP 1 uM foram adicionados onde indicado.
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Figura 5. Efeito do vermelho de ruténio e¢ iomomicina sobre o inchamento
mitocondrial induzido por Ca®* e diamida. Mitocondrias de tubérculo de batata (A)ede
figado de rato (B) (0,2 mg/ml) foram incubadas nas mesmas condi¢es experimentais
descritas na Figura 3, em meio de reagfio suplementado com diamida 300 pM e Ca®* 600
pM (linhas b-d). Vermelho de ruténio 2 uM e ionomicina 5 puM foram adicionados nos
experimentos representados pelas linhas ¢ e d respectivamente. As linhas pontilhadas (a)

representam experimentos controle na auséncia de Ca** e diamida.
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Figura 7. Efeito do pH sobre o inchamento mitocondrial induzide por Ca** ¢ diamida.
Mitocdndrias de tubérculo de batata (0,2 mg/ml) foram incubadas em meio de reagfio
tamponado com MOPS/Tris 10 mM, em presenca de diamida 300 uM e Ca®* 600 uM, sob
diferentes condigdes de pH (6,6 (linha a), 6,8 (linha b), 7,0 (linha c¢), 7,2 (linha d), 7,4
(linha e), 7,6 (linha f)).
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Figura 11. Captagio de Ca“" por mitocdndrias de tubérculo de batata e mitocondrias
de batata doce. Mitocndrias de tubérculo de batata (linha a) ¢ mitocéndrias de batata
doce (linha b) foram incubadas em meio de reagio contendo sacarose 250 mM, Hepes-
KOH 1 mM pH 7.2, Pi 1 mM, succinato 2 mM e rotenona 5 pM, suplementado com
Arsenazo III 20 uM e Ca** 60 uM. Mitocdndria (0,2 mg/ml (MITO) e FCCP 2 uM foram

adicionados onde indicado.
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Figura 12. Efeito da diamida, inibidores do poro de tramsicio de permeabilidade e
vermetho de ruténio sob o acimulo de Ca® em mitocondrias de batata doce.
Mitocondrias de batata doce (0,2 mg/ml) foram incubadas nmas mesmas condicBes
experimentais descritas na Figura 4. Em (A) foram adicionadas diferentes concentraces de
Ca® (60, 100, 200 300 uM, linhas 4, b, ¢ e d respectivamente). Em (B) os experimentos
foram conduzidos em meio de reagio contendo Ca’* 60 uM. em presenca de 200 pM de
diamida (linhas a-d). CsA 0,5 pM, catalase 2 pM e vermelbo de ruténio 2 pM estavam
presentes nos experimentos representados pelas linhas a, b e J respectivamente. A linha e

representa um experimento controle contendo Ca®* 60 uM na auséncia de diamida.
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Figural3. Efeito da CsA e catalase sobre o inchamento induzido por Ca?* na auséncia
¢ presenga de diamida em mitocOndrias de batata doce. MitocOndrias de de batata doce
(0,2 mg/ml) foram incubadas nas mesmas condi¢cdes experimentais descritas na Figura 4.
Em (A) foi adicionado Ca®* 120 pM (linhas a-c). Em (B), os experimentos foram
conduzidos em presenca de Ca?* 60 uM e diamida 200 pM (linhas g-c). Catalase 2 pM ¢
CsA 0,5 pM foram adicionadas nos experimentos representados pelas linhas 5 e ¢
respectivamente. As linhas J representam experimentos controle em presenca de
EGTA I mM.
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Figara. 15. Efeito da CsA sobre o inchamento mitocondrial induzido por Ca®.
Mitocondrias de tubérculo de batata (0.2 mg/ml) foram incubadas em meio de reagio
contendo Ca®" 600 uM (linka a) e Ca** 2.5 mM (linha c). A CsA (2 uM) estava presente
nos experimentos representados pelas linhas b ¢ d (600 uM e 2.5 mM de Ca®"
respectivamente). A linha e representa um experimento na presenca de EGTA mM.
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5. DISCUSSAO

