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Introducdo e objetivo: Alteracdes no metabolismo energético mitocondrial promovidas por
proteinas desacopladoras (UCPs) sdao frequentemente encontradas em desordens
metabodlicas. Recentemente demonstramos que camundongos hipertrigliceridémicos (HTG)
apresentam uma respiracdo mitocondrial de repouso elevada, ndo relacionada a UCPs.
Neste trabalho, nés elucidamos o mecanismo responsavel por esta elevagdo da respiracao
de repouso e demonstramos algumas conseqiiéncias dessa resposta mitocondrial a
hiperlipidemia no figado e no metabolismo corporal total. Resultados: MitocOndrias
isoladas de figados e de células mononucleares de baco de camundongos HTG
apresentaram velocidades respiratérias elevadas comparadas aos camundongos controles.
Mudangas no consumo de oxigénio em mitocondrias de figados de camundongos HTG
foram sensiveis a ATP, diazoxido e 4cido 5-hidroxidecandico (5-HD) indicando que o
consumo pode ser atribuido a atividade dos canais de K* sensiveis a ATP (mitoKarp).
Do mesmo modo, as mitocondrias HTG apresentaram um maior inchamento na presenca de
fons K*, sensivel aos agonistas e antagonistas do mitoKarp. Além disso, a ligacdo de
glibenclamida marcada as mitocondrias indica que os camundongos HTG expressaram
maiores quantidades de receptores de sulfoniluréias, um componente os mitoKarp.
Aumento da velocidade de metabolismo foi evidenciado por um aumento no consumo de
oxigénio no figado (sensivel ao tratamento agudo in vivo pela administracdo de 5-HD),
elevada temperatura retal e maior producdo corporal de CO, nesses camundongos. De
acordo com a velocidade metabdlica elevada, a ingestdo alimentar foi significantemente
maior em camundongos HTG, sem concomitante aumento de peso. Assim como verificado
em camundongos HTG, mitocOndrias de figados de animais submetidos a dietas ricas em
substratos energéticos apresentaram também elevacdo da respiracdo mitocondrial de
repouso. Conclusoes: Esses resultados demonstram que a hiperlipidemia primaria leva ao
aumento da atividade dos mitoKarp em figados, o que pode representar uma adaptagcao
regulada para oxidar o excesso de 4cidos graxos em camundongos HTG. Além disso,
nossos resultados indicam que os mitoKarp, além das UCPs, podem estar envolvidos no

controle do metabolismo energético e do peso corporal.
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Background and Aims: Changes in mitochondrial energy metabolism promoted by
uncoupling proteins (UCPs) are often found in metabolic disorders. We have recently
shown that hypertriglyceridemic (HTG) mice present higher mitochondrial resting
respiration unrelated to UCPs. Here, we disclose the underlying mechanism and
consequences, in tissue and whole body metabolism, of this mitochondrial response to
hyperlipidemia. Results: As observed in HTG mice, liver mitochondria from animals
submitted to the rich energy diets presented high resting respiration. Mitochondria isolated
from the livers and spleen mononuclear cells of HTG mice presented enhanced respiratory
rates compared to those from wild-type mice. Changes in oxygen consumption of liver
mitochondria from HTG mice were sensitive to ATP, diazoxide and 5-hydroxydecanoate
(5-HD), indicating they can be attributable to mitochondrial ATP-sensitive K* channel
(mitoKatp) activity. Indeed, mitochondria from HTG mice presented enhanced swelling in
the presence of K' ions, sensitive to mitoKrp agonists and antagonists. Furthermore,
mitochondrial binding to fluorescent glibenclamide indicates that HTG mice expressed
higher quantities of sulfonylurea receptors, a component of mitoKatp. An overall faster
metabolic state was evidenced by increased liver oxygen consumption (sensitive to acute in
vivo 5-HD administration), higher body CO; release and temperature in these mice. In
agreement with higher metabolic rates, food ingestion was significantly larger in HTG
mice, without enhanced weight gain. Liver mitochondria isolated from rats fed glucose rich
diet or from mice fed fat rich diet also presented higher resting respiration rates.
Conclusions: These results demonstrate that primary hyperlipidemia leads to an elevation
in liver mitoKarp activity, which may represent a regulated adaptation to oxidize excess
fatty acids in HTG mice. Furthermore, our data indicate that mitoKap, in addition to UCPs,

may be involved in the control of energy metabolism and body weight.
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1- INTRODUCAO



Aterosclerose, infarto do miocdardio, acidente vascular cerebral (AVC) e doenca
vascular periférica sdo desordens cardiovasculares responsdveis por uma em cada trés
mortes no mundo, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2003). Nos Estados
Unidos da América o nimero de mortes anual relacionado a essas desordens ultrapassa 2,3
milhdes e no Brasil 800 mil. Algumas doencas como diabetes, obesidade,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, ou fatores ambientais como estresse, fumo e
sedentarismo, aumentam o risco para estas doengas. Estudos com animais e humanos tém
sido realizados em busca do entendimento dos mecanismos celulares e moleculares
implicados nestas patologias para potenciais medidas preventivas e intervengdes

terapéuticas.

O aumento das concentragdes plasméticas de TG representa um fator de risco
independente de outras co-varidveis para o desenvolvimento de doengas aterosclerdticas.
Essas doencas sdo reduzidas por tratamentos que diminuem as concentragdes de TG
plasmaticos. A hipertrigliceridemia também estd presente em outros distirbios metabdlicos

como obesidade e diabetes e sindrome metabdlica.

Em estudos prévios (ALBERICI, et al., 2003) demonstramos que mitocOndrias
isoladas de figado de  camundongos  transgénicos  hipertrigliceridémicos
(que super expressam a apo CIII humana) apresentam elevada velocidade de respiracdo de
repouso quando comparadas as mitocondrias de animais controles. Sugerimos que se
tratava de um mecanismo adaptativo de dissipacdo de energia independente de UCPs. A
partir dessa observagdo, buscamos identificar o mecanismo responsdvel por esta adaptacdo
e verificar suas conseqiiéncias sobre o metabolismo energético global desses animais.
Procuramos verificar também se a hipertrigliceridemia secundéria induzida por dieta
provoca a mesma resposta adaptativa de dissipacio de energia verificada na

hipertrigliceridemia primaéria.
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Metabolismo de lipidios

O metabolismo de lipidios é controlado por um complexo sistema que envolve
a interacdo de diversos transportadores de lipidios, proteinas de transferéncia plasmadticas,
receptores de lipoproteinas e enzimas regulatorias de sintese e modificagdo de
lipoproteinas. Lipoproteinas (LP) sdo complexos macromoleculares constituidos de lipidios
hidrofébicos (triglicérides e ésteres de colesterol) envolvidos por uma camada de lipidios
anfipdticos (fosfolipidios e colesterol livre) e de proteinas especificas, denominadas
apolipoproteinas (apoL.P). As LP t€ém funcdo de transportar seus componentes hidrofébicos
provenientes da dieta (via exdgena) ou sintetizados endogenamente (via endégena) para
todos os tecidos do corpo através da corrente sanguinea. Existem cinco classes de LP que
diferem umas das outras quanto a composi¢ao lipidica, densidade e tipos de apoLP. Em
ordem decrescente de densidade, estabelecido pelo método de ultracentrifugacdo
preparativa (WILCOX, 1968) as LP sao classificadas em: lipoproteinas de alta densidade
(HDL); lipoproteinas de densidade intermedidria (IDL); lipoproteinas de baixa densidade
(LDL); lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e quilomicrons (QM) (para revisao
ver WILSON, 1998).

Via exdégena de transporte de lipidios

O transporte de lipidios de origem alimentar estd esquematizado na Figura 1A.
Colesterol (COL) e triglicérides (TG), derivados da absorc¢ao intestinal, sdo complexados as
apoLP no enterdcito e secretados na linfa mesentérica na forma de quilomicrons (QM).
Pelo ducto linfatico torécico eles entram na circulacdo sanguinea e incorporam as apo-ClI,
CIII e apo-E, vindas de transferéncia de outras LP circulantes. Os TG dos QM sao
hidrolisados pela lipoproteina lipase periférica (LPL), uma enzima ‘“ancorada” na
membrana basal das células endoteliais cujo co-fator € a apoClIl, liberando monoglicerideos
e dcidos graxos livres (AGL). Estes tltimos sdo captados localmente e esterificados nos
adipdcitos ou oxidados nos musculos. Os AGL ligados a albumina plasmaética sao também
captados pelo figado e outros tecidos. Os remanescentes de QM (QM-rem) possuem grande

quantidade de ésteres de colesterol (CE), pois também os recebe das HDL através acdo da
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proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP). Esse rearranjo favorece a
incorporagdo de apo-E nos QM e, ao mesmo tempo, a saida de fosfolipidios (PL), colesterol
livre (CL) e apoLP dos grupos C e A, que podem retornar as HDL. Os QM-rem t€m meia
vida curta (minutos), sendo rapidamente conduzidos ao hepatdcito, onde sdo removidos por
vias que incluem o receptor de particulas remanescentes (LRP:LDL receptor related
protein ou receptor E). O colesterol liberado na célula hepdtica pode ser convertido em
acidos biliares ou ser secretado na bile sem sofrer alteracdes e pode ainda ser novamente

secretado para a circulagdo sanguinea na forma de VLDL.

Via endégena de transporte de lipidios

No figado, AG provenientes da circulacdo sdo oxidados ou esterificados a TG e
CE, os quais sdo secretados associados com as apo-B100, apo-CII, apo-CIII e apo-E
formando as VLDL (Figura 1B). No plasma, esta lipoproteina sofre acdo da LPL, como na
via exdgena, liberando AGL para os tecidos extra-hepaticos. Os AG captados podem ser
re-esterificados e armazenados nos adipdcitos ou oxidados nos musculos e outros tecidos.
Os remanescentes de VLDL, chamados IDL, tém meia vida curta (minutos a algumas
horas) e sdo parcialmente removidos pelos hepatdcitos através de dois receptores, o LRP e
o receptor de LDL, também chamado de receptor B/E, que interagem com residuos de
arginina da apoB-100 e da apo-E. As IDL nao removidas sofrem a acdo da lipoproteina
lipase hepatica (LLH) e perdem mais TG e PL, e sdo entdo denominadas LDL, ricas em
CE. Estas constituem uma fonte de colesterol para sintese de hormodnios esterdides nas
gbdnadas e adrenal, membranas plasméticas em tecidos em proliferacdo e dcidos biliares no
figado. As células que necessitam de colesterol expressam grandes quantidades de

receptores de LDL e assim captam-na por endocitose.

Metabolismo de AGL plasmatico no figado

O figado tem influéncia imediata, porém pequena, no nivel de AGL no sangue
quando comparado aos elevados graus de oxidag¢do e reesterificacdo realizados pelo
musculo e tecido adiposo, respectivamente (KALDERON et al., 2000). A captacao de AGL

pelos hepatdcitos, seja por difusdo (cadeias pequenas e médias) ou por proteinas de
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transporte (cadeias longas e muito longas), € proporcional a sua concentragdo no plasma.
A quantidade captada pode ser: 1) ser oxidado nas mitocOndrias ou peroxissomos; 2)
esterificada em PL ou em TG no reticulo endoplasmético (RE) e reexportado para a
circulacdo como VLDL,; 3) esterificado e armazenado dentro de gotas de lipidios no citosol.
O grau de oxidacdo de AG parece ser o principal regulador dessas diferentes vias, ja que
uma elevada oxidagdo inibe a esterificagdo e formagao de VLDL, assim como a inibicao da

oxidagdo exerce efeito contrario (BREMER 2001).

Condicdes de elevagdo extrema do nivel de AGL plasmdtico, como ocorre no
diabetes por exemplo, induzem a captacdo hepatica elevada desses lipidios e acimulo de
altas concentracoes de TG intracelulares, caracterizando “figado gorduroso”
(VAN HARKEN, 1969 ¢ BERGSETH et al., 1986). A analise microscopica de figados
gordurosos de humanos diabéticos demonstra anormalidades ultraestruturais nas
mitocondrias que se mostram grandemente aumentadas, inchadas e com cristas distorcidas,
quando comparadas com mitocondrias de figados normais. O mesmo foi demonstrado em
outros modelos humanos de figados gordurosos como de obesos e alcodlatras

(PETERSEN 1977).

Transporte reverso do colesterol

O transporte reverso do colesterol (TRC) € um eficiente mecanismo para
descartar o excesso de COL dos tecidos através da excrecdo pelo figado. Este sistema
envolve o efluxo de colesterol livre (CL) das membranas celulares, via ABCAI
(ATP binding cassete transporter) (DEAN et al., 2001; ORAM et al., 2000) dependente de
ATP e via receptor SR-B1 (scavenger receptor type B class 1) (ACTON et al., 1996) para
as apo-Al e subfragdes precursoras de HDL. Os passos subseqiientes do TRC sdo a
esterificacdo do COL pela LCAT (lecithin-cholesterol acyl transferase) (GLOMSET, 1968)
e a transferéncia do CE para lipoproteinas ricas em TG pela CETP (HESLER et al., 1987;
TALL et al., 2000). Posteriormente, o CE pode ser transferido para o figado diretamente da
HDL através dos receptores SR-B1 (LANDSCHULZ et al., 1996) e indiretamente através
das LP que contém apo-B, através do receptor de LDL. (BROWN e GOLDSTEIN, 1986) e

Introducado

40



LRP (HERZ et al., 1988). A acdo da CETP na HDL facilita a velocidade de efluxo de COL
da célula. Também a acdo combinada da CETP e LLH na HDL, madura, regenera HDL; e

pré-beta-HDL, subfracbes que sdo melhores aceptoras para o COL da célula

(BRUCE et al., 1998).

Hipertrigliceridemia

Diversos estudos epidemioldgicos t€ém demonstrado que as concentracdes de
TG e lipoproteinas ricas em TG estdo diretamente associadas a uma maior incidéncia de
aterotrombose, representando um fator de risco independente para doengas coronarianas
(MALLOY, 2001). As conseqiiéncias negativas da hipertrigliceridemia incluem acentuada
captacdo de lipoproteinas ricas em TG e seus remanescentes por macrdéfagos, sintese
aumentada de fatores pro-trombéticos, e predominancia de particulas de LDL pro
aterogénicas (MILLER, 2000). A hipertrigliceridemia pode ser primdria (origem genética)

ou secunddria a fatores ambientais ou outras doengas.

Na condi¢do primdria de hipertrigliceridemia, se incluem as herangas
autossOmicas recessivas ou dominantes (Tabela I). Dentre as recessivas estdo as que
exibem hiperquilomicronemia (acimulo plasmatico de QM), que podem ser originadas por
deficiéncia de lipoproteina lipase ou deficiéncia de apo-CII, ambas de ocorréncia rara
(1/10%, e a disbetalipoproteinemia, um pouco mais freqiiente (1/10%), caracterizada pelo
acumulo plasmatico de particulas remanescentes de QM e VLDL (QM-rem e IDL,
respectivamente), ricas em apoE, TG e COL. A hipertrigliceridemia familiar € uma heranca
autossomica dominante, com maior freqii€ncia entre as primdrias (0,5 a 1% da populacao),
caracterizada pela elevada sintese ou reduzido catabolismo de VLDL, ou mista, quando

ocorre aumento de QM (para revisdo ver CARMENA, 1999).

A hipertrigliceridemia secundéria pode decorrer de fatores ambientais ou de
outras patologias. Agentes como dlcool, dieta desequilibrada, beta-bloqueadores,
seqiiestradores de acido biliar, estrogenos orais, retindides e esteréides (MILLER, 2000)

podem modificar o sistema de sintese e transporte de lipidios, principalmente os TG.
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A hipertrigliceridemia pode também estar associada a outras doengas como diabetes
(GINSBERG, 2001) e a sindrome metabdlica X (REAVEN, 1994). Nesta ultima ocorre
associacao de diversas desordens tais como resisténcia a insulina, obesidade central e
hipertensdo, além da dislipidemia caracterizada por aumento de TG e reducdo de HDL-

COL (REAVEN, 1994 e HANSEN, 1999).

