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Além de essencial na respiracdo celular, a mitocondria é considerada uma
organela de papel fundamental em processos de sinalizacdo e morte celular. A
geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) pela mitocdndria podem ser consequéncia destes processos
de sinalizagao tanto em condigdes fisioldgicas quanto em patologias, tais como
a dislipidemia e cancer. A transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) é
um tipo de permeabilizacdo ndo-seletiva da membrana mitocondrial interna que
permite a passagem de moléculas de até 1,5 KDa, causando dissipacdao do
potencial eletroquimico de H* e inchamento da organela. O termo transigao é
usado porque a permeabilizacdo pode ser parcialmente revertida, logo apds o
inicio do processo, pela adicdo de quelantes de Ca?* como o EGTA, por
exemplo, ou redutores tidlicos. A oxidacao de grupamentos tidlicos promove
a TPM. Os experimentos apresentados nesta tese indicam o composto 2-(4-
Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (cPTIO)
caracteriza-se como um inibidor da TPM. As pequenas alteracdes observadas
em relacédo a respiracao e fosforilagdo oxidativa ndo se correlacionam com a
abertura do PTP, pelo menos com base na literatura corrente. Em outras
palavras, a presenca de cPTIO diminuiu os niveis de NO’ mitocondrial e
desviou a reacao deste composto com o anion superdxido diminuindo a
producdo de peroxinitrito, provavel indutor de abertura do PTP nestas

condigbes experimentais.
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In addition to be the site of cellular respiration, the mitochondrion has important
role in cell signaling for cell physiology and death. The generation of reactive
oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) by
the mitochondrion can participate in cellular signaling both in physiological and
pathological conditions, such as dyslipidemia and cancer. The Mitochondrial
Permeability Transition (MPT) is a non-selective inner membrane
permeabilization that enables free passage of molecules up to 1.5
kDa, dissipating the H* electrochemical gradient and the organelle's swelling.
The term transition is applied because the permeabilization can be partially
reverted, right after the beginning of the process, by chelating
extramitochondrial Ca®* with EGTA, for example, or by using thiol reducers. The
oxidation of membrane protein thiols leads to MPT. The experiments shown in
this thesis indicate that the compound 2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-
tetramethylimidazoline-l-oxyl-3-oxide (cPTIO) has proven to be a strong inhibitor
agent of the MPT. The small changes observed in relation to respiration and
oxidative phosphorylation did not correlate with the opening of PTP, at least on
the basis of the current literature. In other words, the presence of cPTIO
decreased levels of NO" and mitochondrial diverted reaction of this compound
with superoxide anion decreasing production of peroxynitrite, likely inducing

PTP opening under these experimental conditions.
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Bioenergética mitocondrial

As mitocéndrias estdo presentes em quase todas as células eucaridticas
vegetais e animais. Sdo organelas intracelulares responsaveis pela conversao
de energia de Oxido-reducdo em energia eletroquimica necessaria para 0s
processos celulares (Nicholls e Ferguson, 2002). Este processo de conversao
de energia de Oxido-reducdo 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 sintetase localizados na

membrana mitocondrial interna (MMI).

Cadeia Respiratoria

Com base nos estudos realizados por (Mitchell, 1961) sabe-se que a
reducédo de oxigénio (O2) a agua (H20) pela cadeia respiratéria gera potencial
eletroquimico de protons entre o meio interno (matriz mitocondrial) e o espaco
intermembranas, que fornece a energia necessaria para a fosforilagdo do ADP.
A mitocondria além de ser uma fonte geradora de ATP, também tem um
controle importante sobre a morte celular, com a liberagdo de fatores indutores
de apoptose e citocromo ¢, que podem desencadear apoptose (Skulachev,
1998).

Quando os elétrons passam através da sequéncia de intermediarios
redox da cadeia respiratéria, ocorre uma ejecdo de H* da matriz mitocondrial
ao espaco intermembranas, contra um gradiente de concentracdo. Durante
este processo é gerado um gradiente de H* ou gradiente eletroquimico, entre a
matriz e 0 espaco intermembranas. A formacéo deste potencial eletroquimico
transmembranico é o elemento inicial do acoplamento entre a oxidacdo de
substratos e a geracao de energia quimica. O componente elétrico (A¥) deste
potencial atinge valores de aproximadamente -180 mV no estado de repouso, e
pelo componente quimico (ApH) oscilando de 0 até 1 unidade de pH. A ATP
sintetase é constituida de duas regides distintas denominadas F1, soluvel e
localizada na matriz mitocondrial e regido FO, hidrofébica e inserida na
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membrana mitocondrial interna. O fluxo de H* do espaco intermembranas de
volta a matriz através das subunidades FOF1 da ATP sintetase, desta vez a
favor do gradiente, permite a reacao de fosforilacdo do ADP.

A cadeia respiratoria contém quatro complexos proteicos (Complexo |, I,
lll e IV) localizados na crista interna da mitocéndria que faz a transferéncia de
elétrons entre a transferéncia de elétrons das coenzimas NADH e FADH, para
0 oxigénio que € o aceptor final. Neste processo os elétrons sdo transferidos
bombeados através dos complexos I, Ill e IV, gerando entdo um gradiente
eletroquimico de prétons que é usado na sintese de ATP.

Elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH;, reduzidas
durante a oxidacdo de carboidratos, aminoacidos e acidos graxos, sao
transferidos a NADH desidrogenase (componente do complexo I). O complexo |
transfere seus elétrons a forma oxidada da coenzima Q (UQ), gerando a forma
reduzida desta coenzima (UQH,). Elétrons originados a partir do succinato
passam para a UQ através do complexo Il, resultando também na reducéo da
coenzima Q. Outros substratos passam elétrons para a cadeia respiratéria
diretamente no nivel da ubiquinona. O primeiro passo na oxidagcdo do acil-CoA
graxo é catalisado pela flavoproteina acil-CoA desidrogenase, e envolve a
transferéncia de elétrons do substrato para a FAD desidrogenase, e em
seguida para a flavoproteina transferidora de elétrons (ETF), e finalmente para
ETF ubiquinona oxidoredutase. Essa enzima transfere elétrons para dentro da
cadeia respiratoria pela ubiquinona reduzida. No musculo esquelético e no
cérebro, o glicerol 3-fosfato formado a partir do glicerol liberado de triacilglicerol
ou da diidroxicetona fosfato, € oxidado pela glicerol fosfato desidrogenase.
Essa enzima é localizada na face externa da membrana mitocondrial interna,
sendo mais um canal de elétrons para a cadeia respiratdria por reduzir a
ubigquinona. O UQH> é entdo desprotonada, resultando na formacéo da espécie
anidénica semiquinona (UQH-), a forma que doa elétrons ao citocromo c.
Existem dois conjuntos de UQH-, um na face citoplasmatica e outro na face
matricial da membrana mitocondrial interna, que quando oxidadas regeneram
UQ e doam elétrons para o citocromo c. Esse transfere elétrons a citocromo ¢
oxidase (complexo V), responsavel pela transferéncia final de elétrons para o
oxigénio, resultando na geracao de agua (Nicholls e Ferguson, 2002).
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A geracao do gradiente eletroquimico transmembranico de prétons é um
elemento central no aproveitamento de energia em sistemas biolégicos.
Evolutivamente, este mecanismo é fundamental, sendo usado tanto na
fosforilagao oxidativa em mitocondrias quanto na fotossintese em cloroplastos.
Além disso, este gradiente pode ser usado diretamente para processos
enderg6nicos sem a participacdo de ATP. Sao exemplos desse mecanismo de
acoplamento direto as trocas eletroforéticas de ATP* por ADP*, a reducgéo de
NAD(P)* pela transidrogenase especifica e a captacdo eletroforética de Ca®*
(transportando duas cargas positivas para o interior da mitocéndria) (Nicholls e
Ferguson, 2002).

