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RESUMO




Resultados recentes do nosso grupo demonstram que mitocOndrias de camundongos
hipercolesterolémicos por deficiéncia do receptor de LDL (LDLR™") apresentam uma baixa
capacidade antioxidante em funcgfio do alto consumo de NADPH para sustentar elevadas
taxas de lipogénese (Oliveira et al., FASEB J. 19: 278-280; 2005). Neste trabalho, o
estresse oxidativo mitocondrial dos camundongos LDLR™ foi caracterizado, mostrando
uma diminuicio da razio GSH/GSSG e altos niveis de grupos carbonilas protéicos quando
comparado com camundongos controles. Ndo foram encontradas diferencgas significativas
na atividade do sistema antioxidante glutationa peroxidase/redutase. Catalase exdgena
preveniu a oxidagdo espontinea de NAD(P)H endbgeno em mitocondrias isoladas de
camundongos LDLR™, indicando que esta oxidagio é mediada por H;O, gerado pela
mitocondria. A alta taxa de liberagiio de H,O, por mitocondrias de camundongos LDLR™
também foi previnida na presenca de rotenona e isocitrato exégeno, os quais mantém o
contedo endégeno de NAD(P) completamente reduzido. A nossa hipotese de que altas
taxas de lipogénese diminuem a razio NADPH/NADP' devido & reduciio do contetido de
substratos ligados ao NADP ¢ suportada pela observaciio de que o consumo de oxigénio
mantido por substratos enddgenos foi menor em mitocndrias de camundongos LDLR™
quando comparado com mitocdndrias controles, mas foi similar na presenca de isocitrato
exogeno. De fato, os niveis mitocondrais de isocitrato foram significativamente menores

em camundongos LDLR™.

Na segunda parte do trabalho, nés utilizamos estatinas (inibidores da 3- hidroxi-—3—
metilglutaril CoA redutase) na tentativa de corrnigir o esiresse oxidativo observado em
camundongos LDLR™, mas descobrimos que o tratamento com a lovastatina piora este
efeito. MitocOndrias isoladas de figado de camundongos LDLR™ tratados durante 15 dias
com doses terapéuticas (100 mg/kg, v.0.) de lovastatina apresentaram uma maior
susceptibilidade para desenvolver transi¢do de permeabilidade mitocondrial (TPM). Em
experimentos iz vitro, lovastatina induziu TPM de forma dose-dependente (10-80 uM) por
um mecanismo sensivel a ciclosporina A (inibidor de ciclofilina), ditiotreitol
(agente redutor), ADP (imibidor do translocador de nucleotideo de adenina), catalase
{(redutor de H,02) e EGTA (quelante de calcio). Em concordincia com a inibigio do
inchamento mitocondrial por ditiotreitol, a lovastatina também diminuiu o conteudo de

grupos tidlicos de proteinas de membrana. Sinvastatina teve efettos similares a lovastatina
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sobre as mitocOndrias; entretanto a pravastatina, uma estatina hidrofilica, apresentou menor
capacidade de induzir a TPM. Estes resultados demonstram que estatinas podem atuar
diretamente na mitocondria tanto in vivo quanto in vifro induzindo transigio de

permeabilidade, que € um processo envolvido na morte celular.
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Recent results from our group demonstrated that hypercholesterolemic LDL receptor
knockout (LDLR™") mice mitochondria possess a lower antioxidant capacity due to a large
consumption of reducing equivalents from NADPH to sustain high rates of lipogenesis
(Oliveira et al., FASEB J.; 19: 278-280; 2005). In this work, LDLR™ mice oxidative stress
was further characterized by showing a lower mitochondrial GSH/GSSG ratio and a higher
liver content of protein carbonyls as compared to control mice. No differences in the
activity of the antioxidant enzyme system glutathione reductase/peroxidase was observed.
Exogenous catalase prevented the spontaneous oxidation of endogenous NAD(P)H in
mitochondria isolated from LDLR™ mice, indicating that this oxidation is mediated by
mitochondrial generated H,O,. The higher rate of H,O, release in LDLR”™ mitochondria
was also prevented by the presence of exogenous isocitrate and rotenone, which maintain
NADP fully reduced. Our hypothesis that high rates of lipogenesis decreases
NADPH/NADP™ ratio due to a decreased content of NADP-linked substrates is supported
by observations that oxygen consumption supported by endogenous substrates was lower
in LDLR™ mice than in control mitochondria, but was similar in the presence of exogenous
isocitrate. Indeed, endogenous mitochondrial levels of isocitrate were significantly lower in
LDLR™ mice.

In the second part of this work, we used statins (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase
inhibitors) in an attempt to correct the oxidative stress observed in LDLR™ mice, but we
found that the drug treatment worsened this defect. We report here that liver mitochondria
isolated from hypercholesterolemic LDL receptor knockout mice treated during 15 days
with therapeutic doses (100 mg/kg, p.o.) of lovastatin presented a higher susceptibility to
develop membrane permeability transition (MPT). In experiments in vitro, lovastatin
induced MPT in a dose-dependent manner (10-80 puM) by a mechanism sensitive to
cyclosporin A (cyclophilin inhibitor), dithiothreitol (reducing agent), ADP (adenine
nucleotide carrier inhibitor), catalase (H,O; reductant) and EGTA (calcium chelator). In
agreement with the inhibition of the mitochondrial swelling by dithiothreitol, lovastatin also
decreased the content of total mitochondrial membrane protein thiol groups. Simvastatin
had similar effects on mitochondria, however, pravastatin, a hydrophilic statin, had a
weaker effect in inducing MPT. These results demonstrate that statins can act directly on
mitochondria either in vive or in vitro inducing permeability transition, which is a process
involved in cell death.

Abstract
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1- INTRODUCAO




MITOCONDRIAS

As mitocondrias estio presentes em quase todas as células eucaridticas animais
e vegetais. S30 as organelas responsaveis pela conversdo de energia de 6xido-redugdo para
a forma de energia quimica necessria para os processos  celulares
(NICHOLLS & FERGUSON, 2002).

As mitocondrias tém dimensdes da ordem de grandeza de 1 pm, e
estruturalmente sdo constituidas por duas membranas e dois compartimentos por elas
limitados. O compartimento mais interno é a matriz mitocondrial, que contém enzimas do
ciclo de Krebs e da B-oxidag3o de acidos graxos. O segundo compartimento, cujo volume €
diminuto, € o chamado espago intermembranar, localizado entre as membranas

mitocondriais interna e externa.

A membrana mitocondrial externa contém proteinas chamadas “porinas”, que
atuam como poros ndo-especificos para solutos de peso molecular menor que 10 kDa, com
tamanhos que variam entre 2,5 - 3,0 nm, pelos quais passam livremente a agua e solutos de
baixo peso molecular (CESAR et al., 2004).

A membrana mitocondrial interna apresenta invaginagdes formando as cristas
mitocondriais e ¢ altamente seletiva, sendo permeéavel apenas para o Oy, COs, NO e H,0. E
nesta membrana que se encontram os componentes enzimaticos da cadeia respiratona, bem
como ©os transportadores especificos para o ATP, ADP, piruvato, Ca®* e fosfatos
(NICHOLLS & FERGUSON, 2002). E constituida por cerca de 75% de proteinas e dentre
os lipideos presentes estdo o colesterol, em pequenas concentracdes e a cardiolipina,

representando cerca de 20% do contetido total de fosfolipideos (SCHLAME et al., 2000).

A cadeia de transporte de elétrons

A energia necessaria para o processo de fosforilagdo oxidativa provem do
potencial eletroquimico de protons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o

(), a H,0. Esta energia ¢ utilizada pela ATP sintase para fosforilar ADP 3 ATP. Assim, € a

Introducio
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cadeia respiratOria que controla a energia redox necessaria para gerar este potencial de

membrana mitocondrial e promover a fosforilagio oxidativa.

Normalmente, elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADHj,, reduzidas
durante a oxidagio de carboidratos, aminoacidos e dcidos graxos, sio transferidos 8 NADH
desidrogenase (complexo I Figura 1). O complexo 1 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 II, resultando
também na redugio da coenzima Q. Em alguns tecidos a coenzima Q pode também ser
reduzida pela glicerol-3-fosfato desidrogenase (na presenga de gheerol-3-fosfato citosolico)
ou pela ubiquinona oxiredutase {como resultado da B-oxidac¢io de dcidos graxos). A UQH:
é entdo desprotonada, resultando na formacio da espécie aniénica semiquinona (UQH’), a
forma que doa elétrons ao citocromo c. Existem dois conjuntos separados de UQH', um na
face citoplasmatica e outro na face matricial da membrana mitocondrial interna, e as duas
formas de UQH" s@o oxidadas juntas, regenerando UQ e doando elétrons para o citocromo
¢. O citocromo ¢ transfere elétrons a citocromo oxidase (complexo IV). Este complexo €
responsavel pela transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular, resultando na geragio

de agua, em um processo envolvendo quatro passos consecutivos de transferéncia de um
elétron (NICHOLLS & FERGUSON, 2002).
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“Ubkgiinona =
Citoctomio ¢
xirredutase

S

internemibieng

Figura 1- Versiio simplificada da teoria quimiosmdética aplicada A mitecudria (LEHNINGER, 2000).
Os elétrons do NADH ¢ de outros substratos oxiddveis passam através de uma cadeia de
ransportadores arranjados assimetricamente na membrana. O fluxo de elétrons é acompanhado
pela transferéncia de protons através da membrana mitocondrial, produzindo tanto um gradiente
quimico (ApH) quanto elétrico (A'¥). A membrana mitocondrial interna ¢ impermedvel aos
protons, os quais podem reentrar na matriz através de canais especificos de prétons (F.). Aforca
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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Segundo MITCHELL (1961), a passagem de elétrons através da seqiiéncia de
intermediarios redox da cadeia respiratoria permite um fluxo de H' da matriz mitocondrial
ao espago intermembrana, contra um gradiente de concentragdo. A formacio deste
potencial eletroquimico transmembrénico seria o elemento inicial do acoplamento entre a
oxida¢io de substratos e a utiliza¢@o desta energia. O componerte 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 através
da FoF;-ATP sintase, de volta ao interior da mitocOndria, desta vez a favor do gradiente,

estaria diretamente acoplado a producgio de ATP a partir da fosforilagdo do ADP.

A geragiio de um gradiente eletroquimico transmembranico de protons (AH') é
um elemento central no aproveitamento de energia em sistemas bioldgicos. Evolutivamente
este mecanismo ¢ fundamental, ja que € aproveitado tanto na fosforilacio oxidativa em
mitocOndrias quanto na fotossintese de ATP em cloroplastos. Além disso, este gradiente
pode ser usado diretamente para processos endergdnicos sem a participagio de ATP. Sio
exemplos deste mecanismo de acoplamento direto as trocas eletroforéticas de ATP* por
ADP*, a reducio de NADP" pela transidrogenase especifica e a captagiio eletroforética de

Ca®" que transporta duas cargas positivas para o interior da mitocondria.

Produgdio de espécies reativas de oxigénio (ERQOs) e o sistema antioxidante mitocondrial

O funcionamento da cadeia de transporte de elétrons que reduz continuamente
oxigénio molecular (O;) para formar o potencial eletroquimico transmembrana de prétons
necessario para a sintese de ATP, tem um importante efeito colateral para as células: a

constante geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).

Quando se leva em conta a complexidade do processo de transferéncia de
elétrons através da cadeia respiratoria, € surpreendente que somente de 0,02 a 2% dos
elétrons que entram na cadeia respiratria nc sejam usados para reduzir O; & H20. A

matoria destes elétrons “perdidos” se combina com o oxigénio em passos intermediarios da
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cadeia respiratoria, promovendo a sua redugio monoeletrénica, gerando assim radical

superéxido (0,™) (BOVERIS & CHANCE, 1973; LIU, 1997, TURRENS, 1997).