Elevados niveis plasmaticos de TG e AGL sdo comuns em pacientes com
diabetes tipo I e II. O elevado fluxo de AGL para o figado estimula a produgdo e secrecao
de LP contendo apoB, ricas em TG (VLDL), concomitantemente a reducio da atividade da
LPL no compartimento vascular, o que leva ao aumento da trigliceridemia. Por outro lado,
no diabetes ocorre aumento da atividade da lipase hepética nos sinuséides hepaticos o que
favorece a geracdo de LDL pequenas e densas (mais aterogénicas) a partir das VLDL
(GINSBERG, 1996; GINSBERG e ILLINGWORTH, 2001). Este perfil, acentuado na
situacdo pos-prandial, representa um fator de risco independente para doengas coronarianas

(STAMLER et al., 1993).

A literatura tem evidenciado, em diferentes modelos de estudo, que o aumento
nos niveis de TG plasmadticos ou hepdticos estdo associados com a peroxidacdo lipidica. A
esteatose aguda ou cronica leva a peroxidagdo lipidica hepdtica em camundongos
(LETTERON, et al., 1996) e algumas formas de hepatite por esteatose podem levar a
peroxidacao lipidica sistémica (CHALASANI, et al., 2004). YESILBURSA et al. (2004)
demonstraram a relagcdo entre obesidade e aumento de perdxidos lipidicos circulantes, os
quais foram diminuidos com a redu¢do de peso. RUMLEY et al. (2004) demonstraram uma
forte correlagdo entre altos niveis de TG circulantes e oxida¢do de lipidios plasmaticos,
inclusive em LDL, mecanismo através do qual um aumento dos niveis de TG plasmaticos

pode aumentar os riscos de doengas cardiovasculares.
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Camundongos transgénicos que super expressam a apo-CIII humana: um modelo

para o estudo da hipertrigliceridemia

A apolipoproteina CIII (apo-CIII) é a mais abundante apo-C no plasma
humano, onde estd presente como uma glicoproteina de 8.8 kDa (Jong et al., 1999 e 2001).
Existe uma correlagdo positiva entre niveis plasmdticos de apo-CIII e TG circulantes em
humanos (CALSON e BALLANTYNE et al.,1976; SCHONFELD et al., 1979).
Camundongos geneticamente modificados para super expressar a apolipoproteina CIII
humana sdo um bom modelo para o estudo das conseqiiéncias da hipertrigliceridemia, sem
outros fatores metabdlicos relacionados. A apo-CIII é produzida pelo figado e intestino e
secretada como constituinte das VLDL e QM (BREWER et al., 1974; LENICH et al.,
1988). A presenca de apo-CIII em excesso nas VLDL reduz a velocidade de remocgao
dessas lipoproteinas e seus remanescentes do compartimento plasmatico por dificultar ou
inibir sua interacdo com receptores especificos, principalmente o LRP (AALTO-SETALA
et al., 1992). Desse modo, a meia-vida estendida dessas lipoproteinas no compartimento
plasmaético resulta principalmente em elevados niveis de TG, o que implica em aumento da
geracdo de AGL pela acdo da LPL (AALTO SETALA, 1996; ITO, 1990). Por outro lado, a
deficiéncia de apo-CIII em camundongos agrava a obesidade induzida por dieta,
provavelmente através de aumento da lipdlise de lipoproteinas ricas em TG, aumentando a

captacao de dcidos graxos no tecido adiposo (DUIVENVOORDEN et al., 2005).

Bioenergética mitocondrial

As mitocOndrias estdo presentes em quase todas as células eucaridticas vegetais
e animais. Sao as organelas responsaveis pela conversao de energia de 6xido-reducdo para a
forma de energia quimica necessdria para os processos celulares. Este processo de
conversao de energia de 6xido redu¢do em energia quimica na forma de ATP é denominado
de fosforilacdo oxidativa e envolve uma série de complexos transportadores de elétrons e a

enzima ATP sintase localizada na membrana mitocondrial interna (MMI).
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Cadeia respiratoria

A energia necessdria para o processo de fosforilagdo oxidativa provém do
potencial eletroquimico de prétons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o
O, a H,O. Esta energia € utilizada pela ATP sintase para fosforilar ADP a ATP. Assim, a
cadeia respiratéria converte a energia redox gerada pelo catabolismo em potencial de

membrana mitocondrial que é for¢a motriz para a fosforilacao oxidativa.

Na membrana mitocondrial interna, elétrons provenientes das coenzimas
NADH e FADH,, reduzidas durante a oxidacdo de carboidratos, aminodcidos e 4cidos
graxos, sdo transferidos a cadeia de transportadores de elétrons, um conjunto de complexos
protéicos que contém centros redox com aumento progressivo de afinidade por elétrons
(potencial de reducdo). A transferéncia de elétrons se inicia com a oxidagdo de NADH e
FADH, pela CoQ (UQ), catalisada pelos Complexos I (NADH desidrogenase) e 1I
(succinato desidrogenase), respectivamente, gerando a forma reduzida da CoQ (UQH,). Em
alguns tecidos a coenzima Q pode também ser reduzida pela glicerol-3-fosfato
desidrogenase (na presenca de glicerol-3-fosfato citos6lico) ou pela ubiquinona oxiredutase
(como resultado da B-oxidagdo de acidos graxos). A oxidacao da UQH; pelo citocromo C é
entdo catalisada pelo Complexo III (ubiquinona-citocromo C oxiredutase). Por fim, o
Complexo IV (citocromo oxidase) catalisa a oxidagdo do citocromo C reduzido, com

reducdo de O, a H,O (VOET, 1999).

Segundo MITCHELL (1961), a passagem de elétrons através da seqii€ncia de
intermedidrios redox da cadeia respiratéria permite um fluxo de H" da matriz mitocondrial
ao espaco intermembranas, contra um gradiente de concentracdo. A formacgdo deste
potencial eletroquimico transmembranico seria o elemento inicial do acoplamento entre a
oxidacdo de substratos e a utilizacdo desta energia. O componente elétrico (Ay) deste
potencial atinge valores de aproximadamente 180 mV no estado de repouso, enquanto o
componente quimico (ApH) oscila na faixa de 0 a 1 unidade de pH. O fluxo de H" do
espaco intermembranas através da ATP sintase, de volta ao interior da mitocdndria, desta
vez a favor do gradiente, estaria diretamente acoplado a fosforilagdo do ADP. A ATP

sintase, responsavel por esta reacdo, é constituida de duas unidades distintas denominadas
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F), solivel e localizada na matriz mitocondrial, e Fo, hidrofébica e mergulhada na
membrana mitocondrial interna, onde estdo também localizados os complexos da cadeia

respiratdria (Figura 2).

A geragio de um gradiente eletroquimico transmembranico de prétons (AuH™) é
um elemento central no aproveitamento de energia em sistemas bioldgicos. Evolutivamente
este mecanismo é fundamental, j4 que é aproveitado tanto na fosforilacdo oxidativa em
mitocOndrias quanto na fotossintese de ATP em cloroplastos. Além disso, este gradiente
pode ser usado diretamente para processos endergdnicos sem a participacdo de ATP. Sao
exemplos deste mecanismo de acoplamento direto as trocas eletroforéticas de ATP* por
ADP*, a reducio de NAD(P)" pela transidrogenase especifica e a captacdo eletroforética de

2. .. . . . ~ .
Ca™" que transporta duas cargas positivas para o interior da mitocondria.

Alguns mecanismos sio capazes de desviar o gradiente de H" da sintese de
ATP, e sido chamados de mecanismos de desacoplamento. Anions AG possuem essa
habilidade quando protonados, pois atravessam facilmente as membranas mitocondriais,
carregando um préton para a matriz por mecanismo de “flip-flop” (WALTER e
GUTKNECHT, 1984 ¢ ANDREYEYV et al., 1989). Devido a alcalinidade da matriz em
relagcdo ao espaco intermembranas, o0 AGL € desprotonado no interior da mitocondria e, em
sua forma anidnica, pode ser transportado de volta ao espago intermembranas por dois
processos eletroforéticos: 1) pelo translocador de nucleotideos de adenina (TNA), na
auséncia de seus substratos especificos — ADP e ATP (SKULACHEV, 1991), e 2) por
proteinas desacopladoras (UCPs - GARLID et al., 1996). Esse transporte de anions de
AGLs para o espaco intermembranas € seguido pelo seu rapido retorno na forma protonada.
Isto constitui-se num ciclo futil, que resulta na transferéncia de um H" para a matriz

mitocondrial para cada ciclo.

A UCP foi descoberta em estudos com mitocondrias de tecido adiposo marrom,
onde € responsavel pelo desacoplamento da fosforilacdo oxidativa para a geracdo de calor
(NICHOLLS, 1976). Posteriormente, essas proteinas foram também identificadas em
plantas (PUMP — VERCESI et al., 1995). Em mamiferos, foram identificadas outras

1soformas de UCP em outros tecidos, designadas de UCP2 a UCP4. Sugere-se que essas
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proteinas podem atuar no controle de peso e na reducdo da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). No entanto, a funcdo dessas novas isoformas nos outros tecidos ainda é

incerta (para revisdo KRAUSS et al., 2005).

Outro mecanismo de desacoplamento ocorre através de canais de K* sensiveis a

ATP, que veremos mais detalhadamente a diante.

Geracao de oxigénio reativo pela mitocondria, sistema anti-oxidante e transicio de

permeabilidade mitocondrial

Mitocondrias sdo particularmente propensas a lesdo oxidativa por EROs
geradas continuamente pela cadeia respiratéria mitocondrial (BOVERIS E CHANCE,
1973; TURRENS, 1997; KOWALTOWSKI et al., 1999) ou produzidas através do
metabolismo de compostos enddgenos, como o dcido 5-aminolevulinico, um precursor do
heme, ou xenobidticos (HERMES-LIMA, 1995). Muitos estudos associam a disfun¢do
mitocondrial causada por EROs a morte celular tanto por necrose quanto por apoptose

(ZAMZAMI et al., 1997; ZHANG et al .,1997).

Normalmente, o oxigénio € reduzido a dgua pela citocromo c oxidase, em
quatro passos consecutivos de um elétron, pois o oxigénio molecular apresenta uma
configuracdo triplete (DEPIERRE e ERNSTER, 1977). Esta enzima ¢ altamente
especializada neste processo, sendo capaz de se ligar fortemente ao oxigénio parcialmente
reduzido, impedindo sua liberacdo antes da obtencdo de sua reducdo total (para revisao,
veja TURRENS, 1997). Deste modo, a produ¢do de radicais superéxido (O,”) através da
redu¢do monoeletronica do O, pela citocromo ¢ oxidase € praticamente inexistente. No
entanto, até 2% do oxigénio consumido pela mitocOndria é convertido a O," (anion
super6xido) em passos intermedidrios da cadeia respiratoria mitocondrial (BOVERIS e
CHANCE, 1973; Turrens, 1997), principalmente nos complexos I (TURRENS e
BOVERIS, 1980) e III (CADENAS et al., 1977).
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O Ca®* parece ser o principal agente estimulador da geracdo mitocondrial de
EROs (KOWALTOWSKI e VERCESI, 1999). O Ca®* intramitocondrial liga-se a
cardiolipina na face interna da membrana mitocondrial interna causando alteracdo
ultraestrutural das proteinas da cadeia respiratéria que facilita a producdo de O," e
subseqiientemente de H,O, (GRIJALBA et al., 1999). Este fosfolipideo possui cabega polar
eletronegativa e estd presente em altas concentra¢des (14-23%) na membrana mitocondrial
interna em uma grande variedade de tecidos. Simultaneamente, o Ca** mobiliza Fe’ na
matriz mitocondrial que estimula a reacdo de Fenton e a producdo do radical hidroxil que
ataca tiois de proteinas, lipidios € DNA mitocondrial (MERRYFIELD e LARDY, 1982;
CASTILHO et al., 1995; VERCESI et al., 1997). Na presenca de altas concentragcdes de
fosfato inorganico (Pi), a enolizacdo de aldeidos formados por peroxidagdo lipidica de
acidos graxos polinsaturados (PUFA) leva a producdo final de espécies tripletes que
estimulam o processo de peroxida¢do dos PUFA da membrana (KOWALTOWSKI et al.,
1996A, 1996B) (Figura 3).

Como a geracdo mitocondrial de O, € um processo continuo e fisiolégico, a
mitocondria possui um eficiente sistema antioxidante, composto por enzimas tidlicas,
superoxido dismutase, glutationa, NADPH, vitaminas E e C (SUTTON e
WINTERBOURN, 1989; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; WATABE et al., 1997,
NETTO et al., 2002) (Figura 3).

Além do sistema antioxidante, a mitocOndria possui mecanismos que
promovem um leve desacoplamento da fosforilacdo oxidativa e podem diminuir a geracao
de EROs (SKULACHEV, 1991). Entre eles estdo as proteinas desacopladoras
(UCPs - KLINGENBERG et al., 2001), o translocador de nucleotideos de adenina
(TNA - SAMARTSEV et al., 1997) e os canais de K" sensiveis a ATP
(mitoKatp - FERRANTI et al.,, 2003). Eles promovem uma pequena diminui¢do do
potencial eletroquimico de H' suficiente para aumentar o consumo de O, e mudar o estado
redox dos transportadores de elétrons da cadeia respiratdria. Essa alteragdo € suficiente para
diminuir a redu¢do monoeletronica de oxigé€nio em estdgios intermedidrios da cadeia de

transporte de elétrons, principalmente nos complexos I e II1.
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Frente a situacdes de aumento da geracdo de EROs, como a exposicdo de
mitocondrias 2 agentes pré-oxidantes ou altas concentracdes de Ca’*, pode ocorrer
permeabilizacdo progressiva da membrana mitocondrial interna, que gradativamente
permite a passagem de prétons, ions, suporte osmoético e até mesmo de pequenas proteinas
(VERCESI et al., 1997). Este processo é conhecido como abertura do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (TPM - KOWALTOWSKI et al., 2001) (Figura 3).
Esse mecanismo é comum na morte celular, e estd relacionado a liberacdo de fatores

pré-apoptéticos mitocondriais, devido ao inchamento da organela e ruptura da membrana

mitocondrial externa (MME) (GREEN e REED, 1998; GREEN e KROEMER, 2005).

Canais de K mitocondriais sensiveis a ATP (mitoK,rp)

O K" € o cation mais abundante do citosol e da matriz mitocondrial, presente
em concentragdes de aproximadamente 150 mM. A membrana mitocondrial interna tem
baixa permeabilidade ao K*, assim como para outros fons, o que preserva a forga préton-
motriz para a sintese de ATP (MITCHELL, 1961). Além da pequena difusio de K" do
citosol para a matriz mitocondrial, esse cation pode ser transportado por processo
eletroforético através de canais protéicos especificos (uniportes), localizados na membrana
mitocondrial interna. Um desses canais foi identificado por ser sensivel a ATP (mitoKarp)
(INOUE et al., 1991) e outro por ser ativado por Ca’t (SIEMEM et al., 1999). A saida de
K" para fora da matriz ocorre por um processo eletroneutro em troca por um H* (K*/H")
(GARLID, 1978). Em outras palavras, o trocador K*/H" usa o potencial de H" como forca
motriz para transportar K" para fora da matriz (via B, Figura 4), o que leva ao aumento da
respirac@o para recompor o gradiente de prétons e preservar a sintese de ATP. A entrada de
K" na matriz mitocondrial é acompanhada pela difusdo, no mesmo sentido, de H,O e anions

(principalmente fosfatos) resultando em aumento do volume da matriz (Figura 5).

Os canais mitoKtp ndio sdo abertos por voltagem, mas o fluxo de K* do citosol
para a matriz mitocondrial depende da atracdo eletronegativa exercida pela matriz
(GARLID et al., 2003). Eles sdo regulados negativamente por ATP, ADP, palmitoil CoA,
oleoil CoA (PAUCEK et al., 1992 ¢ 1996) e Mg** (BEDNARCZYK et al., 2005), e
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positivamente por GTP, GDP (PAUCEK et al., 1996), UDP (MIRONOVA et al., 2004) e
radicais superéxido (LAMPING et al., 1984). Além desses, existem reguladores
farmacoldgicos, como a glibenclamida e o dcido 5-hidroxidecandico (5-HD), que inibem, e
pinacidil (KOWALTOWSK:i et al., 2001), diazéxido (DZX) e cromarcalina, que ativam
estes canais (GARLID et al., 1997).