Espago ™
mtermembrana

+ : }
o "
; = &
‘e ; 4
o
e :
NADH NAD' ( 3 Fo )6 ol
o J e SN
\\ Fl ::.\ ‘I A
ATP =By "
]'_'[-—
Matniz

Figura 1: Cadeia respiratoria e teoria quimiosmotica. Os elétrons do NADH e de outros
substratos oxidaveis passam através de uma cadeia de transportadores arranjados
assimetricamente na membrana. O fluxo de elétrons é acompanhado pela transferéncia de
prétons através da membrana mitocondrial, produzindo tanto um gradiente quimico (ApH)
quanto elétrico (AW). A membrana mitocondrial interna € impermeavel aos protons, os quais
podem reentrar na matriz através de canais especificos de prétons (F0). A forga préton-motora
que impulsiona os protons de volta para a matriz fornece a energia para a sintese do ATP,
catalisada pelo complexo F1 associado com F0. Modificado de Lehninger (2004).
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Geracao de Oxigénio reativo pela mitocéndria, sistema
antioxidante e transicao de permeabilidade mitocondrial.

A mitocébndria continuamente gera EROs pela cadeia respiratéria
mitocondrial (Boveris e Chance, 1973; Turrens, 1997; Kowaltowski et al., 1999)
ou produzidas através do metabolismo de compostos enddgenos, como o acido
5-aminolevulinico, um precursor heme, ou xenobiético (Hermes-Lima et al.,
1995).

A mitocdndria por gerar 02" em um processo continuo e fisiolégico,
porém possui um sistema antioxidante, composto por enzimas tidlicas,
superoxido dismutase dependente de manganés (MnSOD), Catalase,
peroxirredoina e glutationa, NADPH, e antioxidante ndo enzimatico como a
vitaminas E e C (Sutton e Winterbourn, 1989; Halliwell e Gutteidge, 1997; Netto
et al., 2002) (Figura 2).

ions de Ca?* parecem ser uns dos principais estimuladores da geracdo
de EROs em mitocondrias (Kowaltowski et al., 1999). lons de Ca*
provavelmente se ligam a cardiolipina na face interna da MMI causando
alteracbes em proteinas da cadeia respiratéria que facilita a producao de
radical anion superéxido (027) que é consequentemente dismutado pela
superoxido dismutase gerando H.O» (Grijalba et al., 1999). Simultaneamente, o
Ca®* mobiliza Fe** na matriz mitocondrial que estimula a reacdo de Fenton e a
produgcdo do radical Hidroxil (OH’) (Ferreiro-Barros, 2008) atacando
consequentemente tidis de proteinas, lipidios e DNA mitocondrial (Merryfield e
Lardy, 1982; Castilho et al., 1995; Vercesi et al., 1997).

Algumas fisiopatologias como cancer, envelhecimento, morte celular por
apoptose e necrose e inflamacéo estdo associadas a um aumento de EROs
principalmente pelas mitocéndrias (Halliwell e Gutteridge, 1997; Green e Reed,
1998; Kowaltowski et al., 1999; Lemasters, 1999).

Devido ao aumento da geracdo de EROs, como a exposicdo da
mitocondria & agentes pré-oxidantes ou altas concentragées de Ca?*, pode
levar a uma permeabilizagdo progressiva da MMI, que permitindo a passagem
de proétons, ions, suporte osmoético e até mesmo de pequenas proteinas
(Vercesi et al., 1997). Este processo € denominado de transicdo de
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permeabilidade mitocondrial (TPM). A TPM é um tipo de permeabilizacdo nao-
seletiva da MMI tipicamente promovida por estresse oxidativo e acumulo
excessivo de fons de Ca?* na matriz mitocondrial, num processo que pode ser
estimulado ou inibido por uma variedade de compostos ou condigdes (Zoratti e
Szabo, 1995; Lemasters, 1998; Crompton, 1999; Kowaltowski et al., 2001;
Gunter et al., 2004; Vercesi et al., 2006; Saito e Castilho, 2010). O processo de
TPM, a permeabilizacao da MMI resulta em perda de componentes da matriz
mitocondrial, comprometimento da fungdo mitocondrial e inchamento da
organela, com consequente ruptura da membrana mitocondrial externa e
liberacdo de proteinas para o espaco intermembranas (Zoratti e Szabo, 1995;
Lemasters, 1998; Crompton, 1999; Kowaltowski et al., 2001; Green e Kroemer,
2004). Dados da literatura indicam que a abertura do poro pode sinalizar para
dois processo de morte celular, tanto para necrose, por falta de ATP, quanto
por apoptose, através da liberacao de fatores pro-apoptéticos para o citosol
(Skulachev, 1998; Kowaltowski et al., 1999). O termo transicao € usado porque
a permeabilizacdo pode ser parcialmente revertida, logo ap6s o inicio do
processo, pela adicdo de quelantes de Ca** (Hunter e Haworth, 1979) como o
EGTA, por exemplo, ou redutores tidlicos (Fagian et al., 1990).

A identidade das reais proteinas formadoras do poro de PTP é ainda
bem discutida na literatura, uma vez que elas parecem ser chave importante na
sua formacgédo (Halestrap, 2009; Ramachandran et al., 2010), mas pode
envolver VDAC (Canal anibnico voltagem dependente) através da (MME)
membrana mitocondrial externa, e ANT (Translocador de Nucleotideos de
adenina) através do MMI. Em contraste, a prolil isomerase CypD da matriz
mitocondrial € essencial na regulacdo da abertura do poro de PTP, e é a unica
geneticamente comprovada indispensavel componente do PTP (Crompton et
al., 1988; Kroemer et al., 2007; Eliseev, 2007).