3




A formago do poro de transigic de permeabilidade de mitocdndrias de
mamiferos pode ser mediada por uma agfio sinérgica entre o Ca®* ¢ EROs, conduzindo uma
oxidagdio de grupamentos ti6is de proteinas de membrana (KOWALTOWSKI et al., 2001).
De acordo com esta hip6tese, Ca®* pode estar envolvido no mecanismo de abertura do poro
de transicBo de permeabilidade das seguintes maneiras: (f) através de sua ligaciio a
cardiolipinas da membrana interna mitocondrial e estimulando a produgfio de O, (4nion
radical superdxido) e consequentemente de H;O; pela cadeia respiratéria (VALLE er al.,
1993; DIKENS, 1994; CASTILHO er al, 1995B; GRIJALBA et al, 1999;
KOWALTOWSKI et al., 2001), (i) estimulando a reacfio de Fenton através da mobilizagdo
de Fe** da matriz mitocondrial (CASTILHO e al., 1995B) e (iif) através de sua ligagio a
proteinas de membrana que regulam a abertura do poro de transicio de permeabilidade
(BERNARDI ef al., 1992; CROMPTON, 1999; ZORATTI & SZABO, 1995). Os
resultados apresentados neste trabalho indicam que altas concentragdes de Ca®*
extramitocondrial promovem a permeabilizacdo da membrana mitocondrial interna de
batata e batata doce (Solanum tuberosum e Impomoea batatas) respectivamente, através de
um mecanismo sensivel a catalase exdgena e a ditiotreitol, sugerindo a participacdo de
EROs e oxidago de grupos tidis de proteinas neste processo. Além disso, a potencializagiio
induzida por diamida e mersalil no inchamento de mitocondrias de Solomum tuberosum e
Impomoea batatas induzido por Ca”™*, confirma que grupos tidlicos de proteinas sfo alvos
importantes de EROs no mecanismo de permeabilizacio da membrana mitocondrial destes
vegetais. Assim como observado em mitocondrias isoladas de mamiferos (ZORATTI &
SZABO, 1995), a permeabilizagio da membrana de mitocdndrias de Solanum tuberosum
induzida por Ca®* ou Ca’* e diamida se mostrou sensivel a BSA, um quelante de acidos
graxos livres e dibucaina, um anestésico local que se liga a sitios de Ca®" em fosfolipideos
de membranas, deslocande de wma forma competitiva ions Ca®* ligados a membranas
{LOW et al., 1979).

A presenca do ion6foro de Ca®, ionomicina, que potencializa a TPM de figado
de rato sob condicGes desenergizadas (VERCESI er al., 1998), nfio estimulou
significativamente o inchamento de mitocdndrias de Solanum tuberosum, as quais nfio
possuemn um uniporte de Ca’* operante. Este resultado demonstra que o Ca?'

intramitocondrial nfio € necessario para induzir TPM nestas mitocondrias. Sob este aspecto,
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¢ importante enfatizar que o vermelho de ruténio nfio inibiu completamente 2 TPM em
mitocOndrias desenergizadas de figado de rato incubadas na presenga de altas
concentracBes de Ca’" (VERCESI et al., 1988). Isto sugere que, sob altas concentracdes, a
ligagio do Ca®* & parte externa da membrana mitocondrial interna pode resultar em
alteragSes semelhantes aquelas induzidas por altas concentragdes de Ca?* acumuladas na
matriz de mitocondrias energizadas. Estas alteracSes promovidas por Ca** aumentariam o
vazamento de elétrons e a produgfio de EROs em mitocdndrias e podem ocorrer devido a
desorganizagdo de componentes da membrana mitocondrial interna, como de complexos da
cadeia respiratéria (GRIJALBA et al., 1999). Corroborando esta hipétese, através da
técnica de ressondncia paramagnética (EPR), GRIJALBA ef 4l. (1999) mostraram que o
Ca®*, na faixa de concentracio utilizada neste trabalho, induz separaciio de fase lateral na

fase lipidica da membrana de particulas submitocondriais de coracio.

Nossos resultados mostraram que a permeabilizacio de mitocondrias de
Solanum tuberosum e Impomoea batatas induzida por Ca®* nfio & sensivel a inibidores
classicos da TPM de mamiferos, como o ADP e a CsA, e ¢ parcialmente inibido por Mg** e
pela acidificagdo do pH do meio de reagfio. Sabe-se que a propriedade inibitéria da CsA
sobre a transicfio de permeabilidade de mitocondrias de mamiferos estd relacionada 3 sua
ligagdo a ciclofilina D presente na membrana mitocondrial interna, através de um Processo
associado com a inibigdo da atividade enzimitica de peptidilprolil cis-tras isomerase
(NICOLLI et al., 1996; HALESTRAP ez al., 1997). Isto sugere que 2 ciclofilina € um
componente estrutural do poro de transicio de permeabilidade mitocondrial de mamiferos
(BEUTNER et al., 1998; NICOLLI ef al., 1996) ou que catalisaria a abertura deste poro de
mitocondrias de mamiferos através da sua atividade de isomerase ligada a peptideo
(BROEKEMEIER & PFEIFFER, 1995; NOVGORODOV et 4l 1994). As ciclofilinas
compde uma grande familia de protefnas altamente conservadas encontradas em
eucariontes (CONNERN & HALESTRAP, 1992, 1994) e inclusive em algumas plantas
(MATOO, 1998; BREIMAN ef al., 1992). A dissociacdo entre a propriedade da CsA inibir
a atividade da enzima peptidilprolil cis-zras isomerase e de inibir a transicdo de
permeabilidade de membrana em mitoc6ndrias de Solanum tuberosum e Impomoea batatas
indica que o papel das ciclofilinas deva ser outro em mitocondrias isoladas destes vegetais.

Estes resultados obtidos com mitocéndrias de batata estfo de acordo com a hipétese de
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Jung e colaboradores (1997) a qual afirma que as ciclofilinas constituem um componente
filogenético relativamente recente da TPM, baseado em observagdes semelhantes de
insensibilidade da TPM a CsA em organelas isoladas de leveduras. A inibi¢do parcial da
TPM de batata por acidificagfio do pH do meio de reagfic mostra que a protonagio de um
residuo critico de histidil da ciclofilina com sua dissociacio do sitio de ligacdo no
complexo do PTP mitocondrial (NICOLLI et al., 1996) ndic € o tinico mecanismo de
mibi¢do do PTP por acidificagio de pH. De fato, resuitados de nosso grupo mostram que a
inibigio da TPM em mamiferos por pH 4cido pode ser mediado pelo decréscimo da
reatividade de tidis de proteinas de membrana devido a protonacfio de residuos histidil de
proteinas (TEIXEIRA ef al., 1999).