Garlid e colaboradores (2004) demonstraram que o mitoKatp € composto por
duas subunidades protéicas de 63 e 55 kDa que, sozinhas, s@o responséveis pela atividade
desse canal: a de 55 kDa tem propriedade de transporte similar ao canal Kxrp de membrana
plasmatica, e é identificada como K* inward rectifier (mitoKIR). A de 63 kDa é uma
subunidade receptora de sulfoniluréias (mitoSUR) (para revisao MIRONOVA et al., 2004).
Por outro lado, um outro estudo propds que o mitoKarp seria composto de 5 proteinas,
dentre elas o translocador de nucleotideos de adenina, ATP sintase e a succinato
desidrogenase (SDH), sendo que esta ultima ageria como reguladora do canal

(ARDEHALI et al., 2004).

Dentre as principais funcdes demonstradas do transporte de K* para a matriz
mitocondrial através dos mitoKartp estdo a protecio do miocdrdio frente a situagdes de
isquemia e reperfusdo (GARLID et al., 1997) e a diminui¢ido da producdo de EROs pelas
mitocondrias (FERRANTT et al., 2003). As EROs mitocondriais estdo envolvidas em uma
variedade de patologias como a doenca de Parkinson, Huntington e envelhecimento
(KOWALTOWSKI e VERCESI, 2001; NICHOLLS, 2002). Alguns grupos apdiam a idéia
de que a limitada velocidade de entrada de K" através dos mitoKarp resulta em significante
diminui¢do de Ay e aumento da respiragdo. Em cérebro, rim e coragdo o potencial pode
diminuir de 3 a 11 mV com correspondente aumento na velocidade de consumo de O,
(BAJGAR et al., 2001; CANCHERINI et al., 2003). Dessa forma, o mitoKatp agindo
como um discreto desacoplador, € suficiente para aumentar a respiracdo sem impedir a
fosforilagdo oxidativa. Esse leve desacoplamento, pode representar um efeito benéfico para
a mitocondria e para a célula ao reduzir a formacdo de EROs. Isto ocorre porque o aumento
da respiracdo baixa a tensdao de oxigénio e diminui a concentracdo de intermedidrios da

cadeia respiratdria na forma de doadores monoeletronicos ao oxigénio (TURRENS, 1997).
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2- OBJETIVO
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Em estudos prévios demonstramos que a condi¢do de hipertrigliceridemia
genética leva a uma resposta de aumento da velocidade de respiracdo de repouso

mitocondrial, independente da atividade de UCPs. Neste trabalho nossos objetivos foram:

1) Verificar se manipulacdes dietéticas (suplementagdo com carboidratos ou
dieta rica em gordura) em animais controles podem levar a mesma resposta

mitocondrial observada na hipertrigliceridemia genética.

2) Estudar a repercussdo do aumento da respiragdo de repouso mitocondrial
in situ: consumo de O,, potencial de membrana e producdo de EROs em

células mononucleares de baco de camundongos HTG e controles.

3) Elucidar o mecanismo bioquimico responsdvel pelo aumento da respiracao
de repouso mitocondrial nos camundongos HTG: caracterizacdo do

desacoplamento mediado por mitoKarp.

4) Estudar a repercussdo do aumento da respiracdo de repouso mitocondrial
in vivo: velocidade de metabolismo corporal (producio de CO, e

temperatura retal) e padrao de ingestdo alimentar e crescimento corporal.
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3- MATERIAL E
METODOS
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Animais

Camundongos transgénicos para apolipoproteina CIII humana (linhagem 3707)
foram originalmente doados pelo Dr. Alan R. Tall em 1996 (Columbia University, NY) e
sua colonia € mantida no biotério do departamento de Fisiologia e Biofisica, IB,
UNICAMP. Os experimentos foram aprovados pela Comissio de Etica em Experimentagio
Animal (CEEA), IB/UNICAMP. Os camundongos tiveram acesso a dieta padrdo
(Nuvital CR1, PR, Brasil) e d4gua a vontade. Foram criados e mantidos em sala climatizada
em 22 + 2°C com ciclo claro-escuro de 12 horas. Machos e fémeas transgénicos para
apoClII heterozigotos e irmaos nao-transgénicos (controles) de 4 a 6 meses de idade foram

utilizados neste estudo.

Determinacio das concentracoes plasmaticas triglicérides

Amostras de sangue dos camundongos em jejum de 16 horas foram colhidas do
plexo retro-orbital de camundongos anestesiados (ketamina 50 mg/kg, Parke-Davis e
Rompun 5-16 mg/kg, Bayer) usando tubos heparinizados. As amostras foram centrifugadas
a 8.000 rpm por 10 minutos a 4°.C para separagdo do plasma. Foi utilizado o método
enzimdtico colorimétrico para determinar as concentracdoes plasmaticas de triglicérides
seguindo as instru¢des do fabricante (Roche Diagnostic GmbH., Mannheim, Alemanha).
Os triglicérides da amostra sdo determinados apds hidrélise enzimdtica com lipases. O
indicador € a quinonimina formada a partir do peréxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e
4-clorofenol sob a influéncia catalitica da peroxidase. O ensaio foi lido em

espectrofotometro no comprimento de onda de 490 nm.

Tratamento com insulina

Aos camundongos apoCllIltg foram administradas injecdes subcutaneas didrias
de doses crescentes de insulina NPH (0.14-0.8 U/30 g peso corporal; IOLIN, Eli Lilly,
Indianapolis, USA) por 7 dias. Um-terco da dose era administrada as 9:00 h e dois-tergos as
19:00 h. Para prevenir a hipoglicemia, os animais tratados com insulina tiveram livre
acesso a cubos de acucar, além da dieta padrdo, de acordo com KOBAYASHI e

OLEFSKY, 1978.
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Tratamento de camudongos C57B16 com dieta rica em gordura

Os animais foram tratados a partir do desmame e durante 20 semanas com dieta
rica em gordura (em % de peso: 21% proteina, 59% carboidrato e 14% de gordura). Para 1
Kg de dieta foram usados: 214,7 g de caseina, 3,3 g de L-Cistina, 54,4 g de amido de milho,
108,7 g de maltodextrina, 371,8 g de actcar refinado, 54,3 g de celulose, 120 g de banha,
10 ml de dleo de soja, 38 g de mistura de minerais, 11 g de mistura de vitamina, 2,7 g de

colina, 0,04 g de BHT (butil-hidroxi tolueno), 100 ml de H,O.

Tratamento de ratos wistar com suplementacio de glicose

Ratos wistar machos foram gavados com uma solugdo de glicose (0.8 g/100 g

peso /dia) adicionalmente a dieta padrdo ad libitum, durante 21 dias.

Isolamento de linfécitos a partir de baco de camundongos

O baco, retirado apds a morte do animal por deslocamento cervical, foi lavado e
colocado em 16 mL de tampao PBS 1%, homogeneizado em homogeneizador
Potter-Elvehjem. A suspensao de células foi entdo dividida e transferida em 2 tubos de 15
ml contendo 2 ml de Ficoll-Hypaque e centrifugadas a 1350 xg por 25 minutos, a
temperatura ambiente. Os linfécitos fordo removidos da interfase, lavados duas vezes com
10 mL de tampao PBS e ressuspensos em 0.5 ml do mesmo tampao. A quantificagdo das

células viaveis foi feita na camara de Newbauer.

Isolamento de mitocondrias hepaticas

Mitocondrias foram isoladas de figado de camundongos adultos utilizando-se a
técnica de centrifugacdo diferencial, segundo SCHNEIDER e HOGEBOOM (1950), apds

jejum de 16 hs. O figado, retirado apds a morte do animal por deslocamento cervical, foi

Material e Métodos
58



lavado em soluc@o de sacarose 250 mM contendo tampao HEPES 5,0 mM pH 7,2, EGTA
0,5 mM e BSA 0,1%, picado com tesoura e homogeneizado (10 strokes) em
homogeneizador Potter-Elvehjem. O material foi centrifugado a 2500 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante resultante foi centrifugado durante 10 minutos a 10000 rpm sendo a fase
lipidica flutuante 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 condic¢do anterior. A fracdo mitocondrial foi ressuspensa na mesma solucao
sendo que isenta de EGTA, numa concentracdo de aproximadamente 50 mg de proteina por

ml.

Dosagem de proteina

A concentragdo de proteina das suspensdes mitocondriais foi determinada pelo
método de biureto (GORNALL, et al.,, 1949), modificado pela adicdo de colato 1%
(KAPLAN e PEDERSEN, 1983). O principio do método baseia-se na determinagdo da
concentracdo de ligagdes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo cobre-
nitrogénio. Este complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm. A absorbéncia é
considerada diretamente proporcional a concentragdo de proteina na solucdo analisada,

onde uma solucdo de BSA a 1% foi utilizada como padrao.

Monitoramento do consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio por mitocOndrias, fragmentos de figados ou células
mononucleares de baco foi medido utilizando-se um eletrodo do tipo Clark
(Hansatech Instruments Ldt conectado ao software OXIGRAPH V1.10, England) em uma
camara de 1 ml, termostatizada e equipada com agitador magnético. A concentracdo de
oxigénio inicial no meio de reacdo foi de 225 nmol/ml (ROBINSON e COOPER, 1970) a
28°C.
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Tratamento com acido 5-hidroxidecandico (5-HD) e preparacao do tecido hepatico

Os camundongos controles e transgénicos fémeas foram tratados com salina
(1.p.) ou 5-HD (10 mg/Kg BW) 1 hora antes do sacrificio. Apds o sacrificio, os figados
foram rapidamente dissecados e cortados em cubos de 1 mm, usando um cortador de
tecidos. Em cada experimento, aproximadamente 50 mg de figado foram incubadas em 1
ml de meio Krebs-Henseleit acrescido de glicose 10 mM a (37°C) para a medida do
consumo de O,, como descrito acima. O conteido de proteina exato em cada amostra de
tecido homogeneizado foi determinado através do método de Biureto, e as velocidades de

consumo de O, foram calculadas.

Medida de inchamento mitocondrial

As suspensdes mitocondriais sdo turvas e espalham a luz incidente. O nivel da
luz espalhada é uma fun¢do da diferenca entre o indice de refracdo da matriz e do meio e,
qualquer processo que diminua esta diferenca, ird diminuir a luz espalhada e aumentar a
transmitancia (NICHOLLS, 1982). Assim, um aumento no volume da matriz mitocondrial,
associado com a entrada de solutos permeaveis, resulta numa aproximacao entre o indice de
refracdo da matriz e do meio de reacdo com a conseqiiente diminui¢do do espalhamento da
luz. Esta propriedade das mitocondrias fornece um método qualitativo simples para se
estudar o fluxo de solutos através da membrana mitocondrial interna. As mitocondrias sdo
ideais a aplicagdo desta técnica porque sua matriz pode sofrer grandes varia¢des de volume,
J4 que a membrana interna sofre apenas desdobramento de suas pregas. O acompanhamento
espectrofotométrico da reducio da absorbancia a 520 nm (MACEDO, et al., 1988) foi feito
em um espectrofotometro (DW 2000, SLM Aminco). As mitocondrias de figado de
camundongo (0,5 mg de proteina/ml) foram incubadas em 2 ml de meio de reacdo, e os

experimentos foram realizados a temperatura de 37°C.
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Quantifica¢iio dos canais mitocondriais de K* sensiveis a ATP

Mitocondrias isoladas de figado de camundongos transgénicos e controles
(1 mg/ml) foram incubadas em meio de reacdo padrao contendo 10 uM do marcador
glibenclamida fluorescente (ER Tracker™ Green (glibenclamide BODIPY® FL), Molecular
Probes™). As amostras foram agitadas constantemente a 28°.C, ao abrigo da luz, por 45
minutos e posteriormente centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos. O pellet resultante foi
diluido em 2 ml de meio de reacdo padrdo e essa mistura foi lida fluorimetricamente

(F-4010, HITACHI) a 504/511 nm de excitagcado/emissao, respectivamente.

Medida de produtos oxidados pela quantificacio das substancias reativas ao acido

tiobarbitirico (TBARS)

A producdo de TBARS pelas mitocondrias foi monitorada de acordo com
BUEGE e AUST, 1978. Primeiramente, 0,4 ml de amostras foram retiradas apos 10
minutos de incubacdo em meio de reacdo padrio e nas condicdes descritas, misturadas com
0,4 ml de 4cido tiobarbitirico 1% em 0,05 N NaOH, 0,2 ml de H;PO, e 40ul de NaOH 10
N. A mistura foi aquecida a 90-100°C por 15 minutos na presenca de butil hidroxitolueno 1
mM. Apds resfriamento, 1,5 ml butanol foi adicionado a solucdo. A mistura foi agitada e
centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos. A densidade 6ptica da camada sobrenadante foi

determinada a 535 nm.

Estimativa da producio de espécies reativas de oxigénio (EROS) por células

mononucleares de baco

A geracdo de EROS (superdxido, O;") por células intactas foi medida através de
duas metodologias: (1) citometria de fluxo, através do marcador fluorescente dihidroetidio
(DHE) que fluoresce quando oxidado a etidio. O acimulo de marcador oxidado ao longo do
tempo forneceu medida de produgdo de EROS das células em diferentes periodos de tempo.

A leitura da fluorescéncia do composto foi feita no canal FL-2 do citdmetro de fluxo
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(FACSCalibur, Becton Dickinson); e (2) espectrofluorimetricamente, usando o corante
permedvel a membrana H,-DCF-DA (diacetato de diclorodihidrofluoresceina, 1 uM)
(LEBEL et al., 1992; GARCIA-RUIZ et al., 1997). Fluorescéncia foi monitorada em 488
nm para excitacao e 525 nm para emissao, com a largura da fenda de 3 nm. Calibragdo foi
feita pela adi¢do de concentragdes conhecidas de diclorofluoresceina (DCF), o produto da
oxidacdo do H,-DCF. A leitura da fluorescéncia foi feita em espectrofotometro de

fluorescéncia F-4010 (HITACHI).

Analise do potencial de membrana mitocondrial em células mononucleares de baco

Para a andlise do potencial de membrana mitocondrial, os linf6citos foram
incubados com o marcador cationico fluorescente 3,3'-dihexyloxacarbocianido iodina
(DiOCg(3)), que liga-se a membranas lipidicas que apresentam diferenca de potencial
elétrico, na presenca ou nao de CCCP, que dissipa este potencial. A razdo de fluorescéncia
do DiOC pela fluorescéncia do DiOC+CCCP fornece a medida proporcional a amplitude do
potencial de membrana mitocondrial (ROTTENBERG e WU., 1998). A leitura da
fluorescéncia foi feita no canal FL-1 do citdbmetro de fluxo (FACSCalibur, Becton

Dickinson).

Determinacio da taxa respiratéria de camundongos in vivo

Para determinac¢ao da expira¢do de CO, por camundongos in vivo foi utilizado o
sistema de andlise em fluxo, preparado de acordo com uma metodologia previamente
estabelecida em nosso laboratério (CALEGARIO, et al, 2002). Esse sistema é composto
por um fluxo gasoso (doador de CO, — cuba fechada com os camundongos) e um fluxo de
dgua deionizada fresca (receptor de CO;). Esses dois fluxos correm em direcdo a lados
opostos de uma membrana de teflon® permedvel a gds, mas impermedvel a agua,
sustentada por uma cela acrilica (célula de difusdo). Uma bomba peristéltica é usada para
circular os fluxos aquoso e gasoso. O fluxo receptor flui para dentro de uma micro célula de

condutividade conectada a um condutivimetro, cuja saida liga-se a um registrador
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potenciométrico. O método € baseado na difusdao de CO, gasoso (provindo da cuba onde os
camundongos estdo fechados) através da membrana de Teflon® para o fluxo de 4gua
deionizada. O CO,, ao entrar em contado com a dgua, dissocia-se produzindo fons que, ao
atravessarem a cela de condutividade, geram um gradiente de condutividade registrado em
forma de curvas. O incremento na condutividade é proporcional a concentracdo de CO,
expirado pelos camundongos. Os sinais do condutivimetro sdo enviados ao registrador. As
velocidades de expiracdo de CO, foram determinadas utilizando-se uma curva de
calibracdo com concentracdes conhecidas de CO,. Os camundongos foram submetidos a
adaptacdo ao experimento (permanéncia por 5 minutos no reator, duas vezes ao dia) durante
5 dias antecedentes as medi¢des. Foram selecionados camundongos com idade entre 4 e 6
meses, € peso corporal entre 24 e 28 gramas. A partir das 10:00 h, os camundongos eram
colocados individualmente no reator e a expiracdo de CO, registrada por 5 minutos, em 5
dias consecutivos. Durante as medi¢Oes, a temperatura externa do reator foi mantida a 25
°C e a interna foi controlada para a base de célculos (pV = nRT). A produgio de CO, de

cada animal foi a média das 5 medicdes didrias.