Lehninger et al., (1978) demonstraram que a oxidacao dos nucleotideos
de piridina mitocondriais (NAD(P)H) causavam abertura do poro de TPM e que
sua redugdo causava seu fechamento. Como o estado redox do (NAD(P)H)
esta intimamente relacionado com o estado redox da glutationa (GSH) e de
grupos tidlicos mitocondriais, aventou-se a hipétese de que a TPM estaria
associada também ao estado redox de grupos da membrana mitocondrial
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interna; fato comprovado por (Fagian et al., 1990). Assim, redutores tidlicos
como ditiotreitol protegem contra a TPM (Valle et al., 1993), enquanto que
oxidantes tidlicos como a diamida, DIDS (4,4’-diisotiocianatostilbene-2,2’-
dissulfénico) e o oxido de fernilasina promovem a TPM (Fagian et al., 1990;
Bernardes et al., 1994; Kowaltowski et al., 1996). Os oxidantes e redutores
tiblicos podem regular a TPM pelo controle do estado redox da glutationa
mitocondrial ou pelas mudancas diretas no estado redox dos tidis das proteinas

que formam o poro de TPM (Kowaltowski et al., 2001).
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Figura 2: Este modelo foi proposto para explicar a formacdo do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial induzida por ions de Ca®* e EROs. Acumulo de EROs mitocondrial
causa TPM. A cadeia respiratoria, inserida na membrana mitocondrial interna, constantemente
gera pequenas quantidades de radical O, . Estes radicais sdo normalmente removidos por uma
SOD dependente de Manganés (MnSOD), que promove a geragao de H,O,. O H,O, é entédo
reduzido a H,O pela glutationa peroxidase (GP,), peroxirredoxina (Prx) ou catalase (em
mitocondria de coragdo). Glutationa (GsH), oxidado pela (GP,), e (TSH), oxidado pela (TP,),
sao recuperados pelo sistema enzimatico glutationa e tioredoxina redutase (GR e TR), que
utiizam NADPH como doador de elétrons. NADH, que esta presente em quantidades
reguladas pela respiragéo, reduz entdo NADP* usando NAD(P) transidrogenase (TH). Quando
a geragao de O,” aumenta na presenca de Ca** e Pi, e/ou 0s mecanismos de remogéo de H,O,
estio inativados, o H,O, acumula-se na presenca de Fe**, gerando radical OH™ que é altamente
reativo. OH" oxida grupos tidlicos (-SH) da membrana mitocondrial interna, levando a formagao

e abertura do Poro. Alternativamente, OH pode promover permeabilizacdo da membrana
através da peroxidacéo lipidica, um processo fortemente estimulado por Pi (Kowaltowski et al.,
2001).
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A TPM pode ser induzida pela geracao de ERNs

O peroxinitrito € uma ERN de meia-vida curta (cerca de 10 ms), que
promove nitragao da tirosina e S-nitrosilagao, reagindo com transferidores de
elétrons e glutationa (Radi et al. et al., 2002).

O anion peroxinitrito € formado pelo controle da difusdo da reagcédo de
radical superoxido e 6xido nitrico (K Ca 1x10'® M (Ferrer-Sueta e Radi, 2009)
juntamente com um acido conjugado (ONOO’) (Pka= 6.8), representa uma
potente oxidacdo e nitracdo de espécies formadas in vivo. Peroxinitrito é
tipicamente formado préximo aos sitios de geracao de O,7, e, portanto, as
mitocéndrias foram reconhecidas por serem as principais fontes constitutivas
intracelulares (Radi et al., 2002). De fato, a formacéo e acao do peroxinitrito na
mitocondria € favorecida pelas principais caracteristicas dessa organela no
metabolismo redox e bioenergético (reviewed in (Castro et al., 2011; Valez et
al., 2012). Primeiro, a cadeia transportadora de elétrons (principalmente pelos
complexos | e lll) representa a principal fontes de O;", especialmente durante
alteracées na homeostase e funcao mitocondrial, e também pela chegada de
oxido nitrico a partir de compartimentos por difusdo (Cassina e Radi, 1996) ou
pela geragdo dentro da mitocondria (Giulivi et al., 1998) facilitando a
combinacao da reacdo com superoxido no interior da membrana para produzir

peroxinitrito in situ.
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Figura 3: Formagdo de ONOOQO™ em sistemas bioldgicos. Nos sistemas bioldgicos a difusdo do

NO' e O," pelas vias de dismutagdo competem com a formagdo do peroxinitrito e previne o
acumulo dos radicais quando seus fluxos relativos sao diferentes (Quijano e Romero, 2005).

Mesmo sob a condicéo fisiolégica basal, as mitocondrias contém o maior
rendimento de proteina nitradas, ressaltando sua contribuicdo intracelular de

fontes de peroxinitrito e espécies nitradas (Sacksteder et al., 2006).

A interagdo de peroxinitrito com proteinas mitocondriais e lipidios, em
niveis elevados causam dano oxidativo (Radi et al. 2002; Valez et al. 2012). Em
particular, a interagao de peroxinitrito com compostos no interior da membrana
mitocondrial, produz forte inibicdo do consumo de oxigénio dependente dos
complexos | e Il (Cassina e Radi. 1996; Radi et al. 1994).

A inativacdo do complexo | esta associada com a oxidacao de tibis, S-
nitrosilacao e nitracéo de residuos especificos de tirosina (Murray et al., 2003;
Clementi et al., 1998). A inativacdo do complexo Il pode também envolver a

22) (Quijano et al.,

oxidagao de tidis criticos na subunidade A da Cisteina (Cys
2006). O peroxinitrito também afeta a ATP sintase (Cassina e Radi, 1996; Radi
et al., 1994) possivelmente via modificagdes oxidativa dos residuos da
(subunidade B F1 da Tyr*®®) e tidis que estdo envolvidos na interacdo com

FOF1 (Kagawa, 1984).
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O peroxinitrito pode também reagir com CO,, presente em grandes
quantidades no meio intracelular, gerando o radical carbonato, que é também
muito reativo (Bonini et al. et al., 1999). Em condigcbes experimentais o
peroxinitrito causa lesbdes estruturais e funcionais na mitocdndria por um
mecanismo independente de fons de Ca?*, através da peroxidacéo lipidica e
oxidacao de grupos tidlicos (Gadelha et al., 1997; Ghafourifar et al., 1999;
Castro et al., 2011).

A interacdo de peroxinitrito com a cadeia transportadora de elétrons
resulta em alteragao do fluxo do transporte de elétrons, inibicdo do consumo de
oxigénio e da ATPsintase e aumento da geracdo de O, (Radi et al., 1994;
Quijano, 2006).

Oxido Nitrico

Recente dados in vivo indicaram que o NO' desempenha um papel na
regulacao do fendtipo metabdlico celular (Nisoli et al., 2003; Lira et al., 2010) e
transducgéo de energia na mitocéndria (Palacios-Callender et al., 2004; Nisoli et
al., 2004).

O NO' é um radical livre gasoso, produto da enzima 6éxido nitrico sintase
(NOS) a partir da oxidacao do nitrogénio da guanidina terminal da L-arginina
formando NO® e L-citrulina (Figura 4). Exceto a iINOS, sendo sua reacao
dependente de Ca** e requer FAD, FMN, BH4, Heme e Calmodulina (Alderton
et al., 2001; Brookes, 2004; Venkatakrishnan et al., 2009; Venkatakrishnan et
al., 2010.

Admite-se a existéncia da eNOS (endotelial), da nNOS (neuronal) e da
INOS (indutivel), com estruturas genémicas semelhantes. As duas primeiras
possuem atividade constitutiva, enquanto a NO sintase indutivel pode ser
estimulada por citocinas e endotoxinas (Naseem, 2005). As enzimas destas
familias se associam em dimeros ativos, envolvendo uma grande interface de
sitios de ligagdo com outras moléculas, como tetrabiopterina (BH4), flavina
adenina dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN), NADPH, entre
outros co-fatores (Alderton et al., 2001).
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Figura 4: Reacdo de formacdo de NO'. Esquema ilustrativo da formagdo do 6xido nitrico a

partir do metabolismo da Arginina pela ativagdo da enzima Oxido Nitrico Sintase (adaptado por
Lehninger, 2002).