MitocOndrias isoladas de Solanum tuberosum e de Impomoea batatas foram
utilizadas em nossos estudos por apresentarem diferencas marcantes quanto a capacidade
de captar e acumular o Ca®" Enquanto mitocondrias de Solanum tuberosum nfo
apresentam capacidade significativa de captagiio e actmulo de Ca®* (MARTINS &
VERCESI, 1985), ¢ conhecido que mitocOndrias de Impomoea batatas sio capazes de
captar e reter grandes quantidades de Ca® (CHEN & LEHNINGER, 1973). Estas
mitocondrias constituiram um modelo adequado para esclarecer a relagfio entre a presenca
de um sistema transportador operante de Ca®’, a ocorréncia de TPM, bem como se a
sensibilidade da TPM & CsA estaria relacionada com a presenca ou nfio de um sistema
transportador de Ca**. Os resultados obtidos sugerem que a auséncia ou presenca de um
sistema ativo de transporte de Ca®" nestes vegetais nfo estd relacionada com a
insensibilidade da transicio de permeabilidade destas mitocOndrias vegetais a CsA.

Considerando os resultados aqui apresentados, podemos concluir que foi
identificada e caracterizada uma condi¢io de transicio de permeabilidade de membrana
induzida por Ca™* e espécies reativas de oxigénio, e insensivel & CsA, em mitocondrias
isoladas de Solanum tuberasum ¢ Impomoea batatas. Assim como em mamiferos (GREEN
& REED, 1998), ¢ possivel que Ca’*, mitocOndrias ¢ TPM estejam envolvidos no
desencadeamento ¢ processo de morte celular em vegetais (JONES, 2001). Desta forma,
acreditamos que os resultados apresentados nesta tese sejam de grande valia para estudos
futuros sobre mecanismo de morte celular em vegetais, assim como para intervengSes com

o objetivo de acelerar ou retardar esta morte celular.
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Ca?+ Induces a Cyclosporin A-Insensitive Permeability
Transition Pore in Isolated Potato Tuber Mitochondria
Mediated by Reactive Oxygen Species’
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Oxidative damage of mammalian mitochondria induced by Ca?* and prooxidants is mediuled by the
attack of mitochondria-generated reactive oXygen species on membrane protein thibls promoting ox-
idation and cross-linkage that leads to the opening of the mitochondrial permeability transition pore
(Castitho et al., 1995). In this study, we present avidence that deenergized potato tuber (Solanum
tuberosum) mitochondria, which do not possess & Ca** uniport, undergo inner membrane perme-
abilization when treated with Ca?t (>0.2 mM), as indicated by mitochondrial swelling. Similar to
rat liver mitochondria, this permeabilization is enhanced by diamide, a thiol oxidant thai creates 2
condition of oxidative stress by oxidizing pyridine nucleotides. This is inhibited by the antioxidants
catalase and dithiothreitol. Potato mitochondrial membrane permeabilization is not inhibited by ADP,
cyclosporin A, and ruthepium red, and is partially inhibited by Mg?* and acidic pH, well knowsn
inhibitors of the mammalian mitochondrial permeability transition. The lack of inhibition of potato
mitochondtial permeabilization by cyclosporin A is in contrast to the inhibition of the peptidylprolyl
cis—trans isomerase activity, that is related to the cyciosporin A-binding protein cyclophilin. Inter-
estingly, the monofunctional thiol reagent.mersaly! induces an extensive cyclosporin A-insensitive
potato mitochondrial swelling, even in the presence of lower Ca?* concentrations (>0.01 mM}. In
conclusion, we have identified a cyclosporin A-insensitive permeability transition pore in isolated
potato mitochondria that is induced by reactive oxygen species.

KEY WORDS; Calcium; cyclosporin A, mitachondrial permeability transition; plant mitochondria; oxidative
stress; Solanum mberosum. ;
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INTRODUCTION sition {MPT) in mammalian mitochondria {for reviews,

see, Halestrap et al., 1997; Lemasters, 1998: Kowaliowski

1t is well known that, under certain pathological con- and Vercesi, 1999; Crompton, 1999). MPT is defined as a
ditions, mitochondrial matrix Ca?* may reach a concentra- Ca**-dependent, nonspecific permeabilization of the mi-
tion that triggers the state of membrane permeability tran- tochondrial inner membrane, inhibited by submicromo-
lar concentrations of cyclosporin A (Zoratti and Szabd,

TN 1995). This process begins as 2 mitochondrial mem-

T Key to abbreviations: AW, membrane potential; DIDS, 4.4 -diiso-

thiocyanawstilbene»z.2’—disuifonic acid; FCCP, carbonyl cyanide-4- brane permeab;hzauon {o protons and small jons and

sriflucromethoxyphenyihydrazone: MPT, mitochondrial permeabitity Progresses as a permeabi}izaﬁc_m 0 Sman‘ sugars and 0s-
wransitton: ROS, reactive oxygen species. motic support, finally resuliing in permeabilization to fow-
2 Departamento de Patologia Clinica. Faculdade de Ciéncias Médicas, molecular mass proteins (<1 500 Da), accompanied by ir-

Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP 13083-970, Brazil.
* Departamento de Bioguimica, Setor de Ciéncias Biotogicas, Universi-
dade Federal do Parana, Curitiba, PR, Braiil.

reversible mitochondrial dysfunction (Zoratti and Szabd,
1995; Castilho et al., 1996). MPT can be enhanced by var-

4o whom all comespondence should be addressed; e-mail: anibal@ jous agents (inducers) including prooxidants, thiol Cross-
obelix.anicasnp.br linking reagents, inorganic phosphate (P;) and uncouplers
§
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(Zoratti and Szubd. 1993 Kowaltowski and Vercesi,
1999,

Siudies conducted in our taboratory (Valie er al.,
1993, Castilho er al., 1995; Kowallowski and Vercesi,
19991 and others (Zoratti and Szabd, 1995) have demon-
stratee] that MPT, induced by prooxidants such as
diamide or r-butyl hydroperoxide, is triggered by a
Ca**-stimulated production of reactive OoxXygen species
(ROS) (Castilho er al., 1993; Grijalba er al., 1999), which
accumulates due to exhaustion of mitochondrial antiox-
idants GSH and NAD(PYH. Mitochondrially generated
ROS promote the oxidation and cross-linkage of thiol
groups on mitochondrial membrane proteins, leading to
MPT (Valle er al., 1993: Castitho er 4/, 1995, 1996). Par-
tial inhibition promoted by ruthenium red, an inhibitor of
the Ca™~ uniport, indicates that these processes are depen-
dent on imramillchoredriai Ca** (Vercesi er al.. 1988},

Ca®" wansport by plant mitochondria varies in
many aspects between different plant species (Chen and
Lehninger. 1973 Dicter and Marmé, 1980) and between
different tissues and ages in the same species (Dieter and
Marmé, 1980). The data available also show that Ca®*+
transport in plant mzao{:hondna operates differently from
that in animais (Moore and Akerman, 1984). For exam-
ple, mitochondria isolated from the hypocotyls of plants
such as coffee (Coffea arabica), soybean (Glycine max),
bean (Phaseolus vuigaris), and comn (Zea mays) have
the ability to transport Ca** (Martins and Vercesi, 1985;
Camnieri ¢7 al., 1986). Therefore potato tubers (Selanum
tuberosum), red beet roots {Bera vulgaris}, and white cab-
bage leaves (Brassica oleraceae) mitochondria are un-
able 1o accurnulate Ca?*, despite the ability to build
up a high ransmembrane electrical potential, the driv-
ing force for C:ﬁ" uptake (Martins and Vercesi, 1985;
Silva er al.. 1992). This suggests that these mitochon-
dria do not possess the electrophoretic Ca’* uniporter
and constitute good models to study the mechanism by
which Ca** affects mitochondrial membrane permeabii-
y. Other interesting data obrained in these studies showed
that potuto tuber mitochondria possess a Mg?* -insensitive
inner membrane anion channel (PIMAC) ¢Beavis and
Vercesi, 1992}, an uncoupling protein {PUMP} {Vercesi
et al., 1993) and an alternative oxidase (for a recent re-
view see, Sluse and Jarmuszkiewicz, 1998) that could po-
tentially participate in the modulation of the MPT via their
effects on mitochondrial membrane potentiai {AW) and,
hence, on the mitochondrial generation of ROS,

In this paper, we report the effect of Ca?*, diamide,
and thiol reagents on the permeability of potato tuber mito-
chondrial membrane, and its relationship with extramito-
chondrial Ca**. Our results indicate tha potato mitochon-
drial membrane permeabilization occurs in a cyclosporin
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A-insensitive mechanism and s due the oxidation of pro-
tein thicl groups by mitochondrially generated ROS.

MATERIALS AND METHODS
Isolation of Potato Tuber Mitochondria

Potate tuber mitochondria were isolated from pota-
toes {Solanum ruberosum L., cv. “Bintie”) obtained from
the local market using a sucrose medinm as described by
Beavis and Vercesi (1992). The extraction medium con-
tained 0.23 M sucrose, 10 mM HEPES-K*, 2 mM EGTA,
3 mM cysteine, and bovine serum albumin (1 mg/ml); the
pH was adjusted to 8.0 at 4°C. The wash medium con-
tained 0.25 M sucrose, 2 mM HEPES-K*, and 0.1 mM
EGTA and was adjusted to pH 7.1 at 4°C. Potatoes (1 kg)
are peeled, diced into 1 10 2 cm cubes, transferred to 2 liters
of extraction medium at 4°C, and disrupted in a Waring
Blendor at high speed for 15 5. The filtrate is then cen-
trifuged at 1000 x g for 15 min and the pellet discarded.
The mitochondria are then collected by centrifugation at
10,000 x g for 15 min, resuspended in about 40 ml wash
medium, and then centrifuged twice at 250 x g for 10 min,
the starch pellets are discarded after each spin. The mito-
chondria are then collected by centrifugation at 6000 x g
for 15 min. The final pellet consists of a firm pellet with
a “ftutfy” layer on the top. The “fluffy” layer is discarded
and the pellet resuspended in about 2 ml of 0.25 M sucrose
to yield a stock suspension of about 20 to 30 mg/ml.