O 02" pode ser gerado nos complexos I, Il e III da cadeia respiratoria
(TURRENS, 2003). Ha evidéncias recentes que a geracdo de O;" também ¢ promovida por
desidrogenases da matriz como piruvato e o-cetoglutarato  desidrogenases
(STARKOV et al , 2004; TRETTER & ADAM-VIZI, 2004).

Pelo fato da produgio de O," mitocondrial ser um processo continuo, ainda sob
condigdes fisiologicas, essas organelas desenvolveram um sistema complexo de defesa
antioxidante. A mitocdndria contém uma superoxido dismutase dependente de manganés
(MnSOD) similar a SOD de bactérias (DOONAN et al., 1984), capaz de dismutar 0 O;" a
H>0,. Este tltimo, altamente permeavel por membranas biologicas, pode ser removido por
antioxidantes como a catalase, que foi evidenciada em mitocOndrias de coragéio de rato
(RADI et al., 1991), e tiorredoxina peroxidase (KOWALTOWSKI et al, 1998). As
mitocOndrias apresentam também glutationa peroxidase, capaz de remover o H;0»
utilizando glutationa reduzida como substrato (SIES & MOSS, 1978, ZAKOWSKI &
TAPPEL, 1978). A forma oxidada da glutationa pode ser reduzida novamente através da
glutationa redutase, tendo NADPH como doador de elétrons. O NADH pode entdo reduzir
o NADP" numa reagio catalisada pela NAD(P) transidrogenase (VERCESI et al., 1997).
Alternativamente, H»O, pode gerar HO®, que ¢ altamente reativo e citotoxico por clivagem
homolitica. A maior parte do HO® gerado, in vivo, provém da reacio de Fenton

(H,0,+ Fe’™ - HO" + HO™ + Fe’") (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1992).

Residuos de metionina de proteinas mitocondriais também parecem fazer parte
das defesas antioxidantes da organela. Quando oxidados esses residuos geram sulfoxido de

metionina, o que resultaria em importantes alteracdes na estrutura e fun¢do protéicas
(BERLETT & STADTMAN, 1997).

Nas mitocSndrias também ocorre a gerac3o de espécies reativas de nitrogénio,
como oOxido nitrico, que € relativamente estavel, permeavel 4 membrana e esta envolvido

em varias vias de sinalizag8o celular (STAMLER, 1994). A existéncia da éxido nitrico
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sintase mitocondria) (NOSmt) foi primeiramente sugerida por estudos imunohistoquimicos,
0$ quais revelaram que anticorpos  anti-NQS ligavam-se na mitocondria
(BATES et al, 1995). Posteriormente ~aspectos  bioquimicos da NOSmt foram
caracterizados (GHAFOURIFAR & RICHTER, 1997, GIULIVI et al., 1998), entretanto
ainda ndo ¢é consenso a identidade molecular desta enzima (BROOKES, 2004).

Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio geradas na mitocondria podem
oxidar macromoléculas tanto na propia organela como em outros sitios intracelulares.
Proteinas, principalmente da membrana mitocondrial interna, sio alvos primarios de danos
oxidativos induzidos por espécies reativas de Oxigénio e nitrogénio, grande parte desses
danos envolvem a formagio de grupos carbonila e a oxidacio de grupos tidis, esse dano
pode levar a uma permeabilizacio nio especifica da membrana mitocondrial interna,
conhecida como Transicdo de Permeabilidade Mitocondrial (KOWALTOWSKI
et al,, 2001).

Transigio de permeabilidade mitocondrial (TPM)

A TPM ¢ caracierizada por uma permeabilizagio progressiva da membrana
mitocondrial interna, que gradativamente se torna permeavel a prétons, jons. suporte
osmotico e até mesmo pequenas proteinas. O Ca** parece ser o principal agente estimulador
da geragdo mitocondrial de EROs (KOWALTOWSKI et al, 2001; Figura 4). A
permeabilizacic da membrana interna causada pela TPM resuita ng Iiberagdo de
componentes da matriz, perda da capacidade de sintese de ATP e inchamento mitocondrial,
com conseqiente ruptura da membrana externa e liberagdo de proteinas pro-apoptdticas do
espago intermembrana (KOWALTOWSKI et al, 2001). Em consequéncia desse processo,
a TPM participa de eventos que levam a morte celular tanto por necrose como por
apoptose.

Apesar do grande niimero de investigacGes cientificas, a natureza das alteracbes
de membrana que levam a TPM, ainda permanece em debate. A TPM claramente envolve

proteinas de membrana. Possiveis componentes de poro de TPM incluem translocador de
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nucleotideos de adenina, VDAC, ciclofilina D, hexoquinase, creatina guinase e o receptor
benzodiazepinico (HALESTRAP et al., 2002).

A TPM ¢ prevenida por redutores ditidlicos como ditiotreitol, enquanto
oxidantes de tidis promovem este processo, indicando que modificagdes protéicas que
levam a abertura do poro de TPM envolvem a oxidagio de grupos tidis
(FAGIAN et al,, 1990).

Vercesi ¢ colaboradores observaram que uma grande variedade de antioxidantes
impede a abertura do poro de transicdo de permeabilidade causada por diferentes
condigdes, sugerindo que este processo ¢ conseqiéncia da oxidagdo de grupos tiélicos
provocada por um estado de estresse oxidativo mitocondrial (FAGIAN et al, 1990;
VALLE et al, 1993; CASTILHO et al., 1995, KOWALTOWSKI et al., 1998). Evidéncia
adicional de que @ TPM poderia ser causada por EROs foi a demonstragdo de que este
processo pode ser desencadeado através da adicdo de fontes externas de EROs
(HERMES-LIMA et al., 1991).

A ligagio entre o Ca®*, importante elemento para abertura do poro de TPM, e 0
aumento mitocondrial da geragdo de EROs pode ser dada por mudancas na organizagio
lipidica da membrana mitocondrial interna, promovida pele interagiio de lipidios com esse
cation. O Ca® intramitocondrial liga-se a cardiolipina na face interna da membrana
mitocondrial interna causando alteragdo ultraestrutural da cadeia respiratéria que facilita a
produgdo de O;" e consegilientemente de H;O, (GRIJALBA et al, 1999). Este lipideo
possui cabega polar eletronegativa ¢ estd presente em altas concentragdes (14-23%) na
membrana mitocondrial interna,. Simultaneamente, o Ca®" mobiliza Fe** na matriz
mitocondrial que estimula a reacfo de Fenton e a produgio de radical hidroxil que ataca
tiois de proteinas, lipideos ¢ DNA mitocondrial (MERRYFIELD & LARDY, 1982;
CASTILHO et al,, 1995; VERCESI et al., 1997). A oxidacio de NAD(P)H e GSH causada
por prooxidantes prejudica a eliminagdo de H,O, pelas enzimas glutationa peroxidase (GP)
e glutationa redutase (GR). Em contraste, a rapida difusdo de H,O, através da membrana
mitocondrial permite seu consumo por catalase extramitocondrial (VALLE et al, 1993;
CASTILHO et al, 1995; KOWALTOWSKI et al, 1998). Na presenca de altas
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concentragdes de fosfato inorgidnico (P;), a enolizagio de aldeidos formados por
lipoperoxidagio de acidos graxos poliinsaturados (PUFA) leva a produgfo final de espécies
tripletes que estimulam o processo de lipoperoxidagio dos PUFA da membrana
(KOWALTOWSKI et al., 1996A, 1996B).

A ciclosporina A (CsA) é um dos mais efetivos membros da familia dos
endecapeptideos ciclicos, que atuam como imunossupressores e foi descoberta como um
potente inibidor do poro de TPM (FOURNIER et al, 1987; CROMPTON et al., 1988;
BROEKEMEIER et al., 1989).
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Figura 2- Modelo proposto para explicar a formagio do poro de tramsiciio de permeabilidade
induzido por Ca’* e EROs na membrana mitocondrial interna (adaptado de
KOWALTOWSKI et al, 2001). Acimulo de EROs mitocondrial camsa TPM. A cadeia
respiratbria, inserida na membrana mitocondrial interna, constaniemente gera pequenas
quantidades de radicais O,". Estes radicais sdo normalmente removidos pela Mn-superoxido
disnmtase (MnSOD), que promove a geragio de H0,. O H;0; ¢é entio reduzido 3 H,O pela
glutationa peroxidase (GP), tirodoxina peroxidase (TP) ou catalase (em mitoctbndria de
corago). GSH, 6x:idado pela GP, e TSH, oxidado pela TP, sio recuperados pelo sistema
enzimdtico glutationa e tioredoxina redutases (GR ¢ TR), que usam NADPH como doador de
elétrons. NADH, que estd presente em quantidades reguladas pela respiracfo, reduz entio
NADF' usando a NAD(P) transidrogenase (TH). Quando a geragio de O," aumenta na
presenga de Ca’ e P, e/ou os mecanismos de remogio de H,O, estdo inativados, H,O,
acumula-se ¢ na presenga de Fe™, gera o radical OH" altamente reativo. OH" oxida grupos
tidlicos (-SH} do complexo do poro de TPM, levando & formagio e abertara do poro.
Alternativamente, OH" pode promover permeabilizagio da membrana através da peroxidagio
Hpidica, um processo fortemente estimulado por P,
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BIOENERGETICA MITOCONDRIAL EM DISLIPIDEMIAS

Recentes descobertas t&ém mostrado que o metabolismo energético est4 alterado
em condicdes de dislipidemias. Por exemplo, alteragbes nos niveis de lipideos por
horménios e dieta rica em gordura (SAMEC et al., 1999) causam variagBes na expressio de
proteinas desacopladoras mitocondriais, que estdo envolvidas na regulagio do metabolismo
energéticc e na produgo de espécies reativas de oxigénio pela mitocondria
(JEZEK & GARLID, 1998).

Utilizando-se de um modelo de camundongo geneticamente modificado, nosso
grupo de pesquisa mostrou pela primeira vez que existem altera¢Ses no sistema redox de
mitocondria de animais em situagfio de hipercolesterolemia (OLIVEIRA et al., 2005). Nés
descobrimos que camundonges hipercolesterolémicos por deficiéncia no receptor de LDL
(LDLR™) apresentam uma alta producdo mitocondrial de EROs na presenga de Ca*’, sendo
mais susceptiveis ao processo de TPM. Foi demonstrado que este processo de estresse
oxidativo ndo ocorre em fungdo de diferengas de fluidez da membrana mitocondrial, do
contetido de colesterol de membrana ou alteracdo de atividade de MnSOD. Em adicio, nds
mostramos que camundongos LDLR™ apresentam uma elevag8o na taxa de sintese de

colesterol quando comparados a animais controles, processo que consome poder redutor na
forma de NADPH (OLIVEIRA et al,, 2005).

COLESTEROL E ATEROSCLEROSE

Embora a biossintese de novo do colesterol ocorra em, virtualmente, todas as
celulas, esta capacidade ¢ maior no figado, no intestino, no coértex adrenal e nos tecidos
reprodutores, incluindo ovarios, testiculos e placenta (DEVLIN, 2002). Além da fonte de
atomos de carbono, a biossintese de colesterol requer um consideravel poder redutor. Todos
os atomos de carbono do colesterol sdo derivados do acetato proveniente da hidrélise de
ligagbes tioéster de alta energia da acetil CoA ¢ de ligagdes fosfoanidrido do ATP, em uma
série de aproximadamente trinta reagBes enzimaticas (IKONEN, 2006). Poder redutor

citosolico na forma de NADPH € fornecido principalmente peia glicose 6-fosfato
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desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase, enzimas da via das pentoses, enquanto o
NADPH mitocondrial € gerado principalmente pela isocitrato desidrogenase
(JO et al,, 2001) e pela NAD(P) transidrogenase (HOEK et al., 1998).