Nos ultimos anos alguns trabalhos (Alderton et al., 2001; Giulivi et
al., 1998; Navarro e Boveris, 2008) indicaram a existéncia de uma quarta NOS,
a miNOS (()xido nitrico sintase mitocondrial), com base em evidencias
citoquimicas e imunocitoquimicas que mostram associa¢oes de anticorpos para
NOS com a membrana mitocondrial interna. Mais recentemente foram
mostrados indicios de sintese de NO' na mitocéndria de figado de rato, e de
efeitos funcionais desta sintese na respiracao (Giulivi et al., 1998). Estes
achados, no entanto, tem sido questionados por (Lacza et al., 2006; Brookes,
2004), que criticam a metodologia utilizada. Discute-se ainda a possibilidade da
reacdo imunocitoquimica evidenciar uma ligacdo da iINOS com a membrana
interna, contrariando a possivel existéncia de uma mtNOS (Eissa et al., 1996).

O NO’ é considerado um mensageiro intra e intercelular ubiquito
envolvido na regulacdo de diversos processos fisioldégicos tais como
neurotransmissao, resposta imune e ciclo celular (Ignarro, 1999; Moncada e
Bolanos, 2006). Com relagdo a homeostase vascular, este radical tem agdes
pleiotrépicas, como por exemplo, controle do tébnus vascular e pressao
sanguinea (vasodilatacdo e antagonismo de vasoconstritores), repressao de

resposta inflamatéria (inibicdo de adesao de leucécitos), inibicdo de coagulacéo
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(inibicdo da agregacao plaquetaria), inibicdo de proliferacdo de células
musculares lisas (Schulman et al., 2005; Duvall, 2005). Um exemplo bem
caracterizado da funcado do NO’ produzido na célula endotelial é a ativagdo da
guanilato ciclase na célula muscular lisa do vaso através de sua ligagdo no
grupamento heme desta enzima, promovendo relaxamento vascular (Stamler et
al., 1992)

O NO' tem agbes relacionadas a homeostase vascular dependente do
endotélio, como controle do tbnus vascular e pressao sanguinea (vasodilatagao
e antagonista de vasoconstritores), repressédo da resposta infamatoria (inibe a
adesao de leucécitos), inibicdo da coagulacado (por inibir a agregacao
plaquetaria) e inibicdo da proliferacdo de células lisas (Schulman et al., 2005;
Duvall, 2005). A mitocéndria é considerada um verdadeiro “dreno” intracelular
de NO', principalmente devido ao seu elevado teor de tidis, alvo da agao de
oxidante do NO'.

O NO’ pode diminuir a respiragdo mitocondrial e a sintese de ATP em
uma variedade de sistemas biolégicos experimentais (Brown e Cooper, 1994;
Cleeter et al., 1994; Giulivi, 1998; Sarti et al., 2000; Brown, 2007) por inibigcdo
competitiva da citocromo oxidase (complexo 1V), que catalisa a transferéncia de
elétrons do citocromo c¢ reduzido para oxigénio molecular (Stiburek et al.,
2006).

O efeito pré- ou anti- apoptético do NO' na mitocondria depende de sua
concentragdo. Sabe-se que altas concentragbes de NO' e seus derivados
podem promover a TPM, através de um mecanismo Ca?* dependente,
provavelmente pela nitragcdo ou nitrosilagdo de proteinas mitocondriais
(Borutaite et al., 2000). Por outro lado, baixas concentracdes de NO°
(considerando a quantidade fisioldégica produzida), protegem contra a abertura
do PTP (Brookes et al., 2000).

Trabalho de Leite et al., (2010) demonstrou a participacdo do éxido
nitrico na funcéo mitocondrial. Inibidores da (NOS) administrados in vitro ou in
vivo, induzem TPM em mitocéndrias de rato controle, via mecanismo
independente do estado energético dessa organela. A TPM induzida por L-
NAME, além de ser sensivel & ciclosporina A, também foi sensivel ao Mg?*,
ATP, EGTA, e em menor grau, a catalase e ao ditiotritol. A inducédo da TPM por
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L-NAME foi associada a uma significante diminuicdo em ambos, na geracao de
NO’ e no conteldo de S-nitrosotidis de proteinas das mitocondrias. O
tratamento in vivo com L-NAME também promoveu a TPM e diminuiu a
quantidade de S-nitrosotidis de proteinas mitocondriais. SNAP (um doador de
NO’) preveniu a TPM induzida pelo L-NAME e reverteu a diminuigdo da
geracdo de NO' e do contelido de S-nitrosotiéis de proteinas de membrana.
Este trabalho sugere que a S-nitrosacao de tidis criticos de membrana pelo NO*
protege as mitocondrias contra a TPM, e consequentemente contra morte
celular.

Outros metabdlitos do NO' sdo os S-nitrosotidis (SNO), encontrados
extra e intracelularmente, formados a partir da incorporacdo do NO’ no grupo
tiol de uma cisteina. Esta reacao denominada S-nitrosag¢do (ou S-nitrosilacao,
segundo (Stamler et al., 1992) geralmente causa modificagdes fisioldégicas na
atividade de diversas proteinas. Nas ultimas décadas, o numero de trabalhos
sobre S-nitrosagdo de proteinas cresceu muito, revelando a relevancia dos
sitios tidlicos regulatério em diversas classes de proteinas (para revisdao ver
(Hess et al., 2005). Trabalhos recentes demonstraram que a S-nitrosagéo
participa diretamente da regulacdo de numerosas vias de sinalizagdo nos
sistemas celulares intactos (Jaffrey et al., 2001; De Jesus-Berrios et al., 20083;
Liu et al., 2004. Em geral, as fontes de NO- para a geragao de nitrotiéis (SNO)
podem ser o préprio NO', o nitrito, outras espécies derivadas de NO’, NO’
complexado a metais, ou outros SNO (Foster et al., 2003). Entretanto, um
mecanismo enzimatico especifico para S-nitrosacdo das proteinas ainda nao
foi descrito, embora varias enzimas sejam conhecidas por promover reagdes
de S-nitrosacdo e transnitrosacao, incluindo a SOD, ceruloplasmina, e S-
nitrosoglutationa redutase, além da prépria NOS (auto S-nitrosacéo) (Hess et
al., 2005). Metais de transicdo ligados a proteinas, em particular o Cu?* ou o
Fe?*, nas proximidades de um tiol alvo, podem catalisar a reacdo de
transnitrosacéo, (Stubauer et al., 1999; Romeo et al., 2002). A denitrosagéo de
diversos  substratos pode ser mediada pela @ glutationa e
tiorredoxinadxidoredutase (TRx) (Patel et al., 1996; Ravi et al., 2004).

Devido a dificuldade de caracterizagdo da atividade da NOS e do NO', a
maioria dos estudos para avaliar a biologia do NO™ é feita utilizando-se
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inibidores da NOS (Giriffith e Kilbourn, 1996) ou doadores e sequestradores de
NO’ (Brookes, 2004).

Como exemplo, o sequestro de NO' pelos PTIOs (2-phenyl-4,4,5,5-
tetramethylimidazoline-1-oxy 3 oxide) promove inibicdo do fator de relaxamento
derivado do endotélio (EDRF) em ensaios in vitro (Akaike et al., 1993),
causando alteracdes no ciclo celular, estresse oxidativo e apoptose em células
pulmonares (Janssen et al., 1998).