For purification of potato tuber mitochondria, por-
tions (1 ml) of the final pellet were layered on top of gra-
dients consisting of 40 m} of buffer containing 250 mM
sucrose, 10 mM HEPES-KOH, pH 7.2, 0.3 mM EGTA.
and 21% Percoll. The mixture was centrifuged at 39,000 x
g for 30 min. Two bands of membranes were recovered
from the gradient: a dense band recovered from approx-
imately two-thirds down the tube, corresponded to puri-
fied mitochondria, while most contarninants were isolated
from the Percoll gradient from 2 band above the mito-
chondria. The purified mitochondria were removed with
a Pasteur pipet, diluted with 30 mi of 0.25 M sucrose. 2
mM HEPES-K™, pH 7.1, and 0.1 mM EGTA and washed
by centrifugation at 19,000 x g for 15 min to remove
the Percoll. The pellet was resuspended in about | ml of

10.25 M sucrose to yield a stock suspension of about 15 to

20 mg/ml.
Isolation of Rat Liver Mitochondria
Mitochondria were isolated by conventional differen-

tial centrifugation of the livers of adult Wistar strain rats
fasted overnight. as described by Castitho et al. (1995).
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Standard Incubation Procedure

The experiments were carried out at 30°C in a stan-
dard reaction medium containing 300 mM sucrose, 10 mM
HEPES-Nz* buffer (pH 7.2, 0.5 uM carbonyl cyanide-
d-triflucromethoxyphenylhydrazone (FCCP), and | uM
antimycin A. In the experiments conducted at different
pHs, the buffer used was 10 mM MOPS/Tris instead
HEPES. Other additions are indicated in the figure leg-
ends. The resuits shown are representative of a series of
al least three experiments, using different mitochondrial
preparations. The results were reproduced within 13% of
variation.

. Determination of Mitochondrial Swelling

Mitochondrial swelling was estimated from the de-
crease in the absorbance of the mitochondrial suspension
at 520 nm measured in a Hitachi U-3000 spectropho-
tometer (Beavis ef al., 1985; Garlid and Beavis, 1985).
This technigue generates a light-scatiering variable, "8
which normalizes reciprocal absorbance for mitochon-

_drial protein conceniration, “P” (mg/ml), according to the
formula:

e P
ﬁ—Ps(A a)

where a is a machine constant and P, {equals 1 mg/ml) is
a consiant introduced to make 8 dimensionless.

 Measurements of Mitochondrial Transmembrane
Electrical Potential (A}

) Mitochondrial membrane potential {Ayr) was moeni-

 tored by measuring the fluorescence changes of safranin Q

i (5.0 uM), using a model F-4010 Hitachi spectrofluorom-

" eter (Hitachi, Ltd., Tokyo, Japan) operated at excitation

“and emission wavelengths of 495 and 586 nm, respec-

tively, and skt widths of 5 nm (Akerman and Wikstrom,
1976}.

Determination of Ca** Movements

Variations in the concentration of free extramito-
chondrial Ca®* were followed by measuring the changes
in the absorbance spectrum of arsenaze I (40 pM), us-
ing 2 SLM Aminco DWZ000 spectrophotometer (SLM
instruments, Inc., Urbana, Illinois) set at the 675685 nm
wavelength pair {Scarpa, 1979).

Measurement of Peptidylproly! cis-trans
Isomerase Activity

The peptidyiprotyl cis—frans isomerase aclivity was
measured by the procedure of Fischer er al (1985}
This assay was based on cis—frans 1somerization of
the peptide N-succinyl-alanyl-atanyl-prolyl-phenylalanyl
4-nitroanilide. Chymotrypsin hydrolyzes the nitroanilide
only when the Ala—Pro is trans. This reagtion is followed
by an increase in absorbance at 390 nr. Mitochondria
(0.25 mg/ml) were preincubated for 2 min a1 room tem-
perature in reaction medium containing 40 mM HEPES-
K* buffer (pH 8.0) and 0.05% Triton X-100, followed
by 30s of preincubation with 20 uM chymeotrypsin. Ab-
sorbance measurements were initiated 2s after the addition
of 60 uM N-succinyl-alanyl-alanyl-prolyi-phenylalanyl
4-nitroanilide at 390 nm using a SLM Aminco DW2000
spectrophotometer.

Chemicals

Most of the chemicals, including ADP, catalase, chy-
motrypsin, cyclosporin A, diamide, dithiothreitol, EGTA,
HEPES, MOPS, safranin O, succinate, ruthenium red, and
N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe 4-nitroanilide were obrained
from Sigma Chemical Company (SL Louis, Missouri). All
other reagents were commercial products of the highest
purity grade available.