Em condig¢Bes fisiologicas, a sintese de novo de colesterol nio ¢ fator limitante
para o funcionamento da maioria das células do corpo, mesmo na auséncia de colesterol da
dieta. Por outro lado, o acumulo de colesterol intracelular € altamente citotéxico, uma vez
que as células dos mamiferos nfio tém capacidade para degradar a molécula do colesterol.
No entanto, as células desenvolveram um eficiente mecanismo homeostatico de protegdo
contra o acimulo de colesterol. Tal mecanismo for elegantemente elucidade por M. Brown
e J. Goldstein, laurcados com o prémioc Nobel de Medicina em 1985 (BROWN &
GOLDSTEIN, 1986). Na vigéncia de aporte aumentado de colesterol, as células respondem

com 3 acDes contra-regulatérias principais:

1 - bloqueio da sintese de novo do colesterol, através da inibigio da transcricio
dos genes das enzimas hidroxi-metil-glutanl-coenzima A (HMG-CoA) sintetase e

HMG-CoA redutase. Esta Gltima catalisa a etapa limitante da via da sintese do colesterol.

2 - bloqueto da principal via de entrada de colesterol exdgeno na célula, através
da inibigao da transcri¢io do gene do receptor da lipoproteina de baixa densidade (LDL),

principal transportador de colesterol nos seres humanos.

3 - aumento da esterificacdo do colesterol livre, através do aumento da
atividade da enzima acil colesterol acil transferase {ACAT), evitando uma elevagio do

contefido de colesterol nas membranas celulares.

Assim, na condig@o de aporte aumentado de colesterol (dieta) ou na deficiéncia
genética de receptores de LDL, o colesterol acumula-se nos compartimentos extracelulares,
principalmente no sangue. A hipercolesterolemia resultante ¢ um conhecido fator de risco

primario para o desenvolvimento da aterosclerose.

A aterosclerose ¢ uma doenca da parede arterial que esta associada com uma
progressiva perda da fungio de células endoteliais e o acimulo de macrofagos
sobrecarregados de colesterol (células espumosas) (NAVAB et al,, 1995; ROSS, 1999). Um

processo chave na aterogénese ¢ a modificagiio oxidativa de lipideos, que estdo envolvidos
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no recrutamento de leucocitos mononucleares para a porgido intima das artérias, um
processo regulado por varias moléculas de adesdo e citocinas (PUDDU et al., 2005).
Mitocondrias de leucocitos ativados, bem como de células endoteliais podem produzr altas
taxas de EROs, as quais podem levar a disfungfo endotelial, um evento que contribui para
a formagio da lesao aterosclerotica (KNIGHT-LOZANOQ et al., 2002).

A 1idéia central da hipdtese de oxidagio (BERLINER & HEINECKE, 1996;
ESTERBAUER et al, 1990) para o desenvolvimento de aterosclerose, € que EROs e
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) medeiam a modificacio oxidativa de LDL e levam a
formacio de células espumosas (BERLINER & HEINECKE, 1996). Esta idéia ¢ apoiada
por estudos que demonstram a presen¢a de LDL modificada i vivo e a habilidade que
EROs e ERNs tém em converter lipoproteinas a uma forma potencialmente pro-aterogénica

quando adicionados a LDL natural in vitro (KLATT & ESTERBAUER, 1996).

MODELO EXPERIMENTAL DE HIPERCOLESTEROLEMIA

Uma das principais vias de entrada do colesterol nas células é o receptor de
LDL. Defeitos geneticos neste receptor levam 2 hipercolesterolemia e aterosclerose precoce
em seres humanos (BROWN & GOLDSTEIN, 1986).

Ishibashi et al. (1993) empregaram a técnica da recombinagdo homologa em
células embrionérias para produzir camundongos com o gene do receptor de LDL inativado
e assim reproduziram o fendtipo da hipercolesterolemia familiar. Camundongos machos e
fémeas que ndo expressam receptor de LDL (camundongos LDLR™") sdo vidveis e férteis.
Sob dieta pobre em gordura e colesterol, os niveis de colesterol plasmatico sdo duas vezes
maiores que aqueles dos camundongos selvagens, devido a um aumento de sete a nove
vezes nas lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) e nas lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), sem uma significativa mudanga nas lipoproteinas de alta densidade
(HDL). Os niveis de triglicérides sdo normais. O tempo de metabolizacio de IDL e LDL
esta aumentado em 30 vezes e 2 vezes respectivamente, mas de HDL ¢ normal nos
camundongos LDLR”. O contendo de colesterol total no figado ndo difere dos
camundongos selvagens (OSONO et al,, 1995).
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ESTATINAS

As estatinas sio substincias originarias de culturas de fungos, sendo a
compactina a primeira estatina isolada, em 1976, de uma cultura de Penicillium citrinum. A
compactina revelou-se excelente inibidora da sintese do colesterol, mas, por sua toxicidade,
ndo reuniu condigles de uso clinico. Posteriormente, fo1 1solada a lovastatina da cultura do
Aspergillus terreus, com igual propriedade da substdncia anterior, mas com toxicidade
muito menor. Desde entio foram produzidas varias outras substdncias com f_érmuias
estruturais semelhantes as acima referidas, todas mostrando efeito inibidor da sintese do

colesterol, recebendo a denominagio genérica de estatinas (GIANNINI et al., 1999).

Estatinas constituem uma notavel classe de medicamentos redutores dos niveis
plasmaticos de colesterol e tém sido associadas com uma expressiva diminuigio da
morbidade e mortalidade cardiovascular para pacientes em preven¢do primaria ou

secundaria da doenga coronariana (BALLANTYNE, 1998).

As estatinas tém em comum um anel hidronafialeno. Neste trabalho de tese
foram utilizadas trés estatinas: lovastatina, sinvastatina e pravastatina, cuja estrutura
quimica sdo mostradas na Figura 3. A pravastatina foi obtida de cultura do fungo Nocardia
autrophica. A sinvastatina resultou de pequena modificacio na formula estrutural da
lovastatina (adi¢do de radical metila). A lovastatina e a sinvastatina s3o lipossolaveis, ao
passo que a pravastatina € hidrossolivel, particularidade que confere diferengas em relacio

a farmacocinética destas drogas.
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PRAVASTATINA

Figura 3- Estrutura quimica da lovastatina, sinvastatina e ravastatina.

As estatinas sdo absorvidas no intestino e sio metabolizadas pelo citocromo

P450 em células hepaticas (SHITARA & SUGIYAMA, 2006).

O mecanismo de agdo das estatinas para a redugdo dos niveis plasmatico de
colesterol se deve a inibigdo da enzima HMG-CoA redutase, impedindo a transformagio do
HMG-CoA em acido mevalénico, etapa chave para a sintese do colesterol (Figura 4). Esta
inibicdo €  reversivel e  competitiva com o  substrato HMG-CoA
(MCTAGGART et al,, 2001).
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Figura 4- Mecanismo de agfio das estatinas na via de sintese do colesterol.

As estatinas sdo geralmente bem toleradas, mas efeitos adversos sdo descritos,
os quais compreendem danos a fungo hepatica, misculo esquelético e nervos periféricos
{(MUSCARI et al,, 2002). A miopatia € o efeito adverso mais relatado (ROSENSON, 2004)
sendo um processo dose-dependente. A incidéncia de miopatia aumenta até cinco vezes
(~0,3 a ~1,5%) (JACOBSON, 2004) quando certas estatinas {lovastatina, simvastatina,
atorvastatina) sfo co-administradas com outros medicamentos como fibratos
(OMAR & WILSON, 2002), bloqueadores de canais de calcio (LEWIN et al., 2002),
agentes antifingicos (SKAUKAT et al., 2003), drogas antiretrovirais como os inibidores de
protease (FICHTENBAUM et al, 2002) e combinagbes destas e outras drogas. Q
mecanismo que estatinas induzem miopatia ainda nfio é muito claro, mas parece estar
relacionado com alteragBes de membranas celulares e inibi¢io de formagio de substincias
importantes para o metabolismo celular e mitocondrial como a ubiquinona
(BLIZNAKOY et al, 2002; ROSENSON, 2004).
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QOutros efeitos de protegfio das estatinas n3o hipolipemiantes, coletivamente
chamados de pleiotropicos tém sido descritos, Estes efeitos parecem ser consegiiéncia de
uma menor ativagdo de algumas proteinas que interferem em virias e importantes vias de
sinalizagdo celular, relacionadas a genes que condicionam a sintese de citocinas
inflamatorias, fatores de coagulagiio, ou relacionados a maior expressdo de 6xido nitrico.
Assim, a redu¢do de mevalonato determina menor ativagio das proteinas Ras e Rho,
promovendo efeitos antiinflamatérios, melthor balango da hemostasia e recuperagio da
vasorreatividade dependente do endotélio (FUTTERMAN & LEMBERG, 2004:
LIAQ, 2002).
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2- OBJETIVOS
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Em estudos prévios demonstramos que na condigio de hipercoiesterolemia
genética as mitocOndrias sdo mais susceptiveis ao estresse oxidativo e a abertura do poro de

transicdo de permeabilidade mitocondrial. Neste trabalho nossos objetivos especificos

foram:

1) Caracterizar 0 mecanismo bioquimico de estresse oxidativo em mitocdndrias

isoladas de camundongos hipercolesterolémicos (LDLR™);

2) Verificar o efeito do tratamento da hipercolesterolemia por lovastatina, assim
como o efeito in vitro de lovastatina, sinvastatina e pravastatina sobre a

bioenergética mitocondrial.
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3- MATERIAIS E METODOS
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Reagentes

Lovastatina, sinvastatina e pravastatina foram adquiridas da Galena Quimica e
Farmacéutica Ltda (SP, Brazil). Todos os outros reagentes utilizados nos experimentos com
mitocOndrias isoladas foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA),
Cultilab (Campinas, Brasil) ou da Molecular Probes (Eugene, OR, USA)

Animais

Camundongos hipercolesterolémicos por inativagio do gene do receptor de
L.DL (LDLR" M), provenientes do laboratorio Jackson (Bar Harbor, ME), foram mantidos no
biotério do Departamento de Fisiologia e Biofisica, UNICAMP. Como controle foram
usados camundongos selvagens C57BI6, a linhagem parental do “knock out” do receptor de
LDL, adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigagio Biologica (CEMIB),
UNICAMP.

Nos experimentos relacionados ao efeito das estatinas em mitocondrias isoladas
foram utilizados ratos adultos Wistar, provenientes do CEMIB, da UNICAMP. Os

camundongos tiveram acesso a dieta padrac (Nuvital CR1, PR, Brasil) e dgua a vontade.

Os ratos e camundongos foram criados e mantidos em sala climatizada em
22 + 2°C com ciclo clarc-escuro de 12 horas. Machos e f8meas de 4 a 6 meses de idade

foram utilizados neste estudo.

Desagem de colesterol

Amostras de sangue dos camundongos em jejum por 12 horas foram colhidas
do plexo retro-orbital de camundongos anestesiados (cetamina 50 mg/kg, Parke-Davis e
xilazina 16mg/kg, Bayer) usando tubos heparinizados. Colesterol total foi determinado no
plasma usando método enzimético colorimétrico (Merck, Alemanha) de acordo com o

manual do fabricante.
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Tratamento com Lovastatina

Lovastatina ou placebo (goma arabica 2%, veiculo para a lovastatina) foram
administrados diariamente através de gavagem oral, na dose de 100 mg/kg de peso corporal
(Bisgaier et al., 1997), durante 15 dias.