Diante das evidencias aqui expostas, neste trabalho, propomos estudar
os mecanismos pelos quais o sequestrador de NO' cPTIO atua sobre a
integridade mitocondrial, visto que a protecao da transicao de permeabilidade
mitocondrial causada por tais sequestradores pode inibir a morte celular
(Skulachev, 1998). Tais estudos foram realizados em mitocondrias de coracao
e figado, a fim de evidenciar diferentes respostas mitocondriais ao sequestro
de NO'.

*NO *NO2
Me P- \ j
+
@coon @mm{
N' No
ME 0
Carboxy-PTIO Carboxy-PTIl

Figura 5: Reacéo de cPTIO com NO'.
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Objetivos
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OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho foi analisar a participagdo de um sequestrador
de oxido nitrico (cPTIO) sobre a transicdo de permeabilidade de membrana

mitocondrial.

Objetivos Especificos:

Estudar o efeito de cPTIO sobre: Potencial de membrana mitocondrial
interna na presenga e auséncia de ions de calcio, respiragdo em mitocondrias

isoladas de coracao e figado, producédo de espécies reativas de oxigénio por
mitocondrias isoladas.
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MATERIAIS E METODOS
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Reagentes

Os reagentes empregados nos experimentos com mitocondrias isoladas

foram adquiridos da Sigma Chemical Company, EUA.

A solucao estoque (0,5 M) de coquetel de substratos para complexo |
continha malato 0,68 M, a-cetoglutarato 0,34 M, piruvato 0,34 M e glutamato
0,34 M.

Animais

Para os experimentos com mitocdndrias isoladas, utilizamos figado e
coragdo de ratos machos, adultos com 60 a 90 dias, da linhagem Wistar,
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica (CEMIB),
da UNICAMP.

Isolamento de mitocéndria de figado de rato

Mitocondrias foram isoladas de figado de ratos utilizando-se a técnica de
centrifugacao diferencial, segundo (Schneider, 1950). O Figado foi retirado
apds a morte por deslocamento cervical, lavado em solucao de sacarose 250
mM contendo tampéo HEPES 10 mM pH 7,2 e EGTA 0,5 mM, picado com
tesoura e homogeneizado em homogeneizador do tipo dounce.tg O material
obtido foi centrifugado a 800xg por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi
centrifugado durante 10 minutos a 7750xg sendo a fase lipidica superior
retirada com pipeta Pasteur. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em meio contendo sacarose 250 mM, HEPES 5 mM pH 7,2 e
EGTA 0,3 mM e novamente centrifugado a 7750xg. A fracdo mitocondrial
(sedimento) foi ressuspensa na mesma solucdo, porém isenta de EGTA, para

uma concentragéo de proteina aproximada de 50 mg de proteina por mL.
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Isolamento de mitocondria de coracao de rato

Mitocondrias de coracao de rato foram isoladas utilizando-se da técnica
de centrifugacao diferencial. O coracéo foi colocado em meio de isolamento
contendo manitol 200 mM, sacarose 75 mM e tampao HEPES 10 mM pH 7,2
EGTA 1 mM e BSA 0,1%, onde sera lavado e picado com tesoura e apés
homogeneizado manualmente em Potter-elvehjem. O homogenato foi
centrifugado a 800xg por 10 minutos. O sobrenadante resultante sera
centrifugado a 6000xg por 10 minutos. O pellet formado foi ressuspenso no
mesmo meio e centrifugado na condicdo anterior. A fragcdo mitocondrial foi
ressuspensa na mesma solucao, isenta de EGTA numa concentracao de
aproximadamente 40 mg de proteina por ml (Kowaltowski et al., 2001).

Dosagem de proteina

A concentragdo de proteina das suspensdes mitocondriais foi
determinada pelo método de biureto (Gornall et al., 1949), modificado pela
adicao de colato 1% (Kaplan e Pedersen, 1983). O principio do método baseia-
se na determinacao da concentracao de ligacoes peptidicas através da medida
de absorbancia do complexo cobre-nitrogénio. Este complexo absorve em
comprimento de onda de 540 nm. A absorbancia é considerada diretamente
proporcional a concentragcdo de proteina na solucdo analisada, onde uma
solugéo de BSA a 1% foi utilizada como padrao.

Condicoes experimentais

Os experimentos de respiracdo, potencial de membrana mitocondrial,
producao de espécies reativas de oxigénio, producdo de NO' foram realizados
a 30 °C em meio de reacao padrao contendo sacarose 125 mM, HEPES 10
mM pH 7,2, KCL 65 mM, KH.PO4 2 mM e MgCL, 1 mM. Como substratos
respiratérios foram utilizados 5 mM malato, a-cetoglutarato, piruvato e

glutamato. Nos experimentos de consumo de oxigénio mitocondrial foi utilizado
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o0 meio de reacdo padrao contendo 0,2 mM de EGTA. Outros reagentes
adicionados estao indicados nas figuras.

Medida do Consumo de oxigénio

O consumo de O, por suspensdes mitocondriais isoladas de coragao e
figado foi monitorado utilizando-se um eletrodo do tipo Clark (Yellow Springs
Instrument Co.). Considerou-se que a solubilidade do O, em agua é de 235
umol x L'30 °C e 1 atm (Reynafarje et al., 1985). As suspensdes foram
adicionadas ao meio de reacdo contendo KCI 130 mM, HEPES-K* 20 mM,
KoHPO4 2 mM, MgCla 1 mM e EGTA 200 uM (pH 7,2) e mantidas em camara
fechada e (1,4 mL), termostatizada 30°C, sob agitacao constante, na presenca
ou auséncia de cPTIO 100 uM. A qualidade das mitocondrias foi avaliada pela
determinagcao do controle respiratério (CR), calculado pela razdo entre as
velocidades do consumo de Oz nos estados de fosforilagdo oxidativa (estado 3)
e repouso (estado 4). A suspenséo mitocondrial foi considerada adequada para
0 uso quando a razdo em mitocondria isolada de figado foi superior a 6,0 e

coragao 9,0, utilizando substrato para complexo |.

Razao ADP/O

A razdo ADP/O indica o numero de moléculas de ADP fosforiladas para
ATP quando dois elétrons séo transferidos de um substrato através da cadeia
respiratéria para a reducao de 2 O, Esse valor foi calculado a partir da adicao
de 300 uM de ADP em suspensdes mitocondriais (0,3 mg/mL) em meio de
reagao contendo KCL 130 mM, HEPES-K* 20 mM, K:HPO4 2 mM, MgClz 1 mM
e EGTA 200 pM (pH 7,2) e mantidas em camara fechada (1,4 mL),
termostatizada a 30°C, sob agitacdo constante, na presenca ou auséncia de
cPTIO 100 pM.
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Avaliacao do Potencial elétrico de membrana mitocondrial pelo

método da safranina O (AY).