RESULTS

The study of inner mitochondrial membrane perme-
abilization induced by Ca®* can be assessed by using the
classic mitochondrial swelling technique to follow the net
influx of the osmotic support associated with nonspecific
increase in membrane permeability (Gunter and Pfeiifer,
1990). The experiments shown in Fig. 1 were conducted
using deenergized mitochondria, a condition under which
the Ca®* influx can be driven by a gradient of the cation
activity across the inner membrane if a Ca** uniport or
a Ca?* ionophore is present. This experimental condition
has the advantage of eliminating the involvement of respi-
ration; membrane potential, and Ca** C)ic]ing across the
inner membrane in the mitochondrial sweliing (Vercesi
et ql., 1988). The resuits of Fig. 1 illustrate that the de-
crease in the absorbance of the mitochondrial suspen-
sion, induced by increasing Ca® concentrations {200
800 uM), occurs in 2 dose-dependent manner (lines b-¢).”
The dotted line shows that in the presence of 300 uM
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Fig. 1. (o~ indueed patato mitochondrial swelling: Effect of diamide.
Potitu wber mitechondria (0.2 mg/ml) were incubsted in standard reac-
tion medium containing 200 oM Ca®* (fine b}, 400 «M Ca®™ {line c),
600 1M Ca™™ (line d), 800 4M C2*7 (line e) and 600 wM Ca®* and
X M diamide (dotted line). Line & represents a control experiment
without wdditions of Ca™™ and diamide.

diamide. & thiol oxidant (Kosower er al., 1969), the lag
phase that precedes swelling induced by 600 M Ca®™* is
shorter than when Ca”™ was added alone (line d).

Figure 2 (Panel A) confirms that potato tuber mito-
chondria (line a) are not able to 1ake up Ca®* (free [Ca®*]
= 20 uM) under our experimental conditions. Under the
same conditions, rat liver mitochondria (line b) accumu-
lated and retained the Ca** present in the medium, until
the protonophore FCCP was included. Panel B shows that
isolated potato tuber (line a) and rat Hver (line b) mitochon-
dria respiring on succinate were able 1o create a membrane
potential (AW) and mantain it for 10 min, The addition of
ADP caused a rhnsient decrease in safranin fluorescence
(lines a and b) during ADP phosphorylation. In contrast
to rat liver mitochondria, no change in Ay was observed
in potate mitochondria when 20 M of Ca®* was added,
confirming the absence of a Ca®* transport §ystem depen-
denton AW in these mitochondria (line a).

The results shown in Fig. 3 (Panel A} indicate that
2 uM ruthenium red (line c). an inhibitor of the mito-
chondrial Ca®* uniporter, and 5 uM ionomycin (line d),
an ionophore with a high selectivity for Ca?*, did not
significantly change the patterns of potato mitochondrial
sweiling induced by 600 uM Ca’* and 300 uM diamide
(line b). In contrast, in rat liver mitochondria (Panel B) the
addition of ruthenium red (line ¢) partially inhibits, while
ionomycin (line d) stimulates Ca?* and diamide-induced
mitochondnal swelling.

In Fig. 4, the effects of different mitochondrial per-
meability transition inhibitors were tested on potato wber
mitochondrial swelling induced by diamide in the pres-
ence of C2°* . It was observed that dithiothreitol (A, line ¢),
a disulfide reductant, and catalase (A. line d}. an enzyme
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that degrades H20.. completely inhibit potato mitochon-
drial swelling (A, line b}. On the other hand, cyclosporin
A (B, line c) and ADP (B, iine e), classical inhibitors of
the permeability transition pore in mammalian mitochon-
dria {Gunter and Pfeiffer, 1990), had no inhibitory effect.
Mg?*, which competes with Ca®* for binding sites on
the mitochondrial membrane {Kowaltowski er af., 1998),
partiatly inhibits this potato mitochondrial swelling (B,
line d). Since crude potato mitochondria are weil-known
to be contaminated with intact peroxisomes and amylo-
plast ghosts, we have also carried out experiments with
purified potato tuber mitochondria {Fig. 4C). It was ob-
served that dithiothreitol {C, line ¢) and catalase (C, line
d) compietely irhibit Ca®* and diamide-induced swelling
of purified potato tuber mitochondria (C, line b), while
cyclosporin A (C, line e) had no inhibitory effect. These
results showed that purified mitochondria give the same
resuits to that obtained with crude potato tuber mitochon-
dria.

The results depicted in Fig. 5 show the effect of
medium pH (pH 6.6-7.6) on Ca®* and diamide-induced
potato mitochondrial swelling. We observed that by in-
creasing pH, the lag phase that precedes mitochondrial
swelling was progressively decreased (pH 6.6-7.6, re-
spectively, lines a—f). These results suggest that acidic pH
inhibits Ca’*-induced potato mitochondrial swelling in
the same way that it occurs with rat liver mitochondria
{Halestrap, 1991; Bernardi ez al., 1992},