Isolamento de mitocondrias de figado e misculo

Mitocondrias de figado foram isoladas de ratos ou camundongos adultos
utilizando-se a técnica de centrifugagio diferencial, segundo SCHNEIDER ¢ HOGEBOOM
(1951), apds jejum de 12 h. O figado, retirado apoés a morte do animal por concussio
cerebral, foi lavado em solugfo de sacarose 250 mM contendo tampdo 10 mM de HEPES
pH 7.2 ¢ EGTA 0,5 mM, picado com tesoura e homogeneizado em homogeneizador
Potter-Elvehjem. O material foi centrifugado a 2500 x g por 10 minutos. O sobrenadante
resultante foi centrifugado durante 10 minutos a 8000 x g sendo a fase lipidica superior
retirada com pipeta Pasteur. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em
solugdio de sacarose 250 mM, HEPES 5 mM, pH 7,2 ¢ EGTA 0,3 mM, e novamente
centrifugado como a condigdo anterior. A fragdo mitocondrial foi ressuspensa na mesma
solugio sendo que isenta de EGTA, numa concentragiio de aproximadamente 80 mg de

proteina por mililitro de suspensio mitocondrial.

MitocOndrias de musculo foram isoladas a partir de masculo esquelético de
camundongos adultos. Apés a dissecagdo do animal, os musculos foram picados e
homogenizados em solu¢do contendo sacarose 100 mM, K,HPO, 1 mM, EGTA 0,5 mM,
BSA 0,2 %, e tampé&o de Tris-HCl 5 mM, pH 7,4, seguido por uma série de centrifugacdes
diferenciais (TONKONOGI & SALMIN, 1997). A fragio mitocondrial final foi
ressuspensa em solugdio de manitol 0,2 M, sacarose 0,1 M e Tris-HC1 5 mM, pH 7,4

Dosagem de proteina

A concentragio de proteina das suspensdes mitocondriais foi determinada pelo
método de biureto (GORNALL et al, 1949), modificado pela adicio de colato 1%
(KAPLAN & PEDERSEN, 1983). O principio do método baseia-se na determinacdo da
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concentracio de ligagBes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo
cobre-nitrogénic. Este complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm. A
absorbancia foi considerada diretamente proporcional a concentragdo de proteina na

solucio analisada, onde uma solugio de BSA a 1% foi utilizada como padrio.

Condicdes experimentais

Os experimentos com mitocdndrias isoladas foram realizados a 30°C em meio
de reagfio padrdo contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, K,HPO4 2 mM, MgCla 1 mM e
HEPES 10 mM, pH 7,2. Como substrato respiratorio foram utilizados 5 mM de Succinato
de potassio ou 5 mM de malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato. Nos experimentos
que avaliaram o efeito das estatinas sobre a abertura do poro de transi¢do de permeabilidade
mitocondrial foram adicionados ao meio de reagdo padriio rotenona 2 pM, cloreto de calcio

30 uM, e succinato de potdssio 5 mM. Outros reagentes adicionados estfo indicados nas

figuras.

Consumo de oxigénio mitecondrial

O consumo de oxigénio por mitocdndrias foi medido utilizando-se um eletrodo
do tipo Clark (Yellow Springs Instrument Co.} conectade a um oxigrafo Gilson, em uma
cdmara de vidro de 1,7 ml equipada com agitador magnético. A concentragiio de oxigénio
inicial no meio de reagiio ¢ de 225 nmol/ml, na condi¢do experimental utilizada
(ROBINSON & COOPER, 1970).

Determinacic do conteiide de grupos tidlicos

A suspensdo mitocondrial foi incubada em meio de reacfio padrio durante
10 minutos, em seguida foi submetida a 3 processos de congelamento/ descongelamento em

nitrogénio liquido para a liberagdo de proteinas da matriz. Apés, o material foi centrifugado
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a 10.000 rpm por 2 minutos. O sedimento foi tratado com 200 ul de acido tricloroacético
6,5 % e centrigugado a 10.000 rpm por 2 minutos. O sedimento final foi ressuspenso em
1 ml de solugdo contendo DTNB 100 uM, EGTA 0,5 uM e Tris-HC1 05 M, pH 83. A

absor¢fo foi mensurada a 412 nm, usando cisteina para calibragio.

Determinacio do estado redox de NAD(P)

A oxidagio ou redugio de NAD(P) nas suspensdes mitocondriais foram
acompanhadas em um espectrofluorimetro Hitachi F-4010 (Hitachi, Ltd., Tokyo, Japio)
operando nos comprimentos de onda de excitagio e emissio de 366 e 450 nm,

respectivamente.

Niveis de GSH ¢ GSSG

Os niveis de GSH e GSSG nas mitocOndrias foram determinados
espectrofluorimetricamente usando-se o-ftaldeido (OPT) como indicador (HISSIN &
HILF, 1976).

Determinacio da producio de O,

A producio de superdxido pelas mitocdndrias  foi  monitorada
fluorimetricamente, incubando-se, em meio de reagio padrio, a suspensdo mitocondrial
(0,5 mg/ml) na presenca do marcador hidroetidina (5 uM), o qual ¢ oxidado por O, a um
produto fluorescente, utilizando-se 470 e 585 nm, para excitagio e emisséo,

respectivamente.

Determinacio da producio de H,0,

A liberacio de H0O; por mitocdndrias foi determiada flucrimetricamente
utilizando Amplex red 10 uM (Molecular Probes, Eugene, OR) que ¢ um substrato cuja

oxidagdo por H,O; ¢ catalisada por peroxidase de raiz forte (HRP). A sua oxidagdo produz
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resofurina que € fluorescente (comprimenios de onda de excitagdo e emissio de 563 ¢ 587
nm, respectivamente), o que permite determinar a velocidade de produgdo de H.O»
(VOTYAKOVA & REYNOLDS, 2001).

Determinacio do potencial elétrico de membrana mitocondrial com eletrodo de TPP*

O potencial elétrico (Ay) de membrana foi determinado a partir da distribui¢io
do cation lipofilico tetrafenilfosfonio (TPP") entre o meio de reagdo e a matriz
mitocondrial, com eletrodo especifico construido no Laboratério de Bioenergética,
Departamento  de  Patologia  Clinica, FCM-UNICAMP, de acordo com
KAMO, et al (1979} Neste eletrodo utiliza-se uma membrana de cloreto de polivinila
(PVC) contendo tetrafenilborato (TPB") como trocador de ions. Esta membrana foi
preparada adicionando-se 3,0 ml de tetrafenilborato de sodio 10 mM (dissolvidos em
tetrahidrofurano) a 10,0 ml de tetrahidrofurano contendo 0,5 g de cloreto de polivinila e
1,5 ml de dioctilftalato. A solugdo final foi colocada em placa de Petri de 60 cm® de area e
o solvente evaporado lentamente i temperatura ambiente. A membrana assim obtida ¢
transparente e possui de 0,15 a 0,20 cm de espessura. Um fragmento desta membrana foi
colado, com o uso de tetrahidrofurano, 4 extremidade de um tubo de PVC (3,5 cm de
comprimento/0,5 cm de didmetro) que, por sua vez, foi preenchido com TPP™ 1,0 mM
([TPP"];s). Este eletrodo de TPP' foi conectado a um eletrodo de referéncia. Este eletrodo
foi preparado a partir de um tubo de PVC, no qual uma das extremidades foi fechada com
uma pequena camada de resina epOxi € preenchido com solugio de KCI 3,0 M. As
concentra¢des de TPP" no meio de reacfio foram monitoradas continuamente e os valores

de Ay calculados através da equagio:
Ay =23RT/Flog v/V - 2,3 RT/F log (10 "*2RT _ 1)

onde v representa o volume mitocondral por mg de proteina, considerado 1.4 pul
(KAMO et al,1979), V o volume do meio de incubacio e AE o potencial do eletrodo
fornecido pelo gradiente de concentragio de TPP™ ([TPP']/[TPP'L.) através da

membrana, sendo que [TPP '], refere-se & concentragio de TPP* no meio de reacio. Esta
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equagio é derivada assumindo-se que a distribuigio de TPP” entre as mitocondrias e o meio
segue a equacio de Nernst (MURATSUGU et al, 1977). Entretanto, uma quantidade
significativa de TPP" se liga as membranas mitocondriais (JENSEN et al., 1986) e os

valores de potencial elétrico obtidos foram corrigidos utilizando-se a equagio:
Ay = (Av eletrodo - 66,16 mV)/0,92

Os sinais do eletrodo (AE) foram guantificados com o auxilio de uma curva de
calibragio construida com adi¢des conhecidas de TPP™ ao meio de reacio (normalmente
contendo substrato e 0,2 mM de fosfato). Os experimentos foram iniciados pela adigio de
1 mg proteina mitocondrial/ml do meio de reagdo e realizados em cimara de vidro
termostatizada (30°C), com agitagio magnética, e eletrodo acoplado a um registrador

potenciométrico (Kipp & Zonen, modelo BD121).

Suspensio mitocondrial (1 mg/ml) foi incubada em meio de reagio padrio
contendo TPP™ 3 uM. A concentragéio de TPP" no meio extramitocondrial foi monitorada

continuamente com o eletrodo de ion seletivo.

Determinacic do potencial elétrico de membrana mitocondrial pelo método da

Safranina O

A medida do potencial de membrana mitocondrial também foi feita
fluorimetricamente usando-se o indicador safranina O, que se adsorve 3 membrana de
mitocOndrias energizadas. Esta adsorgio € seguida de alteragio do espectro de
fluorescéncia da safranina na faixa de 495 a 586 nm, para excitagio e emissio,
respectivamente. Nestas condigdes, as diferencas de fluorescéncia nos comprimentos
495 - 586 sdo proporcionais a amplitude do potencial até valores de aproximadamente
170 mV (AKERMAN & WIKSTROM, 1976). Ay foi calculado de acordo com
AKERMAN & WIKSTRON (1976) utilizando-se de uma curva de calibrago feita pela
titulagdo do potencial de membrana mitocondrial com a captagio de potassio (K) na

presenga de valinomicina, em meio de reagiio isento de K e contendo sacarose 250 mM,
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HEPES de sodio 20 mM pH 7,2, MgCl 1,0 mM, rotenona 4,0 uM, EGTA 0,5 mM,
succinato 5,0 mM e valinomicina 0,06 ug/ml. Foram realizadas adigbes sucessivas de KCl,
seguidas de uma adiggo de nigericina 0,15 pg/mi. Os valores de potencial de membrana

foram calculados utilizando-se a equacdo de Nerst, considerando-se a concentragéo
intramitocondrial inicial de K™ igual a 120 mM.

Medida de inchamento mitocondrial

As suspensdes mitocondniais sdo turvas e espalham a luz incidente. A luz
espalhada é uma fun¢fio da diferenga entre o indice de refragio da matriz e do meio, e,
qualquer processo que diminua esta diferenca ir4 diminuir a luz espalhada e aumentar a
transmitdncia (NICHOLLS E AKERMAN, 1982). Assim, um aumento no volume da
matriz mitocondral, associado com a entrada de solutos permeaveis, resulta numa
aproximacdo entre o indice de refragiio da matriz e do meio de reagio com a conseqiiente
diminui¢do da luz espalhada. Esta propriedade das mitocdndrias fornece um método
qualitativo simples para se estudar o fluxo de solutos através da membrana mitocondrial
interna. As mitoc6ndnias sfio ideais 3 aplicagdo desta técnica porque sua matriz pode sofrer
grandes variagdes de volume, ja que a membrana interna sofre apenas desdobramento de
suas pregas. O acompanhamento espectrofotométrico da redugiio da absorbancia aparente a
520 nm (MACEDO et al, 1988) foi feito em um espectrofotémetro.

Estimativa de atividade do sistema Glutationa Peroxidase/Redutase.