A medida do potencial de membrana mitocondrial foi feita utilizando-se o
indicador fluorescente safranina (Figueira et al., 2012). A safranina € um
corante lipofilico catibnico que sofre alteragbes Opticas em resposta a sua
distribuicao entre o meio externo e o compartimento intramitocondrial e também
em resposta ao seu stacking a membrana mitocondrial interna os quais séao
dependentes do potencial de membrana. A relagdo entre as alteragdes de
fluorescéncia da safranina com o potencial de membrana permite que valores
desconhecidos de potencial de membrana sejam calculados (Colnna et al.,
1973). Os experimentos com mitocdndrias de coracao (0,3 mg/L) e figado (0,5
mg/mL) foram realizados em fluorimetro Shimadzu (RF-5301 PC) utilizando-se
os comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 495 nm e 586 nm
respectivamente, slit de 5 nm, sob agitacao e temperatura constante.

Espécies reativas de oxigénio

A producdo de peroxido de hidrogénio (H202) pelas mitocondrias
isoladas foi determinada fluorimetricamente através da conversdo de Amplex
Red® 10 UM na presenca de peroxidase de raiz forte (HRP) 1 U/mL, a um
composto altamente fluorescente, resorufina (Zhou et al, 1997). A
fluorescéncia foi monitorada ao longo do tempo em um espectrofluorimetro
Shimadzu (RF-5301 PC) usando comprimentos de onda de excitacdo e
emissao de 563 nm e 587 nm, respectivamente, com slit de 5 nm. Sob estas
condigdes, um aumento linear da fluorescéncia indica um aumento na taxa de
producdo do H»O, pelas mitocdndrias. Uma curva de calibragdo foi feita
através da adigéo de concentragdes conhecidas de peréxido de hidrogénio.
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Analise Estatistica

As analises estatisticas foram determinadas utilizando-se o software
Graphpad Prism 5 (San Diego, USA). Os dados experimentais foram expressos
como sendo a média dos valores * erro padrdo da média (média + e.p.m),
submetidos ao teste t de Student quando apenas um parametro foi comparado

entre dois grupos.
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Resultados e Discussao
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Primeiramente, para avaliar se a qualidade da preparacao mitocondrial a
ser utilizada nos experimentos estava dentro dos padrées de qualidade, foram
realizados medidas de controle respiratorio (CR). Os valores obtidos foram em
média, acima de 6 para mitocondrias de figado e acima de 9 para mitocdndrias
de coracao. O controle respiratério (Fig. 6A) foi calculado utilizando-se a razéao
entre a velocidade de consumo de oxigénio estimulada por ADP ou respiragao
de fosforilagdo (V3) e a velocidade de consumo de oxigénio no estado de
repouso (V4), onde todo o ADP foi consumido pela ATP sintase. Este
parametro pode ser alterado de varias formas: a) aumento da velocidade de
respiracao de repouso por aumento de atividade de proteinas desacopladoras
(UCPs) (Jarmuszkiewicz et al., 2004); b) por aumento de atividade do canal de
potassio sensivel a ATP (Alberici et al., 2009); ¢) por aumento inespecifico de
permeabilidade da membrana mitocondrial interna a prétons ou pela presenca
de protono6foros, compostos quimicos (acidos ou bases fracas)
hidrofébicos, que promovem o transporte de prétons através da membrana
mitocondrial interna e equilibram o pH em ambos os lados da membrana (ex.
FCCP, CCCP, 2,4-dinitrofenol, salicilatos, etc), e d) por diminuicdo da

velocidade da respiracao de fosforilacao.

A diminuicdo do controle respiratorio por aumento nao especifico da
permeabilidade a prétons pode indicar que o método de isolamento
mitocondrial ndo foi adequado e que a preparacdo mitocondrial deve ser
desprezada, uma vez que deve existir uma grande subpopulacdo mitocondrial
com alteragbes estruturais da membrana mitocondrial interna. Estas
mitocbndrias ndo conseguem gerar um potencial protdnico suficiente para
fosforilagao oxidativa e consomem oxigénio em altas velocidades diminuindo o
controle respiratério. Os motivos mais provaveis de aumento inespecifico de
permeabilidade da membrana mitocondrial causado pelo procedimento de
isolamento das mitocdndrias sdo: excesso de pressdo durante o processo de
homogeneizacdo do tecido, contaminacées do tampao de isolamento por
detergentes, metais pesados ou outros compostos que alteram a estabilidade
de membranas biolégicas e especialmente a membrana mitocondrial interna,

solugdes hipotbnicas.
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Nos dois primeiros casos (a e b), o diagnostico pode ser feito por adicéo
de inibidores especificos das UCPs (nucleotideos de purina ou soro albumina
bovina - quelante de acidos graxos livres que ativam as UCPs por mecanismos
nao totalmente esclarecidos (Jarmuszkiewicz et al., 2004). Estas duas
situagdes indicam processos fisioldgicos adaptativos a situagbes de estresse e
devem ser analisados como parametros bioenergéticos. No caso de alteracéao
inespecifica da permeabilizacdo a prétons ndo ha possibilidades de reversao

por processos considerados fisiolégicos.

A diminuicdo da velocidade de respiracdo de fosforilagdo pode indicar
diminuicdo de varias atividades envolvidas no processo de fosforilagdo
oxidativa, entre elas, do transporte de elétrons na cadeia respiratéria ou dos
translocadores de fosfato e nucleotideos de adenina (ADP e ATP). Todas estas
alteracdes podem indicar presenca de processos fisiopatoldégicos mitocondriais
ou presenca de inibidores quimicos (Lehninger, 2004).

Efeito de cPTIO sobre a respiracao mitocondrial

A (figura 6A) mostra um experimento representativo de consumo de
oxigénio por mitocondrias de coracdo na presenca ou auséncia de cPTIO. Os
valores do controle respiratério obtidos foram de 12,95 para mitocéndrias
controle e de 10,60 para mitocéndrias na presenca de cPTIO. A (figura 6C)
representa a razdo ADP/O. A redugao do controle respiratério em mitocondrias
de coragcao na presenca de cPTIO ocorreu principalmente as custas de uma
pequena inibicdo do consumo de oxigénio no estado de fosforilagcdo oxidativa,
como mostrado na (figura 6B). Como mencionado acima, esta inibicdo pode ser
resultante da interagcdo de cPTIO com algum dos componentes mitocondriais
que compdem a maquinaria do processo de fosforilacdo oxidativa.

De acordo com (Brown e Cooper, 1994; Cleeter et al., 1994; Sarti et al.,
2000; Giulivi et al., 1998) o NO" pode diminuir a respiracdo mitocondrial e a
sintese de ATP em uma variedade de sistemas biolégicos e experimentais por
inibicdo competitiva com a citocromo oxidase (complexo V), que catalisa a
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transferéncia de elétrons do citocromo ¢ reduzido para oxigénio molecular
(Moncada e Bolanos, 2006). Como o cPTIO atua como sequestrador de NO',
ele ndo deve estar envolvido neste mecanismo de inibicao.