Medida da temperatura corporal retal

Durante 5 dias, a temperatura retal dos camundongos foi monitorada através de
um termdmetro clinico digital, modelo BD Basic (Becton Dickinson and Company, Sao
Paulo, SP, Brasil). Uma vez ao dia, aproximadamente as 14 horas, cada camundongo foi
rapidamente imobilizado e a temperatura retal medida por 20 segundos por 3 vezes.
Obteve-se o valor final de temperatura de cada camundongo pela média dos valores obtidos

em 5 dias consecutivos.
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Monitoramento da ingestao alimentar e ganho de peso

O ganho de peso e da ingestdao alimentar foram monitorados em camundongos
de 30 dias até 6 meses de idade. Os camundongos e a racdo ingerida foram pesados 3
vezes/semana. O peso corporal foi medido individualmente e a ingestdo alimentar foi

determinada pela média do peso de racdo consumida /4 camundongos /caixa /dia.

Analises estatisticas

Os dados sdo apresentados como média = epm. O n se refere ao nimero de
animais utilizados em cada experimento. As andlises estatisticas foram feitas usando
one-way ANOVA para comparagdes multiplas e teste ¢ de Student para comparacdo de 2

médias, usando o programa Origin 7.0. P < 0.05 foi considerado significante.
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4.1- Analise da bioenergética mitocondrial em figados de animais tratados com dietas

rica em carboidrato ou rica em gordura.

Com o objetivo de verificar se o aumento do consumo de O, no estado de
repouso encontrado em mitocOndrias de figados de camundongos transgénicos
hipertrigliceridémicos (ALBERICI et al., 2003) ocorria também em animais submetidos a

dietas ricas em substratos energéticos, dois modelos foram utilizados.

No primeiro modelo, ratos foram suplementados diariamente com
concentracoes altas de glicose. Dietas ricas em carboidratos induzem a transcri¢ao de 15
genes que codificam enzimas chave da lipogénese hepatica (GRANNER e PILKIS, 1990) e
causam o fendtipo da sindrome X (ZHU et al., 2004), que inclui principalmente a

hipertrigliceridemia, resisténcia a insulina e obesidade central (REAVEN, 1994).

As células de camundongos transgénicos hipertrigliceridémicos (HTG) recebem
um aporte de dcidos graxos maior que as células de camundongos controles devido a maior
quantidade de TG na circulagdo sanguinea que, através da acdo da lipoproteina lipase,
libera os AGL constantemente para os tecidos. Simulando o que ocorre nesses animais, um
segundo modelo de estudo foi gerado submetendo camundongos nao-transgénicos
(controles) a dieta rica em gordura por um longo periodo de tempo (4 meses), com o intuito
de verificar se a elevacdo do aporte de AGL aos tecidos, independente da trigliceridemia,
induziria um aumento da respiracdo em mitocondrias de figado. Os camundongos HTG
também foram submetidos a esta dieta para exacerbar o aporte de AGL aos tecidos destes

animais.

Os niveis plasmdticos de TG dos ratos e camundongos submetidos a esses
tratamentos estdo mostrados na Tabela II. Os ratos suplementados com glicose exibiram
concentragdes plasmaticas de TG 89% mais elevadas do que os ratos ndo suplementados.
Ja em camundongos, a dieta rica em gordura ndo aumentou as concentracdes plasmaticas de
TG em animais controles, assim como ndo alterou o perfil de TG em animais transgénicos

em relacdo a dieta padrao (ALBERICI, et al., 2003).
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A andlise da bioenergética mitocondrial mostrou que nas mitocOndrias de
figados de ratos suplementados com glicose, ocorreu uma diminui¢io do controle
respiratorio (CR, razdo entre as velocidades de respiracdo mitocondrial nos estados Il e IV)
em 17%, devido ao aumento da velocidade de respiracdo de repouso de 32% (estado 1V)
quando comparado a mitocondrias de figados de ratos controles (Tabela III). O mesmo
ocorreu nas mitocondrias de figados de camundongos controles submetidos a dieta rica em
gordura, que também apresentaram uma diminui¢cdo do CR e uma respira¢do de repouso
aumentada em relacdo a dieta padrdo, mas semelhante as mitocondrias de figado de

camundongos HTG (Tabela IV).

A respiragao de fosforilagao (estado III) foi elevada apenas pela suplementacao
com glicose. Isso ndo ocorreu devido a um aumento na atividade dos complexos da cadeia
de transporte de elétrons, visto que a velocidade méxima da cadeia respiratdria (na presenca
de FCCP) ndo foi alterada com o tratamento. Isto sugere que nessas mitocOndrias o
tratamento tenha induzido adicionalmente uma outra adaptacdo no estado de fosforilacao,

como por exemplo, um aumento na atividade de ATP sintases.

A eficiéncia de fosforilagcdo (razdo ADP/O) ndo foi significativamente alterada
em mitocondrias de figados de ambos os modelos de manipulacdo dietética, comparadas
aos seus respectivos controles, indicando que a capacidade de fosforilagdo oxidativa foi
preservada nos ratos portadores de hipertrigliceridemia secundéria e nos camundongos
submetidos a dieta rica em gordura (Tabela III e IV). Como a principal caracteristica da
atividade de UCPs é desviar os H' da sintese de ATP, e dessa forma, reduzir a eficiéncia de
fosforilagdo (razdo ADP/O), nossos resultados sugerem que a atividade destas proteinas nao

estd envolvida nestas alteracdes de velocidade de consumo de O,.

4.2- Analise dos efeitos do tratamento hipolipemiante com insulina na bioenergética de

mitocondrias de figados de camundongos HTG

Resultados anteriores do nosso laboratério demonstraram que o tratamento
hipolipemiante com ciprofibrato corrigiu a respiracdo de repouso elevada em mitocondrias
de camundongos HTG (ALBERICI et al., 2003). O tratamento com ciprofibrato

classicamente reduz os TG e AGL plasmadticos, assim como as concentracoes intracelulares
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de 4cidos graxos por aumentar sua oxidacdo. Com o intuito de verificar se as concentracoes
intracelulares de dcidos graxos sao as responsaveis pelo aumento da respiracdo de repouso
em animais HTG, tratamos estes camundongos com insulina, que também € um tratamento
hipolipemiante, porém distinto do ciprofibrato. Conhecidamente, o tratamento com insulina
reduz os niveis plasmaticos de TG por estimular a LPL e a atividade de proteinas
transportadoras de dcidos graxos. No entanto, induz a lipogénese no tecido adiposo e reduz
a -oxidacdo em todos os tecidos alvos da insulina. Como esperado, o tratamento cronico
com insulina reduziu os niveis plasmadticos elevados de TG em camundongos HTG
(Tabela V). Apesar disso, o tratamento com insulina nesses animais nao normalizou o
elevado consumo de O, no estado de repouso e, conseqiientemente, nem o baixo CR das
mitocOndrias de figados de camundongos transgénicos, comparadas as mitocOndrias de
figados de camundongos controles. A razao ADP/O e o estado III de respiragdo, que ja nao
estavam alterados nos camundongos HTG, também ndo sofreram modificacdes com o

tratamento (Tabela V).

4.3- Analise da bioenergética mitocondrial in sifu (células mononucleares de baco) de

camundongos HTG

A andlise da bioenergética mitocondrial de camundongos HTG in situ se
mostrou necessdria para a comprovagao dos resultados obtidos em mitocondrias isoladas e
para o entendimento da amplitude desse fendmeno adaptativo. Células mononucleares de
baco s@o um bom modelo para o estudo dos efeitos da hipertrigliceridemia na bioenergética
mitocondrial in situ. Primeiro, pela facilidade de isolamento e viabilidade dessas células in
vitro. Segundo, pelo fato destes tipos celulares serem encontrados também na parede
celular durante o processo de aterogénese, principalmente em  animais
hipertrigliceridémicos, ja que a hipertrigliceridemia representa um fator de risco

independente para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (MALLOY, 2001).

O consumo de oxigénio por células mononucleares isoladas de bagos extraidos
de camundongos HTG e controles foi analisado em diferentes estados respiratdrios

(Figura 6). Nota-se que as células HTG (barras cheias) apresentaram velocidade de
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respiragdo aproximadamente 40% e 50% maior do que as células controles (barras vazias),
antes e depois da permeabilizacdo com 0,001% de digitonina, respectivamente. Nas células
permeabilizadas, observa-se que em condi¢des de elevada sintese de ATP pelas
mitocOndrias (na presenca de ADP), as células HTG e controles ndo apresentaram diferenca
significativa entre as velocidades de consumo de oxigénio. A inibicdo da sintese
mitocondrial de ATP pela oligomicina (bloqueio da FoF;ATP-sintetase) retornou a
respiracdo celular ao estado de repouso (estado IV de respiracdo mitocondrial), no qual
observa-se que as células HTG voltaram a apresentar um maior consumo de oxigénio.
A adicao de CCCP aumenta a permeabilidade da membrana mitocondrial interna (MMI) a
H" e dessa forma desfaz rapidamente o potencial eletroquimico de membrana (Ay,,), 0 que
aumenta o consumo de oxigénio para a velocidade médxima da cadeia respiratdria
mitocondrial. Nesse estado, como no estado de fosforilagao (estado III), ndo foi observada
diferenca significativa entre as células HTG e controles. A respiracdo das células intactas
também foi analisada em meio RPMI 1640 (como meio extracelular), onde apresentaram o
mesmo perfil dos experimentos feitos em meio de reacdo padrio (livre de Ca®"), ou seja, as
células HTG apresentaram valores de respiracdo (2,28 * 0,3) maiores que as células

7

controles (1,73 + 0,22). Valores de média + epm, em nmol O,.1,5 . 10 células ! .min!

(n=4, p=0,028).

7z

A velocidade de respiracdo da mitocOndria é regulada pelo potencial de
membrana mitocondrial (Ayy,) para garantir a sintese de ATP (MITCHELL, 1961). Para
comprovagdo dos resultados obtidos na respiragdo, foram analisados os potenciais de
membrana mitocondrial (Ayy,) em linfécitos de bacos de camundongos HTG e controles,
através da citometria de fluxo. Foi utilizado o marcador catidnico fluorescente 3,3'-
dihexiloxacarbocianeto iodina (DiOCg(3)), que liga-se a membranas lipidicas que
apresentam diferenca de potencial elétrico, na presenca ou nao de CCCP, que dissipa o
Ayn. A razao de fluorescéncia do DiOCg(3) pela fluorescéncia do DiOCe + CCCP fornece
a medida proporcional a amplitude do Ayy,. A Figura 7 mostra que ndo houve diferenca
significativa entre as razdes de fluorescéncia entre os dois tipos de células intactas,
indicando que as mitocondrias de linfécitos transgénicos e controles possuem semelhantes

Ay, . A inibi¢do da sintese de ATP pela oligomicina induziu um pequeno aumento nos
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potenciais de membrana em ambos tipos celulares, como esperado. De acordo com estes
resultados e com os obtidos na avaliacio da respiracdo, o potencial de membrana
mitocondrial de células HTG, que € utilizado pelo processo de desacoplamento, estd sendo

restabelecido as custas do aumento do consumo de oxigénio.

Pequenos desacoplamentos entre respiracdo e fosforilacdo oxidativa, como
causados pelos canais de K* sensiveis a ATP (mitoKatp) ou UCPs, promovem o aumento
da respiracdo que baixa a tensdo de oxigénio e diminui a concentra¢do de intermediérios da
cadeia respiratéria na forma de doadores monoeletronicos (TURRENS, 1997). Como a
hipertrigliceridemia aumentou o consumo de O, em células mononucleares de baco,
procuramos verificar se esse aumento era suficiente para reduzir a geragao de EROs nessas

células.

A geracdo de EROS por células mononucleares isoladas de bacos de
camundongos HTG e controles foi monitorada através de duas metodologias: citometria de
fluxo, através do marcador dihidroetidio (DHE), e pela espectrofluorimetria, através do
marcador H,-DCFDA que emite fluorescéncia quando oxidado a DCF. A anélise do perfil
de oxidacdo do DHE pela citometria de fluxo (Figura 8) mostrou que as células de
camundongos HTG, ao longo do tempo de 60 a 90 minutos, produziram semelhantes
quantidades de EROs quando comparadas as células de camundongos controles. Esse
resultado foi confirmado pela quantificacdo espectrofluorimétrica da fluorescéncia do DCF
(Figura 9), que além disso, mostrou que a permeabilizacdo das células em meio contendo
Ca” contaminante (~10 uM) provocou um aumento na producio de EROs semelhante em

ambos grupos de células.

4.4- Envolvimento de canais de K* sensiveis 2 ATP (mitoK,1p) no desacoplamento em

mitocondrias isoladas de figado de camundongos transgénicos HTG
4.4.1- Respiracdo e inchamento mitocondrial

Como nossos experimentos iniciais em mitocOndrias isoladas de figado de
camundongos HTG indicaram que as UCPs e o TNA nio estdo envolvidos no aumento da
velocidade de respiracdo no estado de repouso (ALBERICI, et al., 2003), estudamos agora

um outro possivel mecanismo de desacoplamento nessas mitocondrias: o aumento do fluxo

Resultados
71



de K" pela membrana mitocondrial interna, devido a abertura de canais de K* sensiveis a
ATP (mitoKatp). A atividade aumentada destes canais promove a entrada excessiva de K*
na matriz mitocondrial que é acompanhada da extrusdo do fon através de um trocador
K'/H". 1Isso consegiientemente promove uma pequena diminuicdo do potencial
eletroquimico de H" (AuH"), que é recomposto as custas do aumento de respiragdo. Para
investigar essa possibilidade, verificamos a velocidade de consumo de O, por mitocOndrias
de figado HTG e controles em diversas condi¢des experimentais. Nota-se que em meio de
reacdo padrdo contendo K*, as mitocondrias de figados HTG apresentaram uma velocidade
de respiracdo de repouso aproximadamente 24 % maior do que as mitocondrias de figados
de camundongos controles (Figura 10). A substituicdo de K* por Li* (sem K*) no meio de
reacdo padrdo restabeleceu a velocidade de respiragdo das mitocondrias HTG ao nivel das
controles, o que caracterizou a dependéncia do fon K" no mecanismo de desacoplamento
em mitocOndrias HTG. Observou-se também, somente nas mitocOndrias HTG, uma
reducdo da velocidade de respiracdo na presenca de ATP (K'/ATP), o que indicou um
possivel envolvimento de canais de K* sensiveis a ATP (mitoKtp). Observamos também o
efeito de ativadores e inibidores cldssicos do mitoK,rp sobre a velocidade de respiragdao das
mitocondrias HTG: o diazéxido (K'/ATP/DZX) reverteu a inibi¢do por ATP e abriu o canal
novamente para a entrada de K, elevando novamente a velocidade respirac¢do; o 4cido 5-
hidroxidecandico (K*/ATP/DZX/5-HD) reverteu a abertura do canal induzida por DZX, ou
seja, fechou o canal e diminuiu novamente a velocidade de respiracdo das mitocOndrias
transgénicas ao nivel das controles. A adicdo desses mesmos compostos nas mitocondrias

controles ndo promoveu alteragdes significativas na velocidade de respiragdo (Figura 10).