Inkibition of mammalian MPT by cyclosporin A is
correlated with binding of cyclosporin A 1o cyclophilin
with inhibition of peptidylprolyl cis—rrans isomerase ac-
tivity (for reviews, see Halestrap er 4l., 1997; Cromptom,
1999). Since we observed no effect of cyclosporin A
on Ca®*-induced potato mitochondrial swelling, we in-
vestigated the presence of peptidylprolyl cis~trans iso-
merase activity in our preparations and its sensitivity
1o cyclosporin A. Figure 6 shows typical absorbance
changes beginning 2 s after the assay of peptidylpro-
Iyl cis-trans isomerase activity was started, using the
1est peptide N-succinyl-alanyi-alanyl-prolyl-phenylalanyl
4-nitreanilide. Isomerization occurred in the absence of
mitochondrial protein (lines ¢}, but it was stimulated when
rat liver fPanel A) or potato tuber (Panel B) mitochondria
were present (lines a}. Cyclosporin A (2 uM) inhibited
the isomerase activity {lines b) in both types of mitochon-
dria. These resulis show that there is no direct connection
between the ability of cyclosporin A to inhibit peptidylpro-
Iyl cis~trans isomerase activity and potato mitochondrial
permeabilization. :

1n order 1o further investigate the participation of pro-
tein thiol groups in Ca®*-induced potato mitochondrial
permeabilization, we tested the effects of monofunctional
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Fig. 2. Characteristics of Ca®* uptake and membrane potential of potaio teber and rat liver mitochondriz. Potato tuber (fines 23 and rat Hver mitochondria
(lines b} were incubated in reaction medium containing 250 mM sucrose, 10 mM HEPES, pH 7.2, | mM P, 0.1 mg/m! BSA. 2 mM succinue, and 5 oM
rotenone supplesnented with 20 uM arsenazo 11 (A) or 3 uM safranin Q {B). in {A), Ca®* {two serial additions of 10 M), | my/mit muochondria
(MITO), and | 1M FCCP were added where indicated {arrows), In (B}, 100 M ADP, 20 uM Ca®*, and | gM FCCP were added where indivied

(arrows )

thiol reagents and thiol cross-linker reagents on potato
mitochondriai swelling (Fig. 7). When the experiments
were conducted in the presence of EGTA (free [Ca**]
< 0.01 uM) (Panel A), mersalyl (line a), but not
phenylarsine oxide, DIDS, or N-ethylmaleimide, induced
a slow mitochondrial swelling. Interestingly, mersalyl-
induced mitochondrial swelling was strongly stimulated
_by 10 uM Ca®** (Panel B, line 2). In the presence of a
higher Ca®* concentration {600 uM; Panel C), all thiol

reagents tested stimulated potato mitochondrial swelling,

" Mersalyl and Ca’* -induced potate mitochondrial swelling

“was insensitive to cyclosporin A and ADP and was
only partially inhibited by Mg?* (5.0 mM) (resulis not
shown).

DISCUSSICN

The formation of the mammalian MPT pore can
be mediated by a concerted action between Cz?" and
ROS leading to oxidation of membrane protein thiols

" {for a recent review see Kowaltowski and Vercesi, 1999).

|

According to this modei, Ca®* ions are involved in the
mechanism of MPT pore opening by: {1) binding to in-
ner membrane cardiclipins and stimulating the production
of O2™ (superoxide anion radical) and, hence, H,0;, by
the respiratory chain (Valle er al., 1993; Dykens, 1994;
Castilho er al., 1995; Grijalba ez al., 1999), (2) stimulat-
ing the Fenton reaction through matrix Fe*" mobilization
{Castitho er al., 1995), and (3) binding to membrane pro-
teins that regulate MPT pore opening (Bemardi er al,
1992; Crompton, 1999; Zoratti and Szabd, 1995). The re-
suits presented here indicate that high extramitochondrial
Ca®* concentrations promote permeabilization of the in-
ner membrane of potaio mitochondria in a mechanism
sensitive to exogenous catalase and dithiothreitol (Fig. 4),
suggesting the participation of RCS ard protein thiol
oxidation in this process. Moreover, the potentiation of
Ca®*-induced potate mitochondrial swelling by diamide
(Fig. 1), a thiol oxidant, and mersalyl (Fig. 7), a monofunc-
tional thiol reagent, confirms that protein thiol groups are
important targets to ROS inducing potato mitochondrial
membrane permeabilization.
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Fig. 3. Effect of ruthenium red and ionomycin on Ca®* and diamide-induced mitochondrial swelling, Potato tuber (A) and rat liver mitochondria (B)
{0.2 mg/ml} were incubated in standard reaction mediam containing 300 1M diamide and 600 4M Ca®* (lines b-d). Rithenium red (2 uM)and 5 uM

icnomycin were present in the experiments represented by lines ¢ and d, respectively. The dashed lines represent control experiments without additions
of Ca** and diamide.
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Fig. 4. Effect of antioxidants and permeabiiity tansition pore inhibitors on Ca®* and diamide-induced potato tuber mitochondria swelling. Potato wber
mitochondria (0.2 mg/mi; crude mitochondria for (A and B), purified mitochondria for (C) were incubated in standard reaction medium in the presence
of 300 M diamide plus 600 uM Ca®* (A-C, lines b—e). In (A}, the experiments were conducted in reaction medizm containing 2 mM DTT (line ¢
or 5 M catalase (line d). in (B), the experiments were conducted in reaction medium containing 1 uM CsA (lire ¢}, 5 mM Mgz‘* (line d) or 200 uM
ADP (line e}. In {Q), (using purified potato wher mitochendria), the experiments were conducted in reaction medivrm containing 2 mM DTT (linec), 5
M catatase (line d) or | uM Csa (linee). Lines a represent ¢ontrol experiments.
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ig. 3. Effect of pH on Ca?* and diamide-induced potato twber mito-
sondrial swelling, Potato wber mitochondra (0.2 mg/mi) were incu-
sted in the standard reaction medium buffered with 10 mM MOPS/Tris,
. the presence of 300 uM diamide and 600 uM Ca®*, at differemt
H (6.6, line a; 6.8, iine & 7.0, line ¢; 7.2, line d; 7.4, line e; 7.6,
ne f).