A Fig. 6C mostra o efeito do cPTIO sobre a razao ADP/O, parametro que
avalia o rendimento da fosforilagdo oxidativa e que em mitocéndrias oxidando
substratos ligados a NADP deve ter valores entre 2 e 3, ou seja fosforilacao de
2 a 3 nanomoles de ADP para cada nanomol de O, consumido. No caso da

(figura 6C) houve um ligeiro aumento da razdo ADP/O por mecanismo a

esclarecer.
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Figura 6 — Efeito de cPTIO sobre a respiracao mitocondrial. Mitocondrias de coragédo de rato

—_

0,3
mg/mL) foram incubadas em meio de reagéo padrao a 30°C (pH 7,2) contendo substratos para complexo | 5
mM, EGTA 200 uM, ADP 800 puM e oligomicina 1 pg/mL. Painel A: Figura representativa da média de cinco
experimentos independentes. Painel B: Consumo de oxigénio estimulado por ADP. Painel C: Razéo

ADP/O. Os dados representam a média + D.P. de 5 preparagdes mitocondriais: *p<0,05, Test t Student.
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Estes efeitos do cPTIO sobre a respiracdo de fosforilacdo e sobre a
razdo ADP/O conduziram nos a uma avaliacdo das alteracbes do potencial
elétrico de membrana interna de mitocéndrias incubadas na presenca ou nao
de cPTIO. Usou-se o método da safranina O (Figueira et al., 2012), pigmento
fluorescente que se liga na membrana mitocondrial em quantidades
proporcionais ao valor do potencial elétrico. Esta ligacdo diminui a
fluorescéncia da safranina e pode ser empregada para estimar o valor do
potencial elétrico de membrana mitocondrial como mostrado na (figura 7). Este
experimento é representativo de duas duplicatas (linha preta, controle) e (linha
vermelha, cPTIO). Ap6s a adicdo de mitocdndrias ocorreu a captacdao de
safranina, evidenciada pela deflexao dos tracados para baixo. A adicdo de
ADP, apdés um periodo de estabilizagdo da queda de fluorescéncia mostrou
uma reducdo transitéria do potencial de membrana indicando gasto de
potencial protbnico durante o processo de fosforilacdo oxidativa do ADP
adicionado. No final do experimento induzimos a dissipacao total do potencial
de membrana pela adicdo do desacoplador FCCP (carbonil cianeto p-
trifluorometoxifenil hidrazona). Nas mitocéndrias controle, a maior redugédo do
potencial induzida por ADP indica maior velocidade de fosforilagao oxidativa
que aquela observada na presenca de cPTIO. Este resultado corrobora os
experimentos de respiracdo, na presenga ou na auséncia de cPTIO, e indica
que este composto promove uma inibicdo parcial da fosforilagcdo oxidativa

nesta concentragao.
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Figura 7 — Efeito de cPTIO sobre o potencial de membrana mitocondrial interna (Ay). Mitocondrias
de coracao de rato (0,3 mg/mL) foram incubadas em meio de reagédo padrdo a 30°C (pH 7,2) contendo

EGTA 200 uM, safranina 5 pM , substratos de complexo | 5 mM. Foram adicionados ADP 100 pM e
FCCP 1 uM. A Figura é representativa de 2 experimentos independentes. MITO = Mitocondria.
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Efeito de cPTIO sobre a transicao de permeabilidade em mitocondria de

coracao e figado de ratos

Sabe-se que o NO’ pode ter duplo efeito sobre a abertura do poro de
TPM (Whiteman et al., 2006; Dedkova e Blatter, 2009) e morte celular (Tripathi
et al., 2009). Altas concentragdes de NO' podem gerar formagdo de ONOO
que oxida grupamentos tidlicos de proteinas mitocondriais envolvidas na
formagao do PTP (Dahm et al., 2006; Quijano et al., 2006). Em concentragcbes
consideradas fisioldgicas o NO' tem acdo antiapoptotica e protetora contra
abertura do poro de transicdo possivelmente por gerar nitrosotiois com
grupamentos —SH de proteinas da membrana mitocondrial interna e proteger
contra o ataque destes grupamentos por oxidantes como H>O, , OH ou ONOO
(Brookes et al., 2000; Leite et al., 2010). Na auséncia ou em concentracdes
muito baixas de NO ha maior susceptibilidade a abertura do PTP, certamente
devido a diminuicdo de nitrosotiois na membrana mitocondrial (Leite et al.,
2010). De fato, Leite e colaboradores (2010) observaram que L-NAME, inibidor
da NOS, estimula a abertura do PTP induzido por ions de caélcio, por
mecanismo dependente de concentracao e antagonizado por SNAP, conhecido
doador de NO'. Enquanto outros trabalhos indicam que doadores de NO’
(Pestana et al., 2012) ou de ONOO" (Gadelha et al., 1997) geram abertura do
PTP.

Considerando-se os efeitos de NO" sobre o PTP (Lehninger et al., 1978)
o principal objetivo deste trabalho foi avaliar se o sequestrador de NO", cPTIO
tem efeito sobre a TPM. Utilizou-se o critério de monitoramento do potencial de
membrana sensivel a ciclosporina A (Friberg et al., 1998; Uchino et al., 1998;
Buki et al., 1999; Eliseev et al., 2007; Mewton et al., 2010) para esta analise.
Nossos dados (Fg. 8A-B e 9A-B) demonstram que tanto em mitocdndrias de
coracao como de figado, o cPTIO na concentragdo 100 uM retarda por volta de
50% o tempo de dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial interna
(Av) induzida por fons de Ca?*. Estes resultados indicam similaridade de acdo
tanto no potencial gerado por substratos de complexo | (Figuras 8A e 9A) como
por succinato (Figuras 8B e 9B). A inibicdo da dissipacdo do potencial de
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membrana pela ciclosporina A (CsA) confirma que a perda do potencial é
causada pela abertura do poro de transicao de permeabilidade mitocondrial.
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Figura 8A — cPTIO retarda a dissipacao do potencial de membrana mitocondrial interna
(AY) induzida por ions de Ca*. Mitocondrias de coragdo de rato (0,3 mg/mL) foram
incubadas em meio de reagao padrdao a 30°C (pH 7,2) contendo safranina 5 pM, substratos
de complexo | 5 mM e Ca® 50 uM. cPTIO 100 pM retarda a dissipagdo do potencial em
54,8%. A Figura é representativa de 23 experimentos independentes. Mito = Mitocdndria.
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Figura 8B — cPTIO retarda a dissipacao do potencial de membrana interna (AY) induzida
em mitocondrias de coragédo por ions de Ca**. Mitocondrias de coracdo de rato (0,3 mg/mL)
foram incubadas em meio de reacéo padrdo a 30°C (pH 7,2) contendo safranina 5 uM, ca* 17
pM, rotenona 2 pM, CsA 1 pM e succinato 5 mM foi adicionado em seguida ou cPTIO foram
adicionados. cPTIO 100 pM retarda a dissipacdo do potencial em 56,86%. A Figura é
representativa de 5 experimentos independentes. Mito = Mitocondria.
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Figura 9A — cPTIO retarda a dissipacao do potencial de membrana interna (AY¥) induzida
por ions de Ca** em mitocondrias de figado energizadas por substratos ligados a
NADPH. Mitocondrias de figado de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de reagao
padrao a 30°C (pH 7,2) contendo safranina 5 uM, substratos de complexo | 5 mM e Ca® 10 uM,
CsA 1 uM ou cPTIO foram adicionados. cPTIO 100 uM retarda a dissipacdo do potencial em
48%. A Figura é representativa de 10 experimentos independentes. Mito = Mitocéndria.
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Figura 9B — cPTIO retarda a dissipacao do potencial de membrana interna (A¥) em
mitocondria de figado induzida por ions de Ca*. Mitocondrias de figado de rato (0,3
mg/mL) foram incubadas em meio de reacao padrdo a 30°C (pH 7,2) contendo safranina 5
UM, Succinato 5 mM, Ca** 17 pM, rotenona 2 pM e CsA 1 pM. cPTIO 100 uM retarda a
liberagdo do potencial em 70,8%. A Figura é representativa de 5 experimentos
independentes. Mito = Mitocéndria.
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Considerando-se esse efeito do cPTIO sobre a TPM, realizamos uma
curva dose resposta com concentracdes crescentes de cPTIO (Figura 10). Na
faixa de concentracdes de 50 até 500 uM, observou-se que o cPTIO atua de
modo dose dependente, aumentando progressivamente o tempo de retencao
do potencial de membrana mitocondrial em funcdo do aumento da dose.
Verificou-se também que o efeito do cPTIO é aditivo em relagdo ao conhecido