A entrada de K* na matriz mitocondrial é acompanhada pela difusdo de H,O e
anions, principalmente Pi, resultando em aumento do volume da matriz. A andlise de
inchamento mitocondrial em mitocondrias de figado de camundongos HTG e controles
(Figura 11A e 11B) revelou um maior aumento de volume das mitocondrias transgénicas,
comparadas as mitocondrias controles, quando adicionadas em meio de reagdo hiposmético
suplementado com K*. Esse aumento adicional de volume foi prevenido pela adi¢do de
ATP, glibenclamida ou 5-HD e estimulado por DZX (Figura 11B). Os resultados obtidos
com ativadores e inibidores do MitoKsrp demonstram que esses canais participam do

desacoplamento em mitocOndrias de figados de camundongos hipertrigliceridémicos: eles
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permitem a entrada adicional de K* na matriz mitocondrial, verificado pelo aumento de
volume da organela. A extrusdo desse fon em troca por H" do espaco intermembranas
diminui o potencial eletroquimico de H', que é restabelecido através do aumento do

consumo de oxigénio.

4.4.2— Ensaio de ligacio da subunidade SUR do mitoKatp com glibenclamida

fluorescente

O aumento da respiragdo provocado pelo mitoKatp em mitocondrias isoladas de
figado de camundongos transgénicos poderia ocorrer devido a um aumento na quantidade
e/ou atividade desses canais. Devido a falta de anticorpos comerciais de boa qualidade, nao
realizamos a técnica de Western Blotting. Alguns grupos de pesquisadores usaram
anticorpos contra determinadas mitoKIRs e mitoSURs mas os resultados foram
controversos (SUZUKI et al., 1997; LACZA et al., 2003; TAI et al., 2003). Alguns outros
estudos indicam que esses anticorpos reagem também contra outras proteinas mitocondriais
(GROVER e GARLID, 2000). Recentemente, a Molecular Probes™ disponibilizou uma
glibenclamida marcada fluorescentemente que se liga as subunidades SUR de reticulo
endoplasmdtico. Como sabemos que na mitocondria, subunidades SUR estdo presentes
apenas em mitoKatp (para revisio MIRONOVA et al., 2004), utilizamos essa mesma
técnica de marcacdo em preparacdes de mitocondrias isoladas de figado de camundongos.
A leitura da fluorescéncia emitida pelas mitocOndrias incubadas com a glibenclamida
marcada revelou uma maior ligacdo deste marcador fluorescente nas mitocondrias HTG
quando comparadas as controles (Figura 12), o que sugere uma maior quantidade de
subunidades mitoSUR e, provavelmente, uma maior quantidade de mitoKarp em

mitocondrias de figado de camundongos transgénicos hipertrigliceridémicos.
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4.4.3- Consumo de oxigénio por fragmentos de figados de camundongos tratados

com 5-HD

O leve desacoplamento promovido pela expressdo e atividade de mitoKarp em
mitocondrias de figado de camundongos HTG poderia resultar em alteracdes no
metabolismo total do figado intacto desses animais. Para checar essa possibilidade, o
consumo de O, foi medido em fragmentos de figados extraidos de camundongos controles
e HTG. Como mostra a Figura 13, o consumo de O; pelos figados HTG foi 16 % maior que
o consumo dos figados controles. O aumento do consumo de O, pelos fragmentos HTG
pode ser atribuido ao mitoKatp visto que o 5-HD, injetado intraperitonialmente 1 hora antes
da retirada dos figados dos camundongos, diminuiu significativamente o consumo de O,

somente no figado HTG, retornando o consumo de O, aos niveis dos controles.

4.5 - Velocidade de producao de CO; in vivo e temperatura corporal em camundongos

hipertrigliceridémicos e controles

Devido ao figado ter um papel importante no metabolismo oxidativo corporal,
verificamos se os camundongos HTG apresentam maior velocidade metabdlica corporal
quando comparados aos controles. Para isso, determinamos a liberacdo de CO, in vivo e a
temperatura corporal destes animais. A velocidade de expiracdo de CO, por camundongos
HTG foi superior em 17% em relacdo aos camundongos controles (Figura 14) assim como
temperatura corporal foi superior em 0,7 °C (Figura 15). O aumento da liberagdo de CO, e
da temperatura corporal sdo indicativos de que camundongos HTG possuem um

metabolismo mais elevado que camundongos controles.

Se esses camundongos HTG t€ém aumento de metabolismo oxidativo corporal,
eles deveriam ser mais magros ou apresentar maior ingestao alimentar. De fato, verificamos
que os camundongos HTG mantém um peso semelhante aos controles as custas de maior

ingestdo e menor eficiéncia alimentar (Figura 16).
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4.6 - Peroxidacao lipidica em mitocondrias de figado de camundongos transgénicos
hipertrigliceridémicos e controles

Nossos resultados anteriores demonstraram que as mitocondrias de figado de
camundongos HTG sao mais suscetiveis a abertura do poro de TPM induzido por Ca** do
que mitocondrias controles (ALBERICI et al., 2003). A abertura do poro de TPM pode
ocorrer devido a oxidagdo de proteinas da membrana mitocondrial interna por EROs na
presenca de Ca** (FAGIAN et al., 1990; CASTILHO et al., 1996; KOWALTOWSKI e
VERCES]I, 1999). Assim, investigamos nestas mitocondrias a suscetibilidade a peroxidagao
de lipidios da membrana mitocondrial interna.

Sabe-se que a lipoperoxida¢do da membrana mitocondrial interna resulta em
aumento de sua permeabilidade, o que ocasiona prejuizo de suas fungdes bioenergéticas,
tais como respiracao, fosforilagdo oxidativa, transporte de fons, e outros (BINDOLI, 1988;
CHANCE e WILLIANS, 1956). O dano a membrana mitocondrial interna pode ser
monitorado pelo influxo do suporte osmoético e &dgua, que resulta em inchamento.
O experimento descrito na Figura 18, mostra que em contraste com as mitocondrias
controles, as mitocondrias HTG sofreram extenso inchamento apds a incubagdo na presenca
de Pi (4 mM). Na presenca de Ca”, o P; estimula a propagacdo de reacdes de
lipoperoxidacdo iniciadas por EROS (KOWALTOWSKI, et al., 1996). O inchamento das
mitocOndrias transgénicas foi parcialmente protegido pelo antioxidante butil-hidroxitolueno
(BHT) ou ciclosporina A (CSA) e totalmente prevenido pela combinagdo de ambos. Esses
dados indicam que as membranas de mitocondrias HTG, na presenga de pré-oxidantes, sao
mais suscetiveis ao processo de permeabilizacdo, mediado parcialmente por peroxidagcao
lipidica e parcialmente pela abertura do poro de TPM.

Medimos também nas mitocOndrias isoladas controles e transgénicas a geracao
de produtos oxidados que reagem com o &cido tiobarbitirico (TBARS). Essa dosagem
mostrou que, em condi¢des basais (meio de reacdo padrdo, na presenca de Ca**
contaminante: ~10 uM), as mitocondrias de figado isoladas de camundongos HTG
apresentaram quantidades similares de TBARS quando comparadas as mitocOndrias de
camundongos controles (Figura 17). Porém, quando na presenca do pré-oxidante
Fe(Il)citrato e Ca”*, as mitocondrias HTG apresentaram maiores quantidades de TBARS do

que mitocondrias controles.
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5- DISCUSSAO
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Alteracdes no metabolismo energético mitocondrial t€ém sido encontradas em
diversas doencas metabdlicas, onde participam tanto como causa quanto como
conseqiiéncias dessas doencas (para revisdio LEMASTERS, 2001). Como causa, por
exemplo, uma mutagdo no DNA mitocondrial (DNAmt) adquirida maternalmente, que
codifica um RNA de transferéncia, pode causar hipomagnesemia, hipertensdo e
hipercolesterolemia conjuntas (WILSON et al., 2004). Certos polimorfismos do DNAmt
sdo relatados na resisténcia a insulina e podem predizer o risco de desenvolvimento do
diabetes (CLAPHAM et al., 2000). Por outro lado, tem sido descrito aumento de expressao
de UCPs frente a situacdes metabdlicas como obesidade (BAO et al., 1998), resisténcia a
insulina (SAMEC, et al., 1999), concentracdes elevadas de AGL circulantes (BOSS, et al.,
1998) e diabetes (BAO et al., 1998; HIDAKA et al., 2000). Apesar da atividade de UCPs
mediar a dissipacdo de energia, favorecendo um estado catabdlico, os efeitos das UCPs no
controle de peso sdo ainda incertos. Enquanto camundongos que superexpressam a UCP3
humana em musculos esqueléticos sao hiperfagicos e magros (CLAPHAM et al., 2000),
camundongos que tiveram este gene desativado ndo apresentam alteracdes de peso em

relagdo aos controles (GONG et al., 2000; VIDAL-PUIG et al., 2000).

Nestes ultimos anos temos estudado as alteracdes do metabolismo energético
mitocondrial de camundongos transgénicos hipertrigliceridémicos, que superexpressam a
apo-CIII humana (HTG). Esses camundongos sdo um bom modelo de estudo dos efeitos
das concentragdes plasmadticas elevadas de TG e AGL, sem outros fatores metabdlicos
relacionados, normalmente presentes na obesidade, resisténcia a insulina, diabetes e
sindrome metabdlica. As mitocOndrias de figado desses animais apresentam um consumo
de oxigénio no estado de repouso 23 % maior que mitocondrias de animais controles,
fendmeno que ndo esté relacionado ao aumento da atividade de UCPs ou do translocador de
nucleotideos de adenina (ALBERICI et al., 2003). A partir desta constatacdo, supusemos
que o aumento da respiracdo refletia a existéncia de um outro mecanismo adaptativo de

dissipacdo de energia nestes camundongos. Assim, procuramos identificar este mecanismo

e verificar sua repercussao in situ € in vivo.
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Verificamos se o excesso de energia fornecida pela induziria o aumento do
consumo de O, por mitocondrias isoladas de figado. Nossos resultados demonstraram que
ratos suplementados diariamente com altas concentracdes de glicose desenvolveram uma
hipertrigliceridemia secundéria que, assim como na hipertrigliceridemia primdria em
camundongos HTG, também modificou a bioenergética de mitocondrias de figado,
elevando o consumo de O, no estado de repouso. O tratamento com dieta rica em gordura,
apesar de ndo ter induzido a hipertrigliceridemia em camundongos controles, aumentou o
aporte de AGL aos tecidos desses animais, o que induziu um aumento da respiragdo no
estado de repouso, muito semelhante ao aumento encontrado nos camundongos HTG e nos
ratos com hipertrigliceridemia secundéria. Essa dieta também nao alterou as concentragdes
de TG plasmdticos em animais HTG, assim como n3o modificou adicionalmente sua
respiracdo no estado de repouso (que ja € elevada mesmo na dieta pobre em gordura)
indicando que esta adaptacdo ji se encontra no limite maximo nos camundongos HTG.
Esses resultados indicaram a importincia ndo sé da hipertrigliceridemia, mas também de
elevado aporte de AGL na inducdo do aumento do consumo de O, no estado de repouso,

como um mecanismo adaptativo de dissipacio de excesso de substrato energético.

Apesar das manipulacdes dietéticas para a inducdo de dislipidemias estarem
geralmente associadas a inducdo de UCPs em diversos tecidos (LANGIN, 2003; BAO et
al,, 1998; SAMEC, et al., 1999), a participacdo dessa proteina no mecanismo de
desacoplamento encontrado em nossos dois modelos de tratamento foi descartada, uma vez
que a razdo ADP/O nio foi alterada pelos tratamentos. Acreditamos que os camundongos
HTG, assim como os ratos com hipertrigliceridemia secunddria e os camundongos
controles submetidos a dieta rica em gordura, desenvolveram um mesmo mecanismo

adaptativo mitocondrial de dissipacdo de energia.

Visto que um aumento na velocidade de respiragcdo de repouso mitocondrial foi
induzido pelo aumento do aporte de dcidos graxos aos tecidos de camundongos controles,
averiguamos se as elevadas concentragdes de lipidios intracelulares sdo necessarias para
que ocorra o aumento da velocidade de respiragdo de repouso em mitocOndrias de figados
de camundongos HTG. Os tratamentos realizados com ciprofibrato (ALBERICI et al.,

2003) ou com insulina diminuiram as concentracdes plasméticas de TG e AGL aumentadas
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em camundongos HTG, através da estimulacio da atividade da lipoproteina lipase
plasmética e da expressdo de proteinas de transporte/ligacao de 4cidos graxos. Porém,
somente o ciprofibrato, que aumenta a oxidagdo intracelular de 4cidos graxos, foi capaz de
normalizar a respiracdo de repouso mitocondrial, diferentemente da insulina que inibe a
beta-oxidacdo de dcidos graxos. A interpretacdo dos efeitos desses dois tratamentos indica
que a concentracdo intracelular de dcidos graxos elevada, secunddria a hipertrigliceridemia,
€ a responsdvel pela inducdo do aumento do consumo de O; no estado de repouso em

mitocondrias em figado de camundongos transgénicos.

Para comprovar se os resultados obtidos com mitocOndrias isoladas ocorriam
também no ambiente celular, verificamos a bioenergética de mitocondrias de camundongos
HTG in situ. A andlise do consumo de O, pelas células mononucleares de bacos revelou
que as mitocondrias in situ de camundongos HTG apresentaram uma respira¢ido de repouso
elevada, assim como ocorre em mitocOndrias de isoladas de figado desses animais. Esse
resultado demonstrou que o mecanismo de desacoplamento em camundongos HTG ocorre

in situ e em outros tecidos além do figado.

Apesar da velocidade de respiracdo ser regulada pelo potencial de membrana
mitocondrial, verificamos que as mitocondrias HTG e controles in situ possuem potenciais
de membrana semelhantes. Isto indica que, provavelmente, o desacoplamento em
mitocondrias HTG promove uma ligeira diminui¢do do potencial de membrana que nao
pode ser detectado com precisdo ou que foi restabelecido pelo aumento da respiracao.
Embora uma ligeira redu¢cdo do potencial de membrana mitocondrial, com conseqiiente
aumento da velocidade de respiracdo de repouso, possa reduzir a geracdo de EROs, nossos
resultados indicaram que as células mononucleares de bacos de camundongos HTG e
controles produzem semelhantes quantidades de EROs. Por outro lado, isso indica que o O,
consumido adicionalmente pelas células HTG estd sendo utilizado pelas mitocondrias e ndo
pelos outros sistemas de geracdo de EROs. Nessas células, as EROs também podem ser
geradas por outras vias além da mitocondrial, como pelo citocromo P-450, sistema xantina-
xantina oxidase, via das lipoxigenases ¢ NADPH oxidase de membrana plasmatica
(ALLEN e TRESINE, 2000), que compde um sistema bem regulado de produ¢do de EROs,
especialmente o H,O, que funciona como segundo mensageiro da ativacdo linfocitdria

(RETH, 2002).
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Nossos resultados anteriores demonstraram que as mitocondrias de figado
desses animais, na presenca de Ca®*, sdo mais suscetiveis ao processo de permeabilizacio
da membrana mitocondrial interna provocado pela abertura do poro de TPM
(ALBERICI et al., 2003), independente de grandes quantidades de EROs. Adicionando
mais informagdes a este contexto, nossos resultados demonstraram que na presenga de
agentes pré-oxidantes, as mitocondrias de figado HTG produzem maiores quantidades de
produtos oxidados, assim como também se mostram mais suscetiveis a permeabilizacdo da

membrana mitocondrial interna provocada pelo processo de peroxidagao lipidica.

Esses resultados sugerem que pode existir uma maior quantidade de substratos
lipidicos nas mitocondrias HTG que, em situagdes onde ocorre uma producao excessiva de
EROs (na presenca de altas concentracdes de Ca’*, P e Fe(Il)citrato), servem de substratos
para a peroxidagdo lipidica. Nestas condi¢des, mesmo os mitoKarp agindo como discretos
desacopladores, provavelmente ndo conseguem reduzir a geracdo de EROs e evitar a
peroxidacdo lipidica em mitocondrias HTG. Em condig¢des basais, a atividade dos mitoKatp
deve diminuir a geracdo de EROs e dessa forma reduzir o processo de peroxidacdo lipidica

provocado pelo excesso de lipidios.