As mitocondrias {1 mg/ml) foram lisadas pela adigdo de 0,1 % de
triton X - 100 em meio de reagdo padrio acrescido de GSH 500 uM e NADPH 100 uM. Na
seqiiéncia t-BOOH 0,5 mM foi adicionado. A estimativa de atividade do sistema GPx/GR
foi feita em fungZo da velocidade de oxidagio do NADPH, medida fluorimetricamente.
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Determinacie do conteido de grupos carbonilas

Grupos carbonilas foram determinados espectrofotometricamente, através da
reagdo com dinitrofenolhidrazina (SCHILDE et al., 1997). Amostras de homogenato de
figado (5 mg/ml) foram tratadas com dinitrofenilhidrazina 10 mM em solugio de
HCI 2,5 M, por uma hora a temperatura ambiente. A reacdio foi interrompida pela adigio de
TCA 20 %. Apos o material foi centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. O sedimento
obtido foi lavado duas vezes com solucdio de etanol absoluto/acetato de etila (1:1) para
remover a dinitrofenilhidrazina livre e lipideos contaminantes. O sedimento final foi
dissolvido em 1,5 ml de hidrocloreto de guanidina 6 M e incubado por 10 minutos a 37°C
com agitac@c esporadica. A absorco foi mensurada a 370 nm. O contetdo de carbonilas foi
calculado usando o coeficiente de absortividade da dinitrofenilhidrazina (22000/M.cm) e

expresso em nmol de carbonilas/mg de proteina.

Determinacio do contetido de isocitrato e seus precursores

A suspensfio mitocondrial (10 mg/ml) foi adicionada em solugio contendo
MgCl; 2 mM, triton X-100 0,5 %, NADP™ 2 mM e tampéo Tris 40 mM, pH 7,4. Apos a
homogenizacao foi adicionado NADP-isocitrato desidrogenase (5 ug). A concentragio de
isocitrato ¢ seus precursores foi estimada através da produgdo de NADPH, medida
fluorimetricamente. Para andlise de linearidade e correlagdio entre as concentracbes de
NADPH e isocitrato, foi realizada uma curva de calibragdo com concentracdes conhecidas

de 1socitrato.

Andlises estatisticas

Os dados sdo apresentados como média = dpm. O “n” se refere ao namero de
experimentos realizados com preparagdes biologicas independentes. As analises estatisticas
foram feitas usando ANOV A para comparagdes multiplas, seguida pelo pos teste de Tukey
e teste 7 de Student para comparaciio de 2 médias. p < 0.05 foi considerado significante.
Todas as figuras apresentadas nos resutados s3o representativas de pelo menos trés

experimentos independentes.
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PARTE I- CARACTERIZACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO MITOCONDRIAL
EM CAMUNDONGOS HIPERCOLESTEROLEMICOS POR DEFICIENCIA NO
RECEPTOR DE LDL (LDLR™)

Catalase inibe a oxidagfio espontinea de NAD(P)H em mitocondrias de figado de

camundongos LDLR"

Resultados recentes de nosso laboratérioc mostraram que mitocdndrias isoladas
de figado de camundongos LDLR™ apresentam uma maior susceptibilidade & condi¢go de
transicio de permeabilidade mitocondrial induzida por Ca®* quando comparadas as de
animais controles {(normocolesterolémicos). Esta maior susceptibilidade parece ser
conseqiiéncia da baixa capacidade destas organelas em manter o poder redutor da matriz
mitocondrial na forma de NADPH (OLIVEIRA et al,, 2005). Uma vez que o NADPH ¢
consumido no processo de detoxificagio de EROs na mitocOndria, investigamos se a
suplementagdo do meio de reac¢do com catalase interferiria no processo de oxidacio
espontinea de NAD(P)H observado nas mitocdndrias isoladas de figado de camundongos

hipercolesterolémicos.

A Figura 5 mostra que quando as mitocOndrias isoladas de figado de
camundongos LDLR™ foram incubadas na presenca de 1 uM de catalase o processo de
oxidaglo espontinea de NAD(P)H foi completamente inibido. Este resultado indica que o
consumo de NAD(P)H observado nestas condigBes estd relacionado & detoxificagdo do
H0,.
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Figura 5- Efeito da catalase sobre a oxidagio de NAD(P)H em mitocéndrias isoladas de camundongos
LDLR™. MFC (1,0 mg/mL) foram adicionadas ao meio de reagdo padrfio acrescido de EGTA
100 uM. Linha a: representa mitocondrias isoladas de camundongos controles, /inka b:
mitocdndrias de canmndongos LDLR™, e linka c: mitocdndrias de camundonge ~ ™R’ na
presenga de catalase 1 pM. Onde indicado foi adicionado isocitrato 1 mM.

Mitocondrias de camundongos LDLR™ liberam maior quantidade de H,0,, mas

apresentam geracio similar de O,"

Uma vez que a adigio de catalase ao meio de reagio inibiu a oxidacio de
NAD(P)H em mitocondrias de camundongos hipercolesterolémicos, nés partimos com o
intuito de verificar se havia maior geragio de EROs por mitocondrias isoladas de figado
destes camundongos. Na Figura 6 observa-se que na auséncia de Ca®” (com adi¢io de

EGTA 100 pM 20 meio de reagdo) ndo hi diferenga significativa na produgio de radical
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superdxido entre mitocondrias de camundongos controles e hipercolesterolémicos. Em
contraste, nas mesmas condi¢des experimentais, observou-se uma deteccio 20% + 0.5%
(n =35 p < 0,05) maior de H;O; em mitocOndrias de figado de camundongos
hipercolesterolémicos quando comparado a controles (Figura 7, linha a e b). Isto foi
revertido pela suplementagdio do meio de reagio com isocitrato 1 mM e rotenona 1 uM

(Figura 7, linha ), que restauram o poder redutor mitocondrial.

" 2 min

Figura. 6~ Geragdo de superéxido por mitocéndrias de figade de camundongos controles ¢ LDLR™,
MFC (0,5 mg/mL) foram adicionadas ao meio de reago padrio acrescido de EGTA 100 uM ¢
hidroetidina 5 pM. Linka a: representa mitocndrias isoladas de camundongos controles e linka
b: representa mitocndrias isoladas de camundongos LDLR™.
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Figura 7- Liberagiio de peréxido de hidrogénio (H,0,) por mitocondrias de camundongos controles e
LDLR”. MFC (0,5 mg/mL) foram adicionadas ao meio de reacio padriio acrescido de EGTA
100 pM,  Amplex 10 pM ¢ HRP 1 U/ml. Linka a: tepresenta mitocOndrias isoladas de
camundongos hipercolesterolémicos, /inka b: mitocdndrias isoladas de camundongos controles,
linha c¢: mitocdndrias de camundongos hipercolesterolémicos incubadas na presenca de
isocitrato 1 mM e rotenona 1 M, linka d: mitocOndrias de camundongos controles incubadas na

presenca de isocitrato 1 mM e rotenona 1 pM.

Atividade do sistema glutationa peroxidase/redutase (GPx/GR) em mitocondrias de

camundongos LDLR™ e controles

Uma vez que foi detectada maior producio de H,O; por mitocondrias de figado
de animais hipercolesterolémicos, sem, no entanto, se verificar diferencas na produgio de
superoxido nestas mitocondrias, investigamos possiveis diferencas na atividade do sistema
antioxidante mitocondrial GPx/GR dos animais controles e LDLR”". Para tanto, elaboramos

um protocolo para estimativa da atividade da glutationa peroxidase e glutationa redutase em
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mitocondrias, como descriio a seguir: adicionou-se ao meio de rea¢io um excesso de GSH
(500 uM) e de NADPH (100 pM) e um extrato lisado, pela adi¢io de tfriton X-100, de
mitocondrias de camundongos controles ou hipercolesterolémicos, o qual continha as
enzimas do sistema antioxidante mitocondrial. A seguir acrescentou-se -butithidroperdxido
(+-BOOH), o qual é detoxificado pela glutationa peroxidase, num processo que leva a
oxidagio da giutationa. A forma oxidada da glutationa pode ser novamente reduzida pela

glutationa redutase, levando a oxidagio de NADPH, conforme esquematizado abaixo:

-BOH GSSG NADPH

glutatfona glutationa
peroxidase redufase

£BOOH GSH NADP’

Assim a estimativa da atividade do sistema glutationa peroxidase e glutationa
redutase em mitocondrias de camundongos controles ou hipercolesterolémicos foi feita em
funcdo da velocidade de oxidagio de NADPH, monitorada pelo decréscimo da
fluorescéncia deste nucleotideo em fungio do tempo. Conforme se pode observar na Figura
8, encontrou-se uma tendéncia de diminui¢3o da atividade de glutationa peroxidase e
redutase nas mitocondrias isoladas de figado de camundongos LDLR™. Para as
mitocéndrias de figado de camundongos controle a taxa média de oxidag¢ioc de NADPH foi
de 34,54 + 1,58 nmol de NADPH/mg de proteina/min e para 0 LDLR™ foi de 30,98 + 2,52
nmol de NADPH/mg de proteina/min (n = 4, p = 0,078).
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Figura 8- Estimativa da atividade do sistema glutationa peroxidade e redutase em mitocondrias
isoladas de camundongos LDLR™. MFC (1.0 mg/mL.} foram adicionadas ao meio de reagdo
padrio contendo NADPH 100 pM, GSH 500 uM, triton x-100 0,1% ¢ +-BOOH 0,5 mM, sendo
que a linha c representa a incubago feita na presenca de mitocdndrias isoladas de camundongos
LDLR™ ¢ a linha d mitocOndrias isoladas de camundongos controles. A linka a representa a
incubagdo de TBOOH 0,5 mM no meio de reagdo na auséneia de mitocdndrias e a Jinka b
incubacio de mitocdndrias na anséncia de +~-BOOH.
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Razio GSH/GSSG

Controle LDLR™ Controle + Iso  LDLR™ + Iso

Figura 9- A razio GSH/GSSG ¢ menor em mitocondrias de camundongos LDLR” quando
comparada a de camundongos controles, MFC (0,5 mg/mL) foram adicionadas ao meio de
reagio padrio, na presenga (barras em vermelho) ou auséneia (barras em preto) de isocitrato
1 mM e rotenona 1 pM (Iso). Apés 10 minutos de incubagdo foi retirado uma aliquota da
mistura para dosagem de GSH e GSSG, conforme descrito em Materiais ¢ Métodos.
* significativamente diferente do controle (p< 0,05).