efeito de ciclosporina A.
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Figura 10 — Curva dose resposta de cPTIO sobre eliminacdo do potencial elétrico de
mitocondrias de coracao. Mitocdndrias de coragao de rato (0,3 mg/mL) foram incubadas em
meio de reacado padrdo a 30°C (pH 7,2) contendo safranina 5 pM, Substratos de complexo | 5
mM e Ca® 50 uM, CsA 1 pM ou cPTIO 50 até 500 pM. A Figura é representativa de 2
experimentos independentes. Mito = Mitocondria.
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Uma grande variedade de antioxidantes tem a capacidade de
proteger contra a TPM sugerindo que este processo seria resultado de estresse
oxidativo mitocondrial levando a oxidacao de ti6is de proteinas da membrana
mitocondrial interna por OH ou ONOO" (Fagian et al., 1990; Kowaltowski et
al., 2009). Assim, este mecanismo pode ser mediado tanto por ROS quanto por
ERN (Cadenas et al., 2000; Bindoli et al., 1988; Kowaltowski et al., 2009). Além
disso, o NO" pode estimular a geracdo mitocondrial de ROS através da inibicdo
da respiragdao mitocondrial que aumenta a probabilidade de oxidacao
monoeletrbnica de oxigénio molecular em passos intermediarios da cadeia
respiratéria, formando o anion superéxido que pode ser dismutado a peréxido
de hidrogénio. Este pode ser convertido em agua pelos sistemas enzimaticos
catalase, glutationa redutase/peroxidase e ferredoxina redutase/peroxidase
(Sutton e Winterbourn, 1989; Halliwell e Gutteridge, 1997; Netto et al., 2002).
Em situagbes de estresse oxidativo por deficiéncia de NADPH, ou excesso de
Fe?*, o peréxido de hidrogénio pode ser convertido no radical de maior poder
destrutivo e menor vida média que se conhece, o radical hidroxil (OH"), pela
reacdo de Fenton (Ferreiro-barros et al.,, 2008). Todavia esta reacdo tem
cinética lenta tornando pouco provavel a producao do radical OH" em condicbes

de estresse oxidativo brando.

A inibicdo da respiragdo pode ser causada diretamente por NO',
através da inibicdo direta da citocromo oxidase (Sarti et al., 2000; Stiburek et
al., 2006), ou através da inibicao dos complexos | e Il da cadeia respiratéria,
por peroxinitrito (Cassina e Radi, 1996; Radi et al., 1994) formado pela reagéao
entre o NO’ e o superdxido de origem mitocondrial (Whiteman et al. 2006). Nas

duas condicdes de inibicdo da respiracdo a producdo de superdoxido €
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favorecida por dois fatores: maior facilidade de escape de elétrons dos
complexos respiratérios reduzidos e maior tensdo de oxigénio molecular no

ambiente mitocondrial.

Com relacao as interacées mitocondriais entre ROS e ERN na geracao
de TPM, Pestana et al., 2012 demonstraram que o cPTIO protegeu contra a
abertura do PTP em mitocéndrias isoladas de figado de rato incubadas na
presenca do doador de NO™ nitrosyl ruthenium complex [Ru(NO2)(b-py)2(4-
pic)]". Neste caso, a abertura do poro era mediada pela formagdo de
peroxinitrito a partir de NO’, gerado pelo doador acima, e o superoxido gerado
pela cadeia respiratéria. Como mostrado em nossos experimentos, o cPTIO
também protegeu contra a abertura do poro de TPM, nas nossas condicoes
experimentais, ou seja, mesmo na auséncia de um doador de NO" . Isto sugere
gue mesmo em condicdes basais ha formacdo de NO' no interior das
mitocondrias ou migracdo de NO' formado no meio extramitocondrial para o
interior da organela. Com base nestes dados levantamos a hipétese de que,
nas nossas condigcbes experimentais, ha NO' e superdxido mitocondrial em
quantidades suficientes para formacdo de peroxinitrito e abertura do poro de
transicdo, na presenca de Ca®*. Assim, analisamos o efeito deste sequestrador
de NO" sobre a producado mitocondrial de peréxido de hidrogénio (H202) em
mitocOndrias isoladas de coracdo oxidando substratos ligados a NADH na
presenca de ions de célcio. Nossos dados demonstraram que, de fato, o cPTIO
aumentou em 66% a velocidade de producdo de H>O, pelas mitocéndrias
(Figura 11). Isto sugere que a auséncia de NO’ mitocondrial devido a presenca
de cPTIO, aumenta a disponibilidade do radical anion superdxido que é

dismutado pela enzima superéxido dismutase aumentando a producédo de
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H.O.. Como este processo protege contra abertura do PTP propomos que o

peroxinitrito tem maior capacidade de gerar MPT que o H2O..
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Figura 11: Producao de H,O, por mitocondrias de coracdao na presenca ou nao de
cPTIO. Mitocondrias de coragao de rato (0,3 mg/mL) foram incubadas em meio de reacao
padrdo a 30°C (pH 7,2) contendo substratos de complexo | 5 mM, Amplex Red® 10 uM e
HRP 1 U/mL. Painel A: Tracado representativo da média de 7 experimentos independentes
na presenca ou auséncia de cPTIO. Painel B: Produgcado de H,O, na presenca e auséncia de
cPTIO. *p<0,05, Test t Student.
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Conclusoes
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Os resultados apresentados nesta Tese sugerem que o efeito do cPTIO
na protecdo contra abertura do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial é mediado pela diminuicdo de NO’ no interior desta organela e ndo
devido a outros efeitos diretos deste composto sobre os componentes deste
poro e nem sobre componentes estruturais da mitocéndria. As pequenas
alteracoes observadas sobre a respiracao e fosforilacdo oxidativa nédo se
correlacionam com o efeito sobre a abertura do PTP, pelo menos com base na
literatura corrente. Em outras palavras, a presenca de cPTIO baixou os niveis
de NO' mitocondrial e desviou a reacdo deste composto com o &nion
superoxido diminuindo a producgao de peroxinitrito, provavel indutor de abertura

do PTP nestas condi¢gbes experimentais.

Estes resultados parecem relevantes para o maior entendimento dos
mecanismos moleculares de abertura e fechamento deste PORO que, no
momento, representa um dos mais importantes alvos terapéuticos contra um
grande numero de doengas degenerativas e patologias derivadas do “stroke”
bem como outras patologias vasculares associadas ao estresse oxidativo e

nitrosativo (Vaseva et al., 2012).
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