Outra hipétese é de que o desacoplamento continuo provocado pelo mitoKarp
para aumentar o metabolismo, estaria também reduzindo a geracdo de EROs e, por
conseqiiéncia, promovendo uma regulacdo negativa do sistema anti-oxidante em
mitocondrias HTG. Em situagdes de estresse oxidativo induzido por Ca®™, esse sistema
anti-oxidante “menos eficiente” poderia permitir uma maior formacao do radical hidroxil
(OH>*), que na presenca de Fe** e Pi, aumentaria os danos 2 membrana mitocondrial interna,
levando ao processo de permeabilizacdo desta membrana, mediado parcialmente pela

abertura do poro de TPM e parcialmente por peroxidacao lipidica.

Existem evidéncias experimentais de que a TPM pode ser um evento essencial
em mecanismos de morte celular tanto por apoptose como por necrose
(LEMASTERS et al., 1998). O aumento sustentado da concentracdo de Ca*" citosélico e
intramitocondrial pode induzir a TPM. Na morte celular necrética, o aumento do Ca**
citosdlico ocorre por faléncia dos mecanismos de regulacdo intracelular da concentracdo do

cation e a TPM generalizada leva a deplecdo de ATP seguida de morte celular. No caso da
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morte por apoptose, a TPM seria um evento localizado a sitios de aumento regulado do
Ca® e a producdo do ATP, necessério para este tipo de morte celular, seria preservada as
custas de mitocondrias ndo atingidas. A abertura do poro de TPM facilitaria a liberagdo de
fatores pré-apoptdticos mitocondriais tais como Smac/Diablo, fator indutor de apoptose
(AIF) e citocromo c. A presenca destes fatores no citosol leva a ativacdo de proteases
denominadas caspases, que promovem a morte “limpa”. Desta forma, os experimentos
deste trabalho sugerem que os animais hipertrigliceridémicos sdo mais susceptiveis a TPM
que pode levar a morte celular, seja por necrose ou apoptose, em situagdes que aumentam

, . . 2 L .
os niveis intracelulares de Ca™*, ou na presenca de agentes pré-oxidantes.

Procuramos ainda identificar o mecanismo de desacoplamento mitocondrial
responsavel pelo aumento do consumo de O, em mitocOndrias de figado de camundongos
HTG. Nossos resultados demonstraram claramente que este mecanismo adaptativo de
dissipagdio de energia ocorre através de aumento de atividade de canais de K" sensiveis a
ATP (mitoKatp). Dentre as principais fun¢des demonstradas do transporte de K* para a
matriz mitocondrial através dos mitoKatp estdo a prote¢cdo do miocédrdio frente a situacdes
de isquemia e reperfusdao (GARLID et al., 1997) e a diminui¢do da producdo de EROs pelas
mitocondrias (FERRANTI et al., 2003). Esses canais permitem a entrada adicional de K" na
matriz mitocondrial que é acompanhada de sua extrusdo através de um trocador K*/H", com
conseqiiente diminuiciio do potencial eletroquimico de H" (AuH"). A recomposi¢io desse
potencial ocorre as custas do aumento da respiracdo e da oxidagdo de coenzimas NADH e
FADH,. A regeneracdo destas coenzimas acelera a velocidade do ciclo de Krebs, que assim
consome maiores quantidades de grupos acetil derivados da oxidacdo de glicose, dcidos

graxos ou aminodcidos.

Verificamos que este estado catabdlico elevado em mitocondrias de figado de
camundongos HTG resultou em aumento do metabolismo hepatico nesses animais, visto
que o consumo de O, pelos figados HTG foi 16 % maior que o consumo dos figados
controles. Este aumento € menor do que os 24 % encontrados nas mitocondrias isoladas de
figados desses animais, provavelmente devido as mitocondrias no figado intacto estarem
em um estado um pouco mais proximo de fosforilagdo oxidativa, e nio totalmente em
estado de repouso como obtido com mitocondrias isoladas. O tratamento dos camundongos

com 5-HD, um inibidor dos mitoKatp, restabeleceu o consumo de O, em figados de
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camundongos HTG para o nivel dos controles, caracterizando o envolvimento desses
canais. Esses resultados demonstraram que os figados integros de camundongos HTG

refletem o aumento no consumo de O, mitocondrial promovido pelos mitoKarp.

Devido ao figado ter um papel importante no metabolismo oxidativo corporal,
verificamos alguns parametros metabdlicos corporais dos camundongos HTG. Constatamos
que esses camundongos produziram maiores quantidades de CO, quando comparados aos
controles, provavelmente devido ao aumento da velocidade do ciclo de Krebs, que a cada
volta gera também duas moléculas de CO,. A temperatura corporal elevada encontrada em
camundongos HTG € também um outro indicativo de que nesses animais ocorre um
aumento de metabolismo. Como resultado do curto circuito de H" pela membrana
mitocondrial interna, a energia da oxidag¢do de substratos nao € conservada pela formagao
de ATP, mas € dissipada na forma de calor, elevando a temperatura corporal desses
camundongos.

Todos os resultados sugerem que o aumento de metabolismo corporal em
camundongos HTG se deva ao aumento de atividade de mitoKarp em mitocOndrias de
figado e provavelmente de outros tecidos desses animais. Para fazermos esta afirmacao,
seria necessdrio verificar se o tratamento cronico in vivo desses animais com antagonistas
do mitoKarp restabeleceria o metabolismo dos camundongos HTG ao nivel dos controles.
Isso € invidvel devido a aos demais efeitos sistémicos provocados por esses farmacos. Por
exemplo, as sulfoniluréias (glibenclamida, tolbutamida e outras) sdo utilizadas no
tratamento do diabetes, aumentam a secrecdo de insulina pelas células  pancreéticas e
podem causar hipoglicemia em controles nao-diabéticos. Além disso, diminuem a
depuracao hepatica da insulina e suprimem discretamente a secre¢cao do hormoénio glucagon
(GOODMAN e GILMAN, 1996). Nesses casos, o efeito antagonista dos mitoKarp no
metabolismo de camundongos HTG poderia ser mascarado por outras alteragdes
metabolicas e efeitos colaterais provocados pela administracdo dos farmacos.

De qualquer maneira, esta resposta adaptativa das mitocondrias ao excesso de
substrato energético intracelular teve uma potente repercussdo in vivo. Ao aumentar de
modo global o metabolismo corporal, os camundongos HTG aumentaram também a
ingestdo alimentar e puderam manter o peso corporal apesar da hipertrigliceridemia e da

hiperfagia.
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1 6- CONCLUSOES
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Nossos resultados demonstraram que concentragdes intracelulares elevadas de
acidos graxos, tanto na hipertrigliceridemia primdria quanto na secunddria, modificam a
bioenergética de mitocondrias de figado, elevando o consumo de O, no estado de repouso.
Na hipertrigliceridemia priméria esse aumento ocorre devido a atividade dos mitoKatp em
figados, que eleva o metabolismo corporal nestes camundongos transgénicos. Esse
mecanismo pode representar uma resposta adaptativa para oxidar o excesso de &acidos
graxos intracelulares. Nosso trabalho atribui uma nova funcao para o canal mitocondrial de
K" sensivel a ATP na regula¢do do metabolismo de substratos energéticos intracelulares e

possivelmente no controle do peso corporal.
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Tabela 1 - Classificacdo das hipertrigliceridemias primarias.

Doenca Gene mutante Classe de Defeito metabolico Prevaléncia
particulas
aumentadas

Deficiéncia familiar de LPL LPL QM { catabolismo QM 1/10°

Deficiéncia familiar de apoC-1I Apo-CII QM { catabolismo QM 1/10°
HTG familiar desconhecido QMe { catabolismo VLDL 0,5-1/100

VLDL 7T sintese VLDL, QM
Disbetalipo- desconhecido IDLe { catabolismo IDL 1/10*

proteinemia familiar i
QM rem { catabolismo QMrem

HTG; hipertrigliceridemia; LPL, lipoproteina lipase; QM, quilomicron; VLDL, lipoproteina de baixa

densidade; apo-CII, apolipoproteina CII;

Tabela 2 - Concentracdes plasmadticas de triglicérides (TG) em ratos submetidos a
suplementagdo cronica com glicose ou 4dgua, e em camundongos transgénicos

hipertrigliceridémicos (HTG) e controles submetidos a dieta rica em gordura ou

a dieta padrao.

Animais Linhagem (n) Tratamento TG (mg/dl)
Ratos Wistar (25) Suplementagdo glicose 172 £9*
Wistar (24) Suplementagdo dgua 91+ 7°

Camundongos HTG (7) Dieta rica em gordura 510 + 50°°
Controles (12) Dieta rica em gordura 73 +7°

73 +15°

Controles (9) Dieta padrao

b ¢ g30 estatisticamente diferentes. p < 0,001. Suplementacdo com glicose

Meédia + epm: Mesmos simbolos
0,8 g /100 g peso/dia por 3 semanas. Dieta rica em gordura (14%) por 20 semanas.
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Tabela 3 - Efeito da suplementacdo cronica com glicose na respiracdo de mitocondrias

isoladas de figado de ratos.

CR estado III estado IV ADP/O FCCP
Tratados 3,9+0,10% 69,3 +1,2% 17,9 £ 0,3 1,6 £0,2 91,3+4,3
Controles 4,72 +£0,08 63,5+1,4 13,5+0,2 1,7+0,2 91,3+9,6

As mitocondrias foram incubadas em meio de reagdo contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM, HEPES 10
mM pH 7.2, K,HPO, 2 mM, MgCl, 1mM, succinato 5 mM, rotenona 2 uM e EGTA 0,5 mM. O estado III foi
iniciado com a adi¢do de 200 nmol ADP. FCCP 1 uM. CR: controle respiratério (estado IIl/estado IV). Média

+ epm (n = 11). Valores em nmoles O,/mg proteina/min. Tratados versus controles nas mesmas condicdes: *p

< 0,001; *p<0,0001.

Tabela 4 - Consumo de oxigénio por mitocOndrias isoladas de figado de camundongos
transgénicos hipertrigliceridémicos (HTG) e controles submetidos a dieta rica

em gordura ou a dieta padrao.

Camundongo/dieta estado II1 estado IV CR ADP/O
HTG/ rica em gordura 70,2+ 2,3 17,4 +0,3* 4,0 +0,06° 1,3+0,01
controles/ rica em gordura 692+1,3 16,9 £0,5° 4,1 £ 0,05 1,2+0,03
controles/ padrio 64,4 +32 13,7+£0,2%® 4,6 0,07 1,2+0,02

As mitocdndrias foram incubadas em meio de reacdo contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM, HEPES 10
mM pH 7.2, K,HPO, 2 mM, MgCl, ImM, succinato 5 mM, rotenona 2 uM e EGTA 0,5 mM. O Estado III foi

iniciado ap6s a adigdo de 200 nmol ADP. Valores de velocidade de respiragdo em nmoles O,/mg

protefna/min. CR: controle respiratério (estado Ill/estado IV). Média £ epm (n = 9). Mesmos

a,b,c,d

simbolos sao estatisticamente diferentes (p<0.05).
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Tabela 5 - Concentragdes plasmadticas de triglicérides (TG) e consumo de oxigénio por
mitocondrias  isoladas de figado de camundongos transgénicos
hipertrigliceridémicos (HTG) e controles submetidos ao tratamento cronico

com insulina ou salina.

Camundongo TG estado III estado IV CR ADP/O
(tratamento) (mg/dl)
HTG (salina) 481 +£91,2° 63,5+ 1,7 15,4 +0,5° 4,1+0,1* 1,30 £ 0,02
HTG (insulina) 340 +55,9° 60,2 +2,2 15,0+0,5¢ 40+0,1"  1,28+0,02
Controles (salina) 60 + 10° 60,9 £3,2 13,0 £ 0,6°¢ 4,6+ 0,2*° 1,28 £0,03

As mitocOndrias foram incubadas em meio de reacdo contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10
mM pH 7.2, K,HPO, 2 mM, MgCl, 1mM, succinato 5 mM, rotenona 2 uM e EGTA 0,5 mM. O Estado III foi
iniciado ap6s a adicdo de 200 nmol ADP. Valores de velocidade de respiragdo em nmoles O,/mg
a,b,c,d,e

proteina/min. CR: controle respiratério (estado Ill/estado IV). Média + epm (n = 6). Mesmos simbolos

sdo estatisticamente diferentes (p<0.05).
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Figura 1 - Vias de transporte de lipidios no plasma. A) Via exdgena; B) Via endégena; TG,
triglicerideo; CE, colesteril éster; apolipoproteinas A-1, A-IV, C-1I, C-III, E,
B-100, B-48; LDL, lipoproteinas de baixa densidade; LDLR, receptor de LDL;
LRP, proteina relacionada ao receptor de LDL; VLDL, lipoproteina de
densidade muito baixa; IDL, lipoproteinas de densidade intermedidria.

(Adaptado de Witztum, 1996)
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Figura 2-

(LEHNINGER, 2000). Os elétrons do NADH e de outros substratos oxidaveis
passam através de uma cadeia de transportadores arranjados assimetricamente
na membrana. O fluxo de elétrons € acompanhado pela transferéncia de
prétons através da membrana mitocondrial, produzindo tanto um gradiente
quimico (ApH) quanto elétrico (A¥W). A membrana mitocondrial interna €
impermedvel aos prétons, os quais podem reentrar na matriz através de canais
especificos de prétons (F,). A forca préton-motora que impulsiona os prétons
de volta para a matriz fornece a energia para a sintese do ATP, catalisada pelo

complexo F; associado com F,,.
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Oxidagao de
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Resp.

Figura 3 - Modelo proposto para explicar a formaciao do poro de transicao de
permeabilidade induzido por Ca** e EROs na membrana mitocondrial
interna (KOWALTOWSKI et al., 2001). A cadeia respiratdria, inserida na
membrana mitocondrial interna, gera constantemente pequenas quantidades
de radicais O,". Estes radicais sdo normalmente removidos pela
Mn-superéxido dismutase (MnSOD), gerando H,0O,. O H,0, € entdo reduzido
a H,O pela glutationa peroxidase (GPx), tioredoxina peroxidase (TPx) ou
catalase (em mitocondrias de coragdo). A glutationa (GSH), oxidada pela GPx
e a tioredoxina (TSH), oxidada pela TPx, sdo recuperados pelo sistema
enzimatico glutationa e tioredoxina redutases (GR e TR), que usam NADPH
como doador de elétrons. O NADP" ¢ regenerado pela transidrogenase (TH)
as custas de NADH. Quando a geracdo de O,” aumenta na presenca de Ca™* e
Pi, ou quando os mecanismos de remocdo de H,O, estdo exauridos, acumula-
se H,O, que na presenca de Fe®*, gera o radical OH'. OH® oxida grupos
tidlicos (-SH) proteicos gerando o poro de TPM. Alternativamente, OH® pode
promover permeabilizacdo da membrana através da peroxidacao lipidica, um
processo fortemente estimulado por P; GSSG: glutationa oxidada. TSST:

tioredoxina oxidada.
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Figura 4 - Mecanismo de transporte de K através da membrana mitocondrial interna