Apesar de ndo detectarmos diferenca signifcativa de atividade enzimatica no
sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase, inferimos que o balance GSH/GSSG
poderia estar alterado em mitocondrias de figado de camundongos LDLR™, uma vez que
estas mitocOndrias apresentam baixa capacidade em manter o conteido de NADPH no
estado reduzido. Como esperado, pode-se observar na Figura 9 que mitocdndrias de
camundongos LDLR™ apresentaram uma diminuig@o de 30% na razio GSH/GSSG quando
comparada a de mitocOndrias de animais controles. Nota-se ainda na Figura 9 que essa
diferenca na razio GSH/GSSG € eliminada quando as mitocOndrias sio pré-incubados na

presenca de rotenona 1 pM e isocitrato 1 mM.
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Mitocondrias de figado de camundongos hipercolesterolémicos apresentam menor

consumo de oxigénio mantido por substratos endégenos

Para testar se o limitante para inativacgio de EROs em mitocéndrias de
camundongos LDLR™ seria o contetido de substratos respiratérios endogenos ligados ao
NAD(P)H, incubamos mitocOndrias em meio de reago, sem a adigio de substratos
exbgenos, e estimulamos o consumo de O pela adi¢do de ADP 2 mM. Como pode ser
observado na Figura 10A, as mitocOndrias isoladas de figado de camundongos
hipercolesterolémicos apresentaram menor velocidade de respiragiic quando comparadas a
mitocondrias de animais controles (3.20 + 0.15 vs 540 + 0.27 nmol de O/mg de
proteina/min, n = 4, p < 0,05). A adi¢fio de isocitrato a0 meio de reagio levou os dois
grupos a uma mesma velocidade de respira¢io (Figura 10B), o que indica que ambas as

mitocondrias sdo igualmente funcionais.
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Figura 10- Consume de oxigénio mantido por substrates endégenos (Painel A) e com suplementacio
do meio de reacio com isocitrato (Painel B) por mitocéndrias de camundongos LDLR™ e
controles. MFC (2,0 mg/mL) foram adicionadas a0 meio de reagio padrio contendo EGTA
100 yM ¢ ADP 2 mM (Painel A} ou acrescide de isocitrato 1 mM (Painel B). Linha a:
representa mitocOndrias isoladas de camundongos LDLR™ e linha b: mitochndrias de
camundongos controies. As taxas médias de consumo de O, (nmol de Ox/mg de proteina/min)
foram: 3,20 = 0,15 (Painel A, linha g); 5,40 + 0,27 (Paivel A, linha b), 36,50 = 3,02 (Painel B,

linha a); 37,20 + 3,95 (Painel B, /inha b). Apenas no painel A, as taxas de respiragio foram
significativamente diferentes (p < 0.05).
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Conteiido de isocitrato e seus precursores em mitocéndrias de camundongos LDLR” e

controles

Em concordancia com os resultados que mostram um menor consumo de O,
mantido  por  substratos endégenos em  mitocOndrias de  camundongos
hipercolesterolémicos, a Figura 11 demonsira que o contendo de isocitrato e seus
precursores foi menor em mitocéndrias de camundongos LDLR™ (1,40 + 0,19 nmol/mg de

proteina) quando comparadas a mitocondrias controles (2,35 + 0,17 nmol/mg de proteina).

b
I a
N
2 c
= d

IDH 1 min

Figura 11- Conteiido de isocitrato em mitocondrias de camundongos LDLR”. MFC (10.0 mg/ml) de
camundongos LDLR” (@) ou controles b} foram incubadas em meio de reagfio contendo
Triton X-100 0.5%, NADP* 2 mM, e MgCl 2 mM. Isocitrato desidrogenase (IDH) (5 pg) foi
adicionado onde indicado. Linhas (¢) e (d) representam experimentos com mitocdndrias de
camundongos LDLR™ e controles, respectivamente, sem a adigio de IDH. As taxas de
substratos enddgenos (isocitrato e seus precursores) em nmol/mg de proteina foram as
seguintes: 1,40 + 0,19 para LDLR” (@) vs. 2,35 % 0,17 pama o controle (b). Linhas sio
representativas de seis experimentos independentes; (@) e (b) foram significativamente
diferentes, p < 0,05,
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Nivel de oxidacfio protéica foi maior em figado de camundongos LDLR" quando

comparado ao grupo controle

Uma das consegiiéncias do processo de estresse oxidativo celular é a oxidacio
de proteinas, que pode ser estimada pela determinagio de certos compostos, como por
exemplo, grupos carbonilas. A Figura 12 mostra que o nivel de grupos carbonilas ¢é

significativamente maior em figado de camundongos hipercolesterolémicos,
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Figura 12- Concentraciio de grupos carbonilas em homogenato de figado de camundongos LDLR" e
controles. Homogenato de figado de camundongos (5 mg/ml) foi submetido a ensaio
quimico para determinacio de grupos carbonila, conforme descrito em Materiais ¢ Métodos.
* p < 0,05 quando comparado o grupo controle com o LDLR™.
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PARTE II- EFEITO DO TRATAMENTO COM ESTATINAS SOBRE A FUNCAOQ
MITOCONDRIAL

Niveis de colesterol plasmatico e respiracio mitocondrial em camundongos

hipercolesterolémicos tratados com estatinas

Quando tratados com lovastatina (100 mg/kg), durante quinze, dias
camundongos LDLR™ tiveram uma redugiio de 20 % no teor de colesterol plasmatico total
(390 + 22 versus 308 + 19 mg/ dl, p<0,05 ~ Figura 13). O controle respiratéric (CR.) ¢ a
razdo ADP/O (eficiéncia de fosforilagdo) foram essencialmente similares nas mitocéndrias

isoladas de figado de camundongos LDLR™" tratados ou ndio com lovastatina (Tabela 1).
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Figura 13- Concentragiio plasmética de colesterol em camundonges LDLR” antes ¢ apés o

tratamento com lovastatina, n = 10, * p < 0,05 quando comparado o grupo LDLR” com o
LDLR™ tratado.
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Tabela 1- Controle respiratério (CR) e fosforilagio oxidativa (ADP/O) em
mitocéndrias de figado de camundongos LDLR™ tratados ou nio com
lovastatina. Mitocondrias de figado de camundongos 0.5 mg/ml foram
adicionadas ao meio de reagdio padrio acrescido de EGTA 0,1 mM na
presenca de  substratos ligados ao NAD (malato + glutamato +
o-cetoglutarato + piruvato) 5 mM. O estado 3 da respiragdo foi iniciado pela
adicio de 200 nmols ADP/mg proteina. Dados mostrados como

média = dp,n=3.

“Grupos RC ADP/O
LDLR™ 43440779 2.51+0,34
LDLR” TRATADO 4,45+ 0,64 232+025

Queda de potencial elétrico de membrana (A¥) e inchamento induzido pelo Ca® em
mitocodndrias isoladas de camundongos controles e LDLR”, tratades eu niio com

lovastatina

O processo de TPM foi investigado em camundongos controles e
hipercolesterolémicos, tratados ou ndo com lovastatina. A Figura 14 mostra que
mitocdndrias isoladas de figado de camundongos controles (finha a) restabeleceram o
potencial de membrana apds quatro adigBes seqlienciais de Ca®" (25 nmol/ mg de proteina),
ja as mitocdndrias de camundongos hipercolesterolémicos apresentaram baixa capacidade
de sustentar o AY apos a terceira adigdo de Ca®’ (75 nmol) e perderam o AV
irreversivelmente apos a quarta adigdo de Ca®* (100 nmol). Estes resultados estdo de acordo
com dados prévios do nosso grupo, indicando que as mitocOndrias de camundongos
hipercolesterolémicos sdo mais suscetiveis 8 TPM (OLIVEIRA et al,, 2005). A Figura 15
mostra o efeito de uma Gnica adigfio de Ca®* (100 nmol/mg de proteina); as mitocondrias
isoladas de camundongos controles mantiveram o AY apds o acimulo de calcio (Fig. 15,
linha a), enquanto as mitocondrias de camundongos hipercolesterolémicos apresentaram

queda do AY (Fig.15, linha b). Surpreendentemente, o tratamento com lovastatina tornou
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as mitocOndrias isoladas de camundongos hipercolesterolémicos mais sensiveis ao colapso

do potencial induzido por calcio (Fig. 15, linha c¢).

Uma caracteristica de mitocdndrias que sofrem transi¢io de permeabilidade
mitocondrial ¢ a formagio de um poro ndo-seletivo permeavel a cations, Anions e
macromoléculas de até 1,4 kDa (KOWALTOWSKI et al., 1996A) o que causa inchamento
mitocondrial. Este inchamento ¢ traduzido em diminui¢do da turbidez da suspensio
mitocondrial e pode ser acompanhado pela diminuig8o da absorbéancia no comprimento de
onda de 520 nm. Os experimentos representados na Figura 16 mostram que mitocdndrias
isoladas de figado de animais hipercolesterolémicos tratados com lovastatina (Fig. 16, linha
d) incubadas em meio padrio contendo 100 uM de Ca*" sofreram inchamento mais rapido
quando comparadas com mitocondrias de animais hipercolesterolémicos nfio tratados
(Fig. 16, lnha b). Notadamente, as mitocondrias isoladas de camundongos
normocolesterolémicos tratados com lovastatina (Fig. 16, Iinha c) também foram mais
susceptiveis ao inchamento induzido pelo Ca®* que mitocondrias isoladas de controles nio

tratados (Fig. 16, /inha a).
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Figura 14- Mudangas no AY induzidas por adicdes seqiienciais de Ca’* em mitocondrias de figado de
camundongos controles e LDLR™. MFC (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reagdo
padro contendo 3 pM TPP*. Adigdes de Ca®* (25 mmol/mg de proteina) foram realizados onde
indicado. Tragos representam mitocOndrias de figado isoladas a partir de: controles -
camundongos C57BI6 (finha a) ¢ camundongos hipercolesterolémicos (Jinka b). A figura ¢
representativa de trés experimentos independentes, realizados em duplicata. AY em 12 min foi
igoal a 146,0 mV £ 2,8 para o camundongo controle (/inka o) vs. totalmente colapsado para o
camundongo hipercolesterolémico {/inha b), p<0,001.
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Figura 15- Efeito de tratamento com lovastatina, in vivo, sobre a perda de potencial
transmembrinico mitocondrial induzido per Ca**. MFC (0,5 mg/ml) foram adicionadas
ao meio de reacdo padrio acrescido de 5 1M de safranina. Ca®” 100 pM ¢ FCCP 1 uM foram
adicionados onde indicado. Tragos representam mitocdndrias de figado isoladas a partir de:
camundongos controles (/inha a), camundongos hipercolesterolémicos (linha b) e
camundongos hipercolesterolémicos tratados com lovastatina (finka ¢). A figua €
representativa de seis experimentos independentes realizados em duplicata. AY em 5 min foi

ignal a 146,0 mV = 2.8 (linha a) vs. 141,0 mV + 1.8 (linha b), e totalmente colapsado
(linha c), p<0,001.
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Figura 16- Efeito do tratamento com lovastatina, in vive, sobre o inchamento mitocondrial induzido
por Ca**. MFC (0.5 mg/ml) foram adicionadas ao meio de reagio padrdo ¢ Ca®* 100 uM foi
adicionado onde indicado. Tragos representam mitocdndrias de figado isoladas a partir de:
camundongos controles (/inha @), camundongos hipercolesterolémicos (Jinha b), carmmdongos
controles tratados com lovastatina (linha ¢) e cammndongos hipercolesterolémicos tratados com
lovastatina (linha d). A figura ¢ representativa de seis experimentos independentes, realizados
em duphicata. A absorbincia em 5 minmtos foi de: 1,481 = 0,028 (linha a), 1,255 % 0,046
(Yinha B} € 0,953 £ 0,063 (linha d), p<0,001,
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Queda do potencial elétrico de membrana e inchamento mitocondrial induzido pela

lovastatina in vitro

Para checar se os efeitos da lovastatina /n vivo seriam uma conseqiiéncia da
ag3o direta deste farmaco sobre a mitocondria, nds conduzimos experimentos ir vitro,
utilizando mitocdndrias isoladas de camundongos ou ratos. Conforme pode ser observado
nas Figuras 17 ¢ 18, a adi¢do de lovastatina ao meio de incubagdo promoveu colapso do A¥
em mitocondrias de musculo (Fig. 17, linha b) e de figado (Fig. 18, lirha b) de
camundongos controles. O mesmo efeito, observado em mitocdndrias de camundongos, foi
constatado em mitocdndrias de ratos: lovastatina promoveu queda do AY (Fig. 19, linha b)
e inchamento mitocondrial (Fig. 20, linrhas b-f). Esses efeitos da lovastatina foram inibidos
pela ciclosporina A (Figs. 17, 18 e 19: linha c; Fig. 20: linha g), um inibidor de ciclofilina,
que previne a abertura do poro de transi¢io de permeabilidade mitocondrial. O experimento
mostrado na Figura 20 revela que o inchamento mitocondrial induzido pela lovastatina é
dose-dependente, na faixa de 10 - 80 pM (linhas b-f). Desde que mitocdndrias de
camundongos e ratos responderam a agdo da lovastatina de forma similar, nds realizamos

os experimentos seguintes utilizando mitocéndrias de figado de ratos.
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Figura 17- Lovastatina induz a perda do potencial de membrana em mitocondrias isoladas de
masculo de camundonges. MMC (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reagio padrio
contendo substratos ligados a0 NAD" (a-~cetoglutarato, piruvato, malato e glutamato) 5 mM e
safranina 5 pM (linha &), mais lovastatina 40 yM (/inha b) acrescido de 1 pM de ciclosporina
A (linha ¢). FCCP 1 pM foi adicionado onde indicado. A figura é representativa de trés
experimentos independentes, realizados em duplicata. A¥ em 7 min foi: 154,0 mV + 3,1
(linka a), vs. 99,0 mV = 5.0 (linka b), ou 166,0 mV + 4,1 (linha c), p<0,001.
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Lovastatina FCCP
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Figura 18- Colapso do potencial de membrana induzido pela lovastatina, in vitro, em mitocéndrias de
figado de camundongos. MFC (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reagio padrdo
contendo safranina 5 uM (/inka a), mais lovastatina 40 uM (/inha b) acrescido de 1 uM de
ciclosporina A (/inha ¢). FCCP 1 pM foi adicionado onde indicado. A figura é Tepresentativa
de trés experimentos independentes, realizados em duplicata. A¥ em 7 min foi de:

169,0 mV £ 3.0 (/inha a) vs. totalmente colapsado (/inha b) , e 1700 mV + 2.7 {inha o),
p<(),001,
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Figura 19- Colapso do potencial de membrana mitocondrial induzido pela lovastatina em
mitocondrias de figado de rato. MFR (0,5 mg/m!) foram incubadas em meio de reagdo
padrdo contendo safranina 5 pM (finka a), mais lovastatina 40 pM (linka b), acrescido de
ciclosporina A 1 pM (linha ¢). FCCP 1 pM foi adicionado onde indicado. A figura é
representativa de dez experimentos independentes, reatizados em duplicata. AY em 7 min foi
de: 1640 mV = 3.9 (linha a) vs. totalmente colapsado {linha b) , ou 1663 mV = 4.1
{linha c), p<0,001.
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Figura 20- Efeito dose-dependente da lovastatina sobre o inchamente mitocondrial. MFR (0,5 mg/ml)
foram incubadas em meio de reagdo padrio contendo: 0, 10, 20, 30, 40 ¢ 80 M de lovastatina,
respectivamente /inhas a-f, ou lovastatina 80 uM acrescido de 1 yM de ciclosporina A ( linha
). A figura ¢ representativa de seis experimentos independentes, realizados em duplicata. A
absorbancia em 8 mimros foi de: 1.453 + 0,040 (linka b), 1,330 = 0,040 (linka ¢),
1,172 £ 0,042 (finha d), 1,119 + 0,018 (lirha ), 1,074 £ 0,049 (lirha f} vs. 1,529 % 0,035
{linha a}, p<0,001,
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DTT, ADP, EGTA e catalase inibem o inchamento mitocondrial induzide pela

lovastatina

O mecanismo pelo qual a lovastatina induz a TPM foi adicionalmente
investigado. A Figura 21 mostra que 0 EGTA (linha c) quelante de Ca*", inibiu totalmente
o inchamento mitocondrial induzido pela lovastatina (limha b), indicando que este
inchamento mitocondrial é Ca’—dependente. O inchamento mitocondrial foi também
prevenido pela presenca de ADP/oligomicina (linha e). A oligomicina foi utilizada para
inibir a fosforilagdo do ADP, o qual se liga bloqueando o translocador de nucleotideos de
adenina, um possivel componente do poro de TPM (HALESTRAP et al,, 1997). A adic¢io
de catalase inibiu parciaimente o inchamento mitocondrial induzido pela lovastatina (finha
d), sugerindo a participagio de H;O- neste processo. Ditiotreitol (DTT, Zinha f}, um redutor
de dissulfeto, também inibiu o inchamento mitocondrial na presenca de lovastatina. O
efeito do DTT sugere que a oxidagdo de grupos tidis de proteinas esta envolvida nesta

permeabilizagio.
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Figura 21- Efeito de EGTA, DTT, ADP e catalase sobre o inchamento mitocondrial induzido pela
lovastatina. MFR (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reacdo padrdao contendo
lovastatina 40 pM (Yinka b) na presencé de: 500 uM EGTA (linha ¢), 2 gM de catalase (Jinha
d), 500 pM‘ de ADP mais 1 pg/ml de oligomicina (/inka €) on 500 pM de ditiotreitol (/inha .
Linha a representa o controle. A figura é representativa de seis experimentos mdependentes,
realizados em duplicata. A absorbincia em 7 minutos foi de: 1,573 = 0,043 (inha a), 1,122 +
0,033 (inha b), 1,625 £ 0,063 (linha ¢), 1470 0,038 (linka d), 1,539 £ 0,033 (linha ¢), 1,566
* 0,038 (linha f). Linha b (lovastatina) diferiu significativamente (p<0,001) dos outros Erupos
(agcdef.
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Lovastatina induz oxidacio de grupos tidlicos de proteinas de membrana

mitocondrial

A participagdo do processo de oxida¢io de grupos tidlicos no mecanismo de
indug@o de TPM pela lovastatina foi examinada através da determinagio do contetido de
grupos —SH de proteinas da membrana mitocondrial. Resultados apresentados na Tabela 2
indicam que hd uma significativa diminui¢do no contetido de —SH, quando a suspensio
mitocondrial € incubada na presenga de lovastatina. Ambos inibidores da TPM, ADP ¢
DTT preveniram a oxidac¢@o de grupos tidlicos. Como esperado e de acordo com resultados
prévios do laboratorio (Bernardes et al., 1994) a ciclosporina A apesar de inibir a abertura

do poro nio inibiu a oxidagio de grupos tidlicos de proteinas.

Tabela 2- Oxidacfio de grupos tidis promovida por lovastatina e Ca>*: prevencio por
ADP e DTT. MFR (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reagio padriio nas
condigdes acima especificadas, durante 10 minutos, a seguir foi retirado uma
aliquota para dosagem de ~SH, conforme descrito em materiais e métodos.
#

p < 0,05 quando comparado lovastatina com outras condi¢des, exceto
lovastatina + CsA (#, p > 0,05).

Ceondicio -SH (nmol/mg proteina)
100 pM EGTA 46 £0.7
Sem adigio 40405
40 pM Lovastatina 18 £0.2%
40 uM Lovastatina + 0.5 mM DTT 44 + 0.4
40 pM Lovastatina + 0.5 mM ADP 38+06
40 uM Lovastatina + 1 pM CsA 19 +04°
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Efeito comparativo de diferentes estatinas sobre o inchamento mitocondrial

A figura 22 mostra que a lovastatina e a sinvastatina (estatinas hidrofébicas)
apresentaram efeitos similares para induzir inchamento mitocondrial (finhas b e ¢), na
presenga de Ca®". Entretanto o efeito da pravastatina (estatina hidrofilica, linha d) foi

significativamente menor.

Estatinas

i

Abs=0.2

2min ' b,c

Figura 22- Efeito comparative da lovastatina, pravastatina e sinvastatina sobre o inchamento
mitocondrial. MFR (0,5 mg/ ml) foram incubadas em meio de reagio padrio contendo
40 pM de lovastatina (finha b), sinvastatina (finha ¢), ou pravastatina (linha d). Linha a
representa o controle, A figura € representativa de seis experimentos independentes,
realizados em duplicata A absorbancia em 7 mimmtos foi de: 1,555 £ 0,042 (linha a),
1,270 + 0,020 (finka b), 1,017 & 0,055 (linka ¢), 1,026 = 0,060 (linha d). Linka a é
significativamente diferente (p<0,001) das outras linhas {b,c.d).
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5- DISCUSSAO
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_ O infarto do miocardio, em conseqiéncia do processo de ateroscierose, € uma
das principais causas de morte nas sociedades ocidentais (LIBBY, 2005), e altas
concentraghes plasmaticas de LDL estdo intimamente relacionadas a este fendmeno.
Numerosos estudos t€m relacionado o excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs)
com a formacfo de lesdes vasculares (ROSS, 1999) através do mecanismo de oxidagiio de
LDL (PATEL et al, 2000), uma das mais consistentes hipOteses para a aterogénese
(STEINBERG, 1993).

As mitocOndrias representam o principal sitio intracelular de geracdo de EROs
e sdo também alvos bioldgicos potenciais destas espécies. Entretanto, a mitocondria possui
um eficiente sistema de defesa antioxidante, assim em condi¢Bes fisiologicas as EROs

geradas s@o detoxificadas por esse sistema.

O aumento na geragdo de EROs e/ou uma redugio no processo de inativagio
destas espécies reativas pelo sistema de defesa antioxidante mitocondrial pode levar a
danos oxidativos na organela, resultando em uma permeabilizacdo ndo especifica da
membrana mitocondrial interna, um fendbmeno conhecido como transicio de
permeabilidade mitocondrial (TPM). A TPM leva ao comprometimento da sintese de ATP
mitocondrial, liberagdo de componentes da matriz, inchamento mitocondrial e consegiiente
ruptura da membrana externa com a liberagio de proteinas pro-apoptdticas do espaco
intermembrana (ZORATI & SZABO, 1995). Varios estudos demonstram que a TPM
representa um passo inicial para a morte celular, tanto por necrose como por apoptose
(POLYAK et al., 1997; KIM et al., 2003; ARGRAUD et al, 2005) |

Recentemente, nosso grupo de pesquisa comecgou a investigar a fungfo
mitocondrial em modelos de hipercolesterolemia, obtendo resultados indicativos de que
mitocdndrias isoladas de figado de camundongos hipercolesterolémicos, por deficiéncia do
receptor de LDL (LDLR™), apresentam maior susceptibilidade 2 TPM. Esta maior
susceptibilidade a TPM ficou evidente pela menor resisténcia destas mitocondrias ao
inchamento e a perda do potencial eletroquimico de membrana mitocondrial induzida pelo
Ca®*. A maior susceptibilidade das mitocondrias de camundongos LDLR™ 4 abertura do
poro de TPM parece estar relacionada a menor capacidade destas mitocondrias em manter o

contetdo de NAD(P)H no estado reduzido (OLIVEIRA et al., 2005).
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No presente trabalho, em continuidade & investigagio da fungdo mitocondrial e
estresse oxidativo em camundongos hipercolesterolémicos LDLR™, nés observamos que a
adi¢io de catalase exdgena previniu a oxidagio espontinea de NAD(P)H em mitocondrias
de figado de camundongos destes animais. Este resultado indica que esta oxidaciio €
mediada pelo H;O, gerado na mitocOndria. Isto nos levou a investigar se havia diferencas
na produgdo mitocondrial de ERQOs entre animais controles e hipercolesterolémicos. Nossos
resultados mostraram que mitocdndrias de figado de camundongos LDLR™ apresentam
geragio de 4mon superoxido similar a controles, no entanto detectou-se uma maior
liberagio de H,0, em mitocdndrias de camundongos LDLR™. Postulamos que essa maior
liberagio de H,O; podena estar acontecendo em fungdo de uma deficiéncia no processo de

detoxificagdo mitocondrial de EROs.

A mitocdndria contém Mn-superdxido dismutase (DOONAN et al, 1984)
capaz de promover a dismutagdo do O;" a H20,, que pode ser detoxificado pela glutationa
peroxidase (GPx) (SEIS AND MOSS, 1978) utilizando glutationa (GSH), a qual é oxidada
no processo. A forma oxidada da glutationa pode novamente ser reduzida pela glutationa

redutase (GR), através de um mecanismo gue consome poder redutor na forma de NADPH.