The presence of the Ca®* ionophore ionomycin, that
otentiates Ca’T-induced rat liver MPT under deener-
ized conditions (Fig. 3B; Vercesi er al., 1988), did not
ignificantly stimulate swelling of potato mitochondria,
thich do not possess Ca®* uniport. This result demon-
trates that intramitochondrial Ca®* is not necessary
» induce potato MPT. In this regard, it is important to
tress that ruthenium red did not totally inhibit opening
f the MPT pore in deenergized rat liver mitochondria
jcubated in the presence of high Ca’* concentrations
see Fig. 3B; Vercesi er ol., 1988). This suggests that, at
igh concentrations, the binding of Ca®* to the external
ace of the inner membrane induces alterations. similar
> those induced by the high Ca*" concentrations accu-
nulated in the matrix o_f energized.mitochondria.. These
Tterations increase electron leakage and ROS production
n mammalian mitochondria and seem to be mediated

A

Ve 2
/’——-—-_
= .05 G
\/j;_——

S o— |

by disorganization in the electron-transferring compo-
nents of the respiratory chain (Grijalba er ol, 1999}
Indeed, the electron paramagnetic rksonance (EPR)
technique {Grijalba et al., 1999) showed that Ca’*, in
the concentration range used in this work, induces lateral
phase separation in “inside-out” heart submitochondrial
particles.

Interestingly, in the present work, we have shown that
potaio mitochondria permeabilization induced by Ca®*
is poorly inhibited by the weli-known inhibitors of the
mamnalian mitochondrial permeability transition, such
as ADP and cyclosporin A, and it is only partially ip-
hibited by Mg?™ and acidic pH. It is known that the in-
hibitory property of cyclosporin A on mammalian MPT

_ is related to its binding to inner mitochondrial membrane

cyclophilin D in a process associated with inhibition of the
peptidylprolyl cis—trans isomerase activity (Nicolli er al.,
1996; Halestrap et al., 1997). This implies that cyclophiiin
is a structural component of the mammalian MPT pore
(Beutner &1 al., 1998; Nicolli er al., 1§96) or catalyzes
mamenalian MPT opening via its peptide bond isomerase
activity (Broekemeier and Pfeiffer, 1993; Novgorodov
et al., 1994). Cyclophilins are a large family of highly
conserved proteins ‘found in eukaryotes {Connern and
Halestrap, 1992) and some plants (Mattoo, 1998; Breiman
et al., 1992). The dissociation between the property of cy-
closporin A to inhibit peptidylprolyl cis—zrans isomerase
activity (Fig. 6) and to inhibit MPT pore opening in potato
mitochondria (Fig. 5) suggests that peptidylprolyl cis—
trans isomerase activity of cyclophilins may have other
functions in potato mitochondria. Our results with potato
mitochondria corroborate the recent proposal by Jung
et al. {1997) that cyclophilin is a relatively recent phyloge-
netic component of the MPT, based on the observation of
a similar cyclosporin A-insensitive MPT in yeast. Finally,
the partial inhibition of potato MPT by acidic pH shows

.
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%g. 6 Cyclosporin A inhibition of peptidylprolyl cis-trans isomerase in rat liver {AY and potato tuber mitochondria (B). Absorbance measurements
vere initiated 2 s after addition of chymotrypsin to assay buffer containing 0.25 mg/m} mitochondria {Hines a}, mitochondria plus 2 uM cyclosporin A

lines b) or no additions {iines ¢).
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Fig. 7. Thicl reagent-induced potato mitochondriat swelling: Effect of Ca®*. Potato wiber mitochondria (0.2 mg/ml) were incubated in standard reaction
medium containing | mM EGTA (A), 10 uM Ca®* (B) or 600 oM Ca?+ (C). Experiments were conducted in the presence of 50 4M of the thio)
reagents: mersalyl {lines a), phenylarsine oxide (lines b), DIDS (lines ¢} or N-ethylmaleimide (lines d). Line e (C) represents z contro experiment in

the presence of 600 uM Ca®* and without addition of thiol Teagents.

that protonation of a critical histidyl residue of cyclophilin
with its dissociation from the binding site on the MPT pore
complex (Nicolli er al., 1996} is not the only mechanism
of MPT inhibition under this condition. Indeed, we have
recently demonstrated that the inhibition of mammalian
MPT observed at lower incubation medium pH is me-
diated by a decrease in membrane protein thio} reactivity
due to the protonation of protein histidyl residues (Teixeira
et al., 1999).
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