(MMI). A cadeia respiratéria gera um gradiente de prétons que € utilizado pela
ATP sintase para promover a fosforilagdo do ADP (fosforilagdo oxidativa, via
A). O mitoKtp transporta K* para a matriz, processo que pode ser inibido por
ATP, Glibenclamida (GLIB) ou 4acido 5-hidroxidecandico (5-HD) e estimulado
por diazoxido (DZX). A saida de K™ para fora da matriz ocorre por um processo
eletroneutro em troca por um H através de um trocador K*/H", resultando em

pequeno desacoplamento (via B). EIM: espago intermembranas.
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Figura 5 - Modelo proposto sobre os efeitos da captacio elevada de K* pela
mitocondria. O aumento do volume da matriz pode ativar a transferéncia de
elétrons, especialmente quando providos da oxidagdo de dcidos graxos. Em
adi¢do, um aumento no volume da matriz diminui o espago intermembranas
e aumenta o contato entre MMI e MME. Esse processo diminui o transporte
de ATP e ADP através das membranas mitocondriais, o que favorece o
transporte de fosfatos de alta energia da mitocOndria para o citosol na forma
de creatina-fosfato (FACUNDO et al, 2005). MMI: membrana mitocondrial

interna. MME: membrana mitocondrial externa.
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Figura 6 - Consumo de oxigénio por células mononucleares de baco de camundongos
transgénicos hipertrigliceridémicos (HTG) e controles. Células
mononucleares de bago (1,5 x 10’ cel., 37°C) foram incubadas em meio de
reacdo contendo sacarose 125 mM, KCl 65mM, HEPES 10mM pH 7.2,
K,HPO4 2 mM, succinato 5 mM, MgCl, ImM e EGTA 20 uM. A
permeabilizacdo foi feita com a adicdo de 0,001% de digitonina (dig). O
Estado III foi iniciado apdés a adi¢cdo de 400 nmol ADP. O estado IV foi
determinado pela adicao de 1pg/ml de oligomicina (Oligo). CCCP 1uM. Média
+ epm (n = 7). Valores em nmoles O,. 1,5.107cels’.min™" Transgénicos versus

controles nas mesmas condi¢des: * p<0,05 e ** p<0.001.
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Figura 7- Potencial de membrana mitocondrial (Ay,,) de células mononucleares
isoladas de bacos de camundongos transgénicos hipertrigliceridémicos e
controles marcados com DiOCg3). Células mononucleares de baco
(Ix 10° cel/ml) foram incubadas em meio RPMI 1640, suplementado com 1%
de soro fetal bovino (FBS). As células foram aclimatizadas por 30 minutos em
estufa de CO, (5%) a 37°C e posteriormente incubadas com 0,2 nM de
DiOCg¢(3) com ou sem 1 pg/ml de oligomicina. 50 uM de CCCP foram
adicionados ap6s 30 minutos de incubag¢do com DiOCg(3). Apds 30 minutos,
as leituras foram feitas em canal FL-1. Barras sem preenchimento: linfécitos
sem oligomicina — Razdao F/FCCCP: Razdo entre os valores de fluorescéncia e

fluorescéncia com e sem CCCP (mediana + epm). n =8
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Figura 8- Perfil de oxidacao de dihidroetidio (DHE) a etidio em células mononucleares
isoladas de bacos de camundongos transgénicos hipertrigliceridémicos
(HTG) e controles. Células (1 x 10° cel./ml) foram incubadas em meio RPMI
1640, suplementado com 1% de soro fetal bovino (FBS). As células foram
aclimatizadas por 30 minutos em estufa de CO, (5%) a 37°C e posteriormente

incubadas com 5 uM de DHE para leitura em FL-2. Média + epm (n = 7).
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Figura 9 - Velocidade de producao de EROS medida pela oxidacdo de diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (H,DCF-DA) por células mononucleares
isoladas de bacos de camundongos transgénicos hipertrigliceridémicos
(HTG) e controles. Células (7,7 x 10° cel/ml) foram incubadas em meio de
reacdo contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM pH 7.2,
K,HPO4 2 mM, MgCl, 1mM, succinato 5 mM, EGTA 20 uM e 3 uM de
H,DCF-DA . A permeabilizacao foi feita com 0,001% de digitonina. Média *
epm (n = 3).
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Figura 10 - Consumo de oxigénio no estado de repouso por mitocondrias isoladas de
figado de camundongos transgénicos hipertrigliceridémicos (HTG) e
controles na presenca dos reguladores fisiologicos ou farmacolégicos do
mitoK,rp. Tracados representativos estdo apresentados em A e a velocidade
de consumo de O, em B. MitocOndrias (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio
de reacdo contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 5 mM pH 7.2,
K,HPO4 2 mM, MgCl, 1mM, EGTA 0,4 mM, succinato 5 mM, oligomicina 1
pg/ml. ATP 100 uM, diazéxido (DZX) 12 uM e acido 5-hidroxidecanodico
(3HD) 60 uM. Nas barras indicadas por “sem K" ”, o KCI 65 mM foi
substituido no meio de reacdo padrdo por LiCl 65 mM. Valores em média +
epm (n = 7). *p < 0.01 versus controle em condicdes controles; #p < 0.01
versus HTG em condi¢des controles; §p = 0.05 versus HTG na presenca de

ATP; £p < 0.05 versus HTG na presenca de ATP/DZX.
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Figura 11- Inchamento mitocondrial induzido pela entrada de K* através de mitoKtp
em mitocondrias de figado de camundongos transgénicos
hipertrigliceridémicos (HTG) e controles. Tracados representativos estao
apresentados em A e a porcentagem de inchamento relativo ao controle
(Média + epm) em B (n = 3). Mitocondrias (0,5 mg/ml) foram incubados em
meio de reacdo contendo KCl 100 mM, Hepes 5 mM pH 7.4, K,HPO4 2 mM,
MgCl 1 mM, oligomicina 1 pg/ml, EGTA 0,1 mM e succinato 2 mM. ATP 200
uM, DZX 30 uM, glibenclamida (GLY) 10 uM e 5-HD 60 uM. Nas barras

+99

indicadas por “sem K™, o KCl 100 mM foi substituido no meio de reagdo
padrao por LiCl 100 mM. *p < 0,05 versus controle em condicdes controles;
*p < 0.05 versus HTG em condig¢des controles; £p < 0.05 versus HTG na

presenca de ATP; ¥p < 0.05 versus HTG na presenca de ATP + DZX.
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Figura 12- Ligacao de glibenclamida fluorescente as subunidades SUR dos mitoKrp
em mitocondrias de figado de camundongos transgénicos
hipertrigliceridémicos (HTG) e controles. Mitocondrias (1 mg/ml) foram
incubadas em meio de reacdo contendo sacarose 125 mM, KC1 65 mM, HEPES
5 mM pH 7.2, K;HPO4 2 mM, MgCl, 1mM, EGTA 0,4 mM e succinato 5 mM,
acrescidas de 10 uM de glibenclamida marcada. Dados mostrados como

porcentagem do controle. Média + epm (n = 6). *p = 0,001.
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Figura 13- Consumo de O, por fragmentos de figados de camundongos controles e
transgénicos (HTG) tratados previamente (1 hora) com salina ou acido 5-
hidroxidecandéico (5-HD, 10 mg/kg peso). Cubos de Figado (~ 50 mg) foram
incubadas em 1 ml de meio Krebs-Henseleit (37°C). Média + epm

(n=7). *p < 0.05 versus controle salina; *p < 0.05 versus HTG salina.
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Figura 14 - Producio de CO, por camundongos machos e fémeas transgénicos

hipertrigliceridémicos (HTG) e controles. Valores de velocidade de
producdo de CO; em g.kg peso'l.h‘l. Média + epm (n = 7). *p < 0.05 versus

controles do mesmo sexo.
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Figura 15- Temperatura corporal retal em camundongos transgénicos

hipertrigliceridémicos (HTG) e controles machos e fémeas. Valores de

temperatura retal em °C. Média + epm (n = 8). *p < 0.05 versus controles.
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Figura 16 — Peso corporal (A), ingestao alimentar (B) e eficiéncia alimentar (C) em
camundongos transgénicos hipertrigliceridémicos e controles. Valores em

gramas. Média + epm (n = 12). *P < 0.05 versus controle.
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Figura 17 - Induc¢io da formacao de produtos reativos com o acido tiobarbitirico
(TBARS) por Fe(Il)citrato em mitocondrias isoladas de figado de
camundongos transgénicos hipertrigliceridémicos (HTG) e controles.
Mitocondrias (0,5 mg proteina/ml, 28°C) foram adicionadas ao meio de rea¢do
contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM, HEPES 5 mM pH 7.2, K,HPO, 2
mM, MgCl, ImM e succinato 5 mM, contendo Fe(Il) 50 uM/citrato 2 mM ou
nao (basal). Valores de absorbancia a 535 nm. Média = epm (n = 7). *p < 0.05

versus HTG na presenca de Fe(Il)citrato.
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Figura 18- Inchamento mitocondrial induzido por CaCl, 35 pM e P; 4 mM em
mitocondrias isoladas de figado de camundongos transgénicos
hipertrigliceridémicos (HTG) e controles (CONTR). Mitocondrias
(0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reag@o padrdo contendo sacarose 125
mM, KCI 65 mM, HEPES 5 mM pH 7.2, K,HPO, 4 mM, MgCl, 1mM,
succinato 5 mM e CaCl, 35 uM (28°C). Nos tragados indicados foram
adicionados: ciclosporina A (CSA) 1 uM e butil-hidroxitolueno (BHT) 5 uM.

Tracados representativos de 4 experimentos independentes.
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GASTROENTEROLOGY 2006;131:1228 -1234

Hyperlipidemic Mice Present Enhanced Catabolism and Higher Mitochondrial

ATP-Sensitive K™ Channel Activity

LUCIANE ©. ALBERICI,” HELENA C. F. OLIVEIRA,* PATRICIA R, PATRICIO* ALICIA J, KOWALTOWSKLS and

ANIBAL E. VERCESI®
*Dapartameanto da Patologia C

ica, Faculdads de Cidncias Médicas, and Departamento de Fiibiogia e Biofisica, Instituto de Biclogia, Universidade Estadual de

Campinas, Campings, S&o Paulo; and *Departamento de Bioquimics, Instituto de Quimica, Universidade de S8o Paulo, S8o Pawo, Braz!

Background & Aims: Changes in mitochondrial energy
metabelism promoted by uncoupling proteins (UCPs) are often
found m metabolic disorders. We have recently shown that
hypertriglyceridemic (HTG) mice present higher mitochondrial
resting respiration unrelated ro UCPs. Here, we disclose the
underlying mechanism and consequences, in tissue and whele
body metabolism, of this mitochondnal response to hyperlip-
idemia. Methods: Oxidative metabolism and its response to
mitochondrial adenosing triphosphate (ATP)-sensitive K™ chan-
nel (mitoK, ) agonists and antagonists were measured in iso-
lated mitochondrna, livers, and mice. Results: Mitochondra
isolated from the livers of HTG mice presented enhanced re-
spiratory rates compared with rhose from wild-type mice.
Changes in oxygen consumprion were sensitive to adenosine
triphosphate {(ATP), diazoxide, and 5-hydroxydecanocate, indi-
cating they are artributable ro mitochondrial ATP-sensitive K*
chanmnel

{mitoK, ) activity. Indeed, mitochondria from HTG mice pre-
sented enhanced swelling in the presence of K' ions, sensitive
to mitoRK e agonists and antagonusts. Furthermore, mitochon-
drial binding to fuorescent glibenclamide indicates that HTG
mice expressed higher quantities of mitoK,p. The higher con-
tent and activity of liver miteK e resulted in a faster metabolic
stare, as evidenced by increased liver oxygen consumption and
higher bedy co, release and temperature in these mice. In
agreement with lugher metabolic rates, food ingestion was
significantly larger in HTG mice, without enhanced weight
gain. Conclusions: These results show that primary hyper-
lipidemia leads to an elevation in liver mitoK,rp activity, which
may represent a regulated adaptation to oxidize excess fatty
aads in HTG mice Purthermore, our data indicate that
mitoKrp, in addivon w UCPs, may be involved in the control
of energy metabolism and body weight.

H igh plasma levels of triglycerides and free farty acids can
oceur due to primary inherited disorders or secondarily
to other metabolic diseases such as diabetes and the metabolic
syndrome, which also includes insulin resistance, obesity, and
hypertension.? In conjunction with these disorders, or even
individually, hypertriglyceridemia is a risk facror for coronary
heart disease, stroke, and nonalcoholie farty liver disease.!=

A group of proteins that plays a role in the pathogenesis or
consequences of metabolic diseases is the uncoupling proteins
{UCPs).*~¢% These proteins act as mitochondrial inner mem-
brane fatty acid anion transporters and are widely distabuted in
many mammalian organs.” Because of the proton gradient and
free permeability of protonared farry acids across the inner

membrane, a result of UCP activity is mitochondrial uncou-
pling, induding increased resting respiration and decreased
membrane potentials and oxdative phosphorylation efh-
ciency.” Interestingly, UCP expression is altered by obesity and
diabetes®1? and in some conditions where circulating lipid
levels are modified by hormones,!" dietary fat,'? and intrave-
nous heparin plus lipid infusion.'*

All these conditions present a complex metabelic context
where it 1s difficult to discriminate the role of hyperlipidemia
To study the effects of elevated plasma lipid levels per se,
without other metabolic confounding factors, we used mice
overexpressing the apolipoprotein CIII, which develop severe
hypertriglyceridemia and high plasma levels of free farty acids?4
but retain normal glucose homeostasis.*** The increased apo-
lipoprotein CII1 content in the surface of rtriglyceride-rich li-
poproteins hampers their recognition by specific liver receptors,
thus increasing their half-life and free fatty add release in the
plasma compartment.t” We found that liver mitochondria from
these mice presented higher resting respiratory rates.!® This
increase in respiration was not relared ro the activity of UCPs
becanse (1) the effect was present even in media in which free
fatty acids were gquenched by bovine serum albumin and (2)
uncoupling was not eliminated by the UCP inhibitor GDP
{guanosine 5'-diphosphate),'®

To uncover the cause of this mitochendral uncoupling in
hypertriglyceridemic mice, we now focus our attention on an-
other recently described mild mitochondrial uncoupling path-
way: the activity of adenosine triphosphate-sensitive K* chan-
nels (mitoKa). %20 These inner membrane uniporters promote
K* mflux m a manner counteracted by the K*/H* antporter
(see Figure 1 and Garlid and Paucek? for review). The resulting
uptake of H* through the antiporter decreases the efficiency of
oxidative phosphorylation. Uncoupling is limited by K' trans-
port rares of mitoK,yp, which are quite slow and only allow for
mild uncoupling, In addition to mild uncoupling, these chan-
nels also promote low-amplitude mitochendrial swelling when
active due to the uptake of K*, the counter-ion phosphate, and
water.”t4 We found strong evidence that the activity and quan-
tity of mitoK, 15 channels is augmentred in hypertriglyceridemic

Abbreviations used In this paper: DZX, diaroxide; EGTA, ethylene
glycokbis(f-aminoethyl ether)-N.NN' N'-tetraacetic acid; GLY, gl
buride/ glibenclamide; 5-HD, S-hydroxydecanoale; HTG, hyperlriglycer-
demic; milaKarp. i ip ensilive K
channels; UCP, uncoupling protein; WT, wild-type.
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Figure 1. Mitochondrial inner membrane K* transport. The mito
chondrial respiratory chain generatss a proton gradient usad by ATP
aynthase to promota axidative phospharylation, MitoK e mediates K+
transpor into the matr in g manner Inhibited by ATP, GLY, or &-HD
and stimutatad by D23, K* is ramoved from the mitachondrial matri in
acnange for B Dy the KH/HT antiporter, rasulting in mild uncoupling

(HTG) mice, providing a mechanistic explanation for the ob-
served uncoupling. In addition, we show evidence that this
uncoupling leads to increases in overall respiratory rates and
catabolism in HTG livers in mice.

Materials and Methods
Animals

Human apolipoprotein CIIT transgenic (line 3707)**
founders were donated by Dr Alan R Tall (Columbia Univer-
sity, New York, NY) and crossbred with wild-type (WT) C37Els
mice. The apolipoprotein CIIT transgenic colony has been kept
for 10 years at the ammal faclives of the Department of
Fhysiology and Biophysics at the Srate University of Campinas
(Campinas, Brazil). The experiments were approved by the uni-
versity's ethics committee and are in accordance with the
Guidelines for Handling and Traming of Laboratory Amimals
published by the University’s Federation for Animal Welfare.
Mice had access ro standard laboratory rodent chow (CRIL;
MNuwital, Colombo, Parand, Brazil} and warer ad libitum and
were housed ar 22°C = 2°Con a 1 2-hour light-dark cycle. Male
and female heterozygous apolipoprotein CII transgenic (HTG)
and nontransgenic (WT) littermartes, aged 4- 6 months, were
used in this study. Toral cholesterol and triglyceride (Chod-Pap;
Roche Diagnostc GmbH, Mannheim, Germany) and plasma
free fatty acad (Wako Chemical, Neuss, Germany) levels were
determined by enzymaric-colorimetric methods according to
the manufacturers’ instructions. Transgenic mice presented
fasting plasma triglyceride levels =300 mg/dL and WT mice
levels <100 mg/dL. Four groups (n = 12) of male and female
transgenic and WT mice had their body weight gain and food
ingestion followed up from weaning (30 days of age) to 6
months of age. Mice and ingested food were weighed 3 times a
week. Body weights were taken individually, whereas food in-
gestion was measured as the average consumed by 4 mice per
cage per day. Two groups of transgenic mice (n = &) were
treated with insulin or saline as previously described.** Briefly,
mice received daily subcutanecus injections of increasing doses
of NPH imsulin (0.14-1.63 U/30 g body wt, lolin; Eli Lilly,
Indianapolis, IN) or the same volume of saline solution for 7
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days. Two thirds of the dose was given at 8 pM and one third ar
& aM. To prevent hypoglycemia, these mice had free access to
sugar cubes in addition to the chow dier, and a 5% glucose
solution was the only drnking solution offered.

Isolation of M. Liver Mitachondria

Mirochondria were isolated by convenrional differential
centrifugation?? at 4°C. No differences between sexes of the
animals were noted in isolated mitochondral studies, so ana-
lyzed samples from male and female animals were pooled. A
liver homogenate was prepared in 250 mmol/L sucrose, 1
mmal/L ethylene glycol-bis(f-aminoethyl ether)-NN.N'.N'-ter-
raacetic acid (EGTA), 10 mmol/L HEPES buffer (pH 7.2), and
0.01% bovine serum albumin and centrifuged at 600y for 10
minutes. The supernarant was recentrifuged ar 7000z for 10
minutes. The pellet was washed in the same medium devoid of
bovine serum albumin and containing 0.1 mmaol/L EGTA. The
final mitachondrial peller was diluted in 250 mmeol/L sucrose
to a protein concentration of 60-80 mg/mL, measured using
the Biuret method and bovine serum albumin as the protein
standard. Tsolared mitochondria were kept over ice and used
within 90 minutes of preparation o ensure mitokqp acuviry.
Mitochondria isolated in this manner lose marrix K* and con-
tract due to low levels of this ion in the isolation buffer and
recover K+ when suspended in K*-rich buffers 22

Mitochondrial and Respivatory Rates

Oxygen consumption was measured using a tempera-
ture-controlled computer-mrerfaced Clark-type oxygen elec
trode from Hansarech Instruments Ld. (King's Lynn, Notfolk,
England) equipped with magnetic stirning at 28°C.

Mitochondrial Swelling

Mirochondrial swelling was estimated from the de-
crease in absorbance of the mitochondrial suspension measured
ar 520 nm using a remperature-controlled SLM Aminco DW
2000 spectrophotometer (SLM Instruments, Inc., Urbana, 1L)
equipped with continuous stirring at 37°C. Swelling rates of
freshly iselated mirechondria were measured soon after their
addition of K*-rich, hypesmotic buffers, This procedure allows
for a magnified measurement of K* uprake rates due to prior
K* depletion during rhe mitochondrial isolation procedure

Liver Respiratory Rates

Mouse livers were rapidly dissected and chopped into
1-mm cubes using a tissue chopper. Approximately 50-mg liver
samples were incubated in 1 mL Krebs-Henseleit solution
(37°C) conraining 10 mmol/L glucose. Oxygen consumption
was measured using a Clark-type electrode as described previ-
ously. The exact protein content of each homogenized tissue
sample was then derermined vsing the Biurer merthod, and
respiratory rates were calculared.

co; Preduction Rates In Vive

co; producrion in vivo was measured in a temperature-
monitored respirometer described by Calegario et al.2¢ Fed mice
weighing between 24 and 28 g were adapted to the respirometer
chamber rwice a day for S minures for 5 days. After the adap-
tation period, C0; expiration of each mouse was mornitored for
5 munutes once a day, between 9 aM and 11 an, for 5 consec-
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Body Temperature

Rectal temperatures were measured using a digital ther-
momerer (BD) Basic; Becton Dickinson and Company, Sao
Paulo, Brazil). Mice were adapred to rapid comfortable immo-
balization and rectal temperature measurements for § days,
berween 2 P and 3 pM. Measurements were then conducred for
5 days, during three 20-second periods. Average rectal temper-
atures for each animal during these measurements were then
derermined and compared.

Data Analysis

Data shown as traces are representative of ar lease 3
repetitions using different preparations, Other data are averages
= S5EM. Statistical analysis was performed using one-way anal-
ysis of variance comparisons (Figures 2-4) and analysis of
variance and Student ¢ tests {(with similar results; Figures 5 and
6) conducted using Origin 7.0 software (OringinLab Corp,
Northampron, MA), P = .05 was considered significant,

Results

Confirming previous results,™ we found that mito-
chondria isolated from livers of HTG mice present higher o
consumption rates than WT mitochondria when incubared
under basal conditions in which no oxidative phosphorylation
occurs (see representative traces i Figure 24 and averages in
Figure 2B). In our prior study,'® no increases in respiratory rates
under state 111 condinions, in which oxidative phosphorylation
is stimulated, were observed, indicating these changes are not
due to higher maximal respiratory capacity, Instead, we found
here that enhanced respiratory rates of HTG mitochondria were
significantly prevented by the presence of ATP (Figure 2). Fur-
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Figure 2. Enhanced rasting

respiration in HTG mitochondria
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thermore, the effects of ATP were reversed by the mitoKar
agonist diazoxide (DZX),*7 strongly suggesting that the increase
in respiration is due ro K* cyding stimulared by the activity of
this channel. Indeed, the DZX effect was complerely abrogared
by the mitoK, ¢ antagonist 5-hydroxydecancare (5-HI) 2% and
no differences in respiratory rates could be observed in media
devoid of K* salts. These results indicate that the increased
respiratory rates observed i HTG mitechondria are due to the
activity of mitoR, .

To directly assess if ATP-sensitve K* transport was en-
hanced in HTG compared to WT mitochondria, we measured
light scatrering changes in these suspensions. Mitochondria
lose K' during isolation, and the uptake of this ion during the
first few secends of incubation m K*-rich media is enthanced by
mitoK,m acrivity. Because K© uptake is accompanied by phos-
phate {as a counter-ion) and water, mitochondrial marrix swell-
ing occurs, with concomitant decreases in light scattering of the
suspension 2122 Swelling experiments are an important comple-
ment to the respiratory rate measurements conducted earlier,
because DZX is known to have protonophoric elfects and leads
to respiratory inhibition in mitochondria when used at toxic
concentrations.”” Because the inner membrane potential is a
driving force for K* uprake'* both respiratory inhibition and
protonophoric activity decrease mitochondrial swelling, while
mitol, p activation promoted by low doses of DZX enhances
swelling 2

We found that swelling in WT mitochondria was poorly
inthibired by ATP, indicating low levels of miroK,m activity (see
Figure 34 for typical traces and Figure 38 for average swelling
rates). On the other hand, swelling rates m HTG mitochondria
were significantly larger and prevenred by ATP. This difference
in swelling rares was only noted in media conraining K' ions.
Indeed, as expected for mitoK,p-mediated swelling, DZX re-
versed the ATP effect in a manner prevented by miroK,m
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Figure 3. HTG mitochondria A
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antagonists glibenclamide (glyburide [GLY]) and 5-HD. Based
on these fndings, we conclude that mitoKgrp activity is en-
hanced in the livers of HTG mice.

present in HTG mitochondria compared with WT. Because the
molecular identity of mitoK,r is a matter of debate, we com-
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pared levels of bound Auorescent GLY (BODIPY FL GLY; Mo-
lecular Probes, Bugene, OR) i isolated mitochondrial prepars-
rions.  This estimates the content of
mitochondnal sulfonylurea receptors, a component of mi-
toK i We found that the fluorescent GLY binding to HTG
mitochondria was significantly enhanced (110.4% &= 2.4% of
WT; P < .05), confirming that liver content of mitochondrial
sulfonylurea receptors is higher in HTG mice.

The acuvation of mitoK,re in HTG mice could be a conse-
quence of higher circularing or intracellular lipids. We showed
previously!® that fbrate reatment, which decreases plasma
rriglyceride levels and accelerares intracellular farty acid bera
oxidation, normalized mitochondrial respiration m these HTG
mice. To further check the specific role of intracellular free Farry
acid content, we treated HTG mice with mereasing doses of
msulin?® during a 7-day period, a protocol thar also decreases
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plasma lipid levels bur stimulates incracellular Farty acid syn-
thesis. Indeed, in vive insulin treatment reduced triglyceride
levels by 30% (340 = 56 vs 481 = 91 mg/dL, respectively, for
insulin- and saline-treated HTG mice; P < .05). However, insu-
lin did not correct higher resting respiration in HTG liver
mitochondria (224 = 2.5 vs 21.8 = 1.5 nmol oxygen. mg
protein™ . min~!, respectively, For insulin- and saline-treared
HTG mice). Thus, both fibrares and insulin corvecr plasmaric
rriglyceride levels bur present opposite effects on intracellular
farty acid merabolism, while fibrares, bur nor insulin, reverse
the respiratory mmcrements observed in these amumals As a
result, we conclude thar higher respirarory rares observed in
HTG mitochendria are related to changes i intracellular facty
acid merabolism observed in HTG mice but not enhanced
plasmaric lipid conrents.

Mild levels of uncoupling promored by enhanced mitoK,
expression and activity in mitochondria isolated from HTG
mice could result in changes in overall liver metabolism, To
check this possibility, we measured oxygen consumption in
liver fragments (Figure 4). HTG liver oxygen consumption rates
were about 16% grearer than rhose of WT livers, This increase is
lower than the 24% increase in resting respiratory rates observed
in mitochondria isolated from these livers (see Figure 2), prob-
ably because intact liver samples conduct oxidative phosphor-
ylarion and thus are not in resting state. The increment in
respiratory rates in intact livers could nonetheless be ascribed 1o
mitoK,p activity, becanse 5-HD injected 1 hour before liver
excision significantly decreased o, consumption only in HTG
liver fragments and made respiratory rates indistinguishable
from those of WT livers {Figure 4),

Because the liver has an important role in overall oxidative
metabolism and nonshivering thermogenesis,” we evaluated
whether HTG mice present different metabolic rates compared
with WT mice. As shown in Figure 54, body temperatures in
HTG mice were significantly augmented, a finding thar could
indicate a hypermetabolic state in these mice. Indeed, CO; pro-
ducrion rares by both female and male HTG mice were signif-
icantly higher than WT mice (Figure 5B).

If HTG mice present a higher metabolic rate, they should be
leaner or present higher food ingestion than W1 mice. Thus, we
followed up body weight gain and food ingestion in these mice
from weaning up to 6 months of age. As shown in Figure &,
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although body weight gain along time is similar, the amount of
food ingested is significantly grearer for female and male HTG
than WT mice and efficiency of the conversion of ingested food
is reduced in HTG mice, especially in HTG female mice, con-
firming higher energy dissipation in HTG mice.

Discussion

Recently, much attention has been focused on correla-
tions between changes in mitochondrial energy metabolism and
pathelogic conditions found in metabelic disorders, Altered
mirtochondrial energy metabolism has been shown to be both
cause and consequence of these conditions. For example, a
murtarion in mitochondrial DNA encoding a rransfer RNA
causes maternally mherited hypomagnesemia, hypertension,
and hypercholesrerolemia.®! Cerrain mitochondrial DNA poly-
morphisms are related to insulin resistance and can be predic-
tors of the development of diabetes.” Furthermore, UCP ex-
pression has been shown to change not only in diaberes®!” bur
also with altered dietary and metabolic conditions, These
changes may be related to body mass index,” insulin resis-
tance,!'? or crculating free fatty acids® Although UCP activity
mediares energy dissipation, favoring a catabolic state, the ef-
fect of UCPs on the control of body weight is uncertain. While
mice overexpressing human UCP3 in skeletal muscle are hy-
perphagic and lean,** knockout mice in which UCP3 is absent
are not obese 440

We found rthar normal-weight, glucose-tolerant, and HTG
mice present enhanced liver mirochondrial inner membrane
proton conductance (Figure 2 and Alberici er al'®). However, we
could not find evidence that this uncoupling was related to
UCP activity,'® Thus, to explain the uncoupling observed in
HTG mice, we focused our attention on another regulated
mitechondrial uncoupling pathway: the concerred activity of
mitoKre and the K'/H' exchanger (see Figure 1). Porassium
uptake into the mitechendrial marrix through mitoKsrp chan-
nels is accompanied by phosphare and warter, resulting in ma-
trix swelling. This swelling activates K'/H* antiporters,'” and
the ner result is the entrance of a proton for every K* ex-
changed, resulting in uncoupling.

Using 3 different techniques, mitochondrial oxygen con-
sumption measurements (Figure 1), light scattering estimates
of mitochondrial swelling (Figure 2}, and binding to fluorescent
GLY (dara in rext), we found that mitoK e activity and expres-
sion is augmented in the livers of HTG mice. This enhanced
mitoK g activity increases mitochondrial respiratory rates un-
der nonphosphorylating conditions (Figure 2) and enhances K*
uptake and marrix volumes relative to control mirochondria
(Figure 3), Indeed, these respiratory and volume effects are
inthibired by miroK,p antagonists ATP, GLY, and 5-HD (Fig-
ures 2 and 3). The lack of observable uncoupling and swelling
in HTG relative to WT mitochondria in media devoid of K*
ions (Figure 2) provides unequivocal evidence thar this effect
occurs secondarily to enhanced K¥ cycling,

Tt should be noted that, due to reports from both our group
and others2228.34.57 (see Facundo er al2¢ for a crivical review) of
toxic effects of drugs such as DZX, 5-HD, and GLY rhar are
unrefated to mitoK,rp activity, we conducted extensive control
experiments Lo ensure our results were not attributable to these
toxic effects, These controls include avoiding the use of GLY in
respiratory experiments (due to its inhibitory effect at low
doses*®), experiments using only the physiologic mitoK, in-
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hibitor ATP, experiments conducted in the absence of K* salts,
comparisons between respiration and swelling elfects, and the
use of low drug doses, previously shown not to cause changes in
inner membrane potentials under conditions similar to ours2?
Indeed, toxic effects of 5-HD and GLY inn our isolated miro-
chondrial studies are unlikely because their effects were state
dependent®® and not observed in the absence of ATP and DZX
{results not shown). Furthermore, toxic effects of DZX (which
indude respiratory inhibition and protonophornic effects) can-
not lead to mitochondrial swelling or alrerations in swelling
and respiration exclusively in HTG animals, Finally, our results
are not observable in media devord of K', confirming they are
related to a selective K* transport pathway thar promotes
swelling and increases respiration, such as mitoK .

In addition to presenring increased respirarory rates in iso-
lated mitochendria, HTG mice display enhanced oxygen con-
sumption rates in mtact liver tissue in 4 manner prevented by
prior in vivo intraperitoneal administration of the miroKum
antagonist 5-HD (Figure 4). Furthermore, HTG mice present
elevared overall merabolic rates, as artested by increased bady
remperarure, CO; release (Figure 5), and food ingestion (Figure
6). These results suggest thar the enhanced acrivity of mitoK,m
observed in HTG livers may have important overall whole bady

metabolic consequences. Unfortunately, we were unable o di-

rectly test this hyporhesis due o the muliple systemic effecrs of

mitaK,mp antagonises unrelated ro the acrivity of this channel
However, we were able to address the probable cause of these
changes. Intracellular availability of Fatty acids is likely impli-
cated in this adaptative phenomenon, because higher resting
regpiration in HTG mice was corrected by acuvavon of fatty
acid beta oxmdadon promoted by fibrate treatment'® but not by
Farty acid oxidation suppression promoted by insulin. While
both fibrates and insulin correct hyperlipidemia, they have
opposite effects on intracellular facry acid metabelism. The lack
of an insulin effect in mitochondrial K*-dependent uncoupling
differs from previously described mitochondral alterations
found in diabetes, obesity, and the merabolic syndrome, often
attributed directly to hypernsulmemia or msulin resistance,® %12

In concusion, we found clear evidence that hyperlipidemia
increases mitoK,rp expression and activity. We propose thar
changes in miroK,p activity represent an adapration thar al-
lows HTG mice to oxidize excess intracellular free fatty acids.
This suggests that mitoK, s, in addition o UCPs, is involved in
the control of the energy metabolism and body weight.
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