Verificamos que mitocdndrias de figado de camundongos LDLR™ e controles
ndo apresentam diferencgas significativas de atividade do sistema GPx/GR. No entanto,
detectamos uma diminui¢do da razio GSH/GSSG em mitocOndrias de figado de
camundongos LDLR™, o que implica num comprometimento da capacidade do sistema
GPx/GR em detoxificar o HyO;. Uma causa para diminuiciio da razio GSH/GSSG em
mitocondrias de camundongos LDLR™ pode ser a reducio da disponibilidade de NADPH,
coenzima da glutationa redutase, observada nestas mitocondrias ao longo do processo de

incubacao in vitro.

A incapacidade das mitocondrias de figado de camundongos LDLR™ em

manter os niveis de NADPH sugere a existéncia de um menor contetddo de substratos
redutores desta coenzima nestes animais. Esta hipdtese foi confirmada em experimentos, os
guais ' mostraram que mitocdndrias isoladas de figado de camundongos

hipercolesterolémicos, quando incubadas na auséncia de substratos exdgenos, apresentam
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menor velocidade de respiragio em relacfio a controles. A adig8o de isocitrato ao meio de
reacio levou os dois grupos a uma mesma velocidade de respiragdo, o que indica que
ambas as mitocOndrias sdo igualmente funcionais e que o limitante para a velocidade
respiratéria é o contelido de substratos endégenos. Adicionalmente, nés determinamos a
concentragio de isocitrato e de seus precursores diretos, e observamos que mitocOndrias
isoladas de camundongos LDLR™ apresentam uma diminuigio de 40 % destes substratos

quando comparadas a controles.

Os resultados encontrados nesse trabalho sugerem que a maior susceptibilidade
dos animais LDLR™ ac estresse oxidativo é devida ao menor conteido de substratos
respiratorios endogenos desses animais, principalmente aqueles ligados & redugfo da
coenzima NADP. Resultados prévios do nosso laboratoric (OLIVEIRA et al, 2005)
permitem especular que a diminuigdo do contetido de substratos respiratorios endogenos
seja causada pela maior sintese de colesterol observado nestes animais. Para a biosintese de
1 mol de colesterol sdo necessarios 24 mols de NADPH (GAYLOR, 2002). A elevacfio na
sintese de colesterol pode desencadear um desvio do poder redutor da mitocondria para o
citosol via mecanismo de lancadeiras de subsiratos, principalmente a citrato—malato
(DELVIN, 2000). A deficiéncia na concentracio mitocondrial de citrato, levaria a
diminui¢do dos niveis de isocitrato, que por sua vez comprometeria a produgio de NADPH
pela isocitrato desidrogenase, deixando o sistema enzimatico antioxidante mitocondrial
deficiente (vide Figura 23). De fato, as duas principais vias de produgio de NADPH na
mitocondria s80 a isocitrato desidrogenase (JO et al, 2001) e a NAD(P) - transidrogenase
(HOEK et al., 1998).
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Figura 23- Modelo proposto para explicar o estado de estresse oxidative mitecondrial em
camundongos hipercolesterolémicos (LDLR™). A auséncia de receptores para a captagiio
de LDL (-LDLr) ocasiona uma dimimrcio dos niveis intracelulares de colesterol (1), o que
estimula a sua biossintese (2). NADPH e citrato sdo consumidos na biossintese de colesterol,
resultando na reducio dos niveis mitocOndrais de citrato (3) e isocitrato (4),
conseqiientemente. A queda na concenptracio de isocitrato compromete a producio de
NADPH, a partir da desidrogenacio deste substrato pela isocitrato desidrogrenase (IDH) (5),
um dos principais mecanismos de producio de poder redutor, na forma de NADPH pela
mitocondria. A dimmuigio dos niveis de NADPH compromete o processo de reducio da
glutationa oxidada (GSSG) pela glutationa redutase (GR) (6). Em func¢do da diminuicio dos
niveis de glutationa reduzida, substrato da ghutationa peroxidase (GPx), a detoxificacio de
H,0. fica comprometida (7). H,O, acumula-se levando a TPM na presenga de Ca™" (8) e
outros danos oxidativos celudares (9), que podem resultar na morte celular (10).
a—KG: a-cetoglutarato; MnSOD: superdéxido dismutase dependente de manganés, As sctas
em vermetho indicam aumento ou diminuicio de processos ou concentracio de compostos no
hepatécito de camundongos LDLR™.

Dado os efeitos benéficos da suplementagio de mitocdndrias com isocitrato in
vitro, nosso grupo de pesquisa testou o efeito do tratamento de camundongos LDLR™ com
citrato, durante duas semanas. Notadamente foi observado que mitocbndrias isoladas de
camundongos hipercolesterolémicos tratados com citrato apresentam maior capacidade em
manter o poder redutor na forma de NAD(P)H (PAIM, VELHO, CASTILHO, OLIVEIRA
& VERCES], dados ndo publicados), revertendo parciaimente 2 disfun¢io mitocondrial

encontrada em hepatécitos desses animais.

Nés mostramos também que figados de camundongos LDLR™ apresentam
niveis de grupo carbonila, produto de oxidagdo de proteinas, significativamente maiores
que controles, um forte indicio que este modelo animal apresenta a condigio de estresse

oxidativo in vivo.

O estado de estresse oxidativo originado na mitocndria pode contribuir para a
oxidacdo de lipoproteinas, que juntamente com o aumento da susceptibilidade a morte

celular induzida por TPM podem levar ao desenvolvimento da lesdo aterosclerdtica. Além
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do mais, nés acreditamos que o estresse oxidativo mitocondrial e a alta susceptibilidade a
TPM representam fatores que contribuem efetivamente para a extensfo de lesdes teciduais
relatadas em pacientes com hipercolesterolemia familar vitimados com processos

fisiopatologicos que envolvem isquemia-reperfusio, como o infarto do miocario.

Em uma segunda parte do trabalho, nds hipotetizamos que a inibi¢3o da sintese
de colesterol através do tratamento de camundongos hipercolesterolémicos com estatinas
poderia restaurar a capacidade antioxidante destes animais. No entanto, nossos resultados
mostraram que o tratamento com lovastatina torna as mitocondrias de figado de
camundongos LDLR™ mais susceptiveis ao processo de estresse oxidativo. Notadamente,
mitocondrias de camundongos controles tratados com lovastatina também se apresentaram
mais susceptiveis ao processo de TPM, sugerindo que estes farmacos possuem atuagio

direta na indugio deste fendmeno.

Utilizando organelas isoladas de camundongos e ratos, nés demonstramos que
estatinas podem exercer efeitos diretos em mitocondrias de musculo e figado. Lovastatina
induziu a2 TPM de forma dose-dependente. Demonstramos que este fenbmeno estd
associado com a oxidagio de grupos tidlicos de proteinas de membrana, mas o mecanismo
exato desta oxidagdo € desconhecido. No entanto, o envolvimento de espécies reativas de
oxigénio no processc de TPM induzido pela lovastatina € claramente demonstrado em
fungio da inibig@o parcial do inchamento mitocondrial induzido por estatinas na presenca

de catalase.

Lovastatina poderia atuar inibindo uma das tiol redutases da mitocondria.
Alternativamente, lovastatina poderia estimular a 6xido nitrico sintase (NOS) mitocondrial,
como previamente mostrado para a NOS endotelial (CASTRO et al., 2004; YOKOYAMA
et al., 2005). Na auséncia ou deficiéncia de substratos/cofatores, a NOS gera superdxido ao
invés de NO (XIA et al, 1996).

Estatinas hidrofobicas foram mais potentes que estatinas hidrofilicas em induzir
a TPM, provavelmente em fungio da diferenca de afinidade desses compostos em interagir

com sitios criticos da membrana mitocondrial interna.
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| Tem sido proposto que o Ca’* altera a reatividade de grupos tidlicos de
proteinas de membrana a reagentes tidlicos (BERNARDES et al, 1994) e diretamente
regula a abertura do poro de TPM (ZORATTI AND SZABO, 1995). O papel central do
Ca*" no mecanismo de ag3o de estatinas sobre as mitocdndrias € ainda suportado por
estudos que mostram que as estatinas induzem alteragfo na homeostase intracelular deste
cation. Aumento na concentragio do Ca®” citosdlico tem sido descrito em cultura de
mioblastos tratados com sinvastatina (NAKAHARA et al, 1994), em mdsculos
esqueléticos de ratos tratados com sinvastatina (PIERNO et al, 1999) e em fibras de

musculo esquelético humano tratado com sinvastatina (SIRVENT et al., 2005).

Estatinas induzem apoptose em células de cultura e em alguns casos a apoptose
ocorre via mitocondria (MUTOH et al., 1999; KANETA et al., 2003; WENER et al., 2004).
Embora este efeito tem sido considerado como agdo potencial anti-cincer de estatinas

- (CAFFORIO et al., 2005}, o mesmo pode ser visto como um efeito citotdxico.

O mecanismo pelo qual a mitocOndria poderia estar envolvida na morte celular
induzida por estatinas ainda ndo € bem claro. Efeitos das estatinas in vivo e in sifu podem
também ser secundarios as mudangas metabolicas induzidas pela inibigio da HMG-CoA

redutase.

A indugio de TPM por estatinas, observada neste estudo, pode estar relacionada

4 inducio de apoptose em cé€lulas de cultura e aos efeitos adversos desses farmacos.

Durante o tratamento de pacientes com estatinas, as complicaghes mais
frequentes incluem danos & funcfo hepatica, musculo esquelético e nervos periféricos
(MUSCARI, 2002). Miopatia € o efeito adverso mais comum do tratamento com estatinas,
e € um fendmeno dose-dependente (ROSENSON, 2004). Estudos epidemioldgicos
mostram que a incidéncia de toxicidade muscular ocorre em 1 — 7 % dos pacientes tratados
com estatinas (UCAR et al., 2000), sendo que este indice sobe para 25 % quando se avalia
o grupo de usudrios de estatinas praticantes de exercicios fisicos regulares
(DIRKS & JONES, 2006). Miopatia severa ocorre na faixa de 0,1 a 0,5 % com
monoterapia (HODEL, 2002); entretanto, sinais de danos oxidativos sistémicos podem ser

detectados em 10 % dos pacientes tratados com estatinas {SINZINGER et al., 2002).
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Estatinas inibem a sintese do mevalonato, um precursor da ubiquinona, a qual atua como
transportadora de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial e ainda representa funcgo de
antioxidante imtra e extracelular (HARGREAVES, 2003). De fato, existem estudos que
mostram diminui¢io dos niveis plasmaticos de coenzima Qso, a forma predominante de
ubiquinona em humanos, em pacientes tratados com estatinas quando comparados com
controles ndo tratados (BELICHARD et al., 1993).

Os resultados observados neste trabalho nos permitem especular que a
administragdo de inibidores do poro de TPM juntamente com estatinas poderia diminuir ou
até eliminar os danos teciduais constatados em pacientes susceptiveis a miopatia e

hepatotoxicidade induzidas por estatinas.
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6- CONCLUSOES
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v Mitocondrias isoladas de figado de camundongos hipercolesterolémicos
(LDLR™) apresentam deficiéncia do sistema antioxidante dependente de
NADPH, em fungdo do reduzido teor de substratos respiratorios enddgenos
destas organelas, o que limita o processo de detoxificagdo de espécies

reativas de oxigénio.

v O comprometimento do sistema antioxidante mitocondrial em hepatocitos de
camundongos LDLR™ implica em maior liberagio de H;O;, maior
susceptibilidade & transi¢io de permeabilidade mitocondrial na presenga de

Ca*" e lesbes oxidativas teciduais.

v O tratamento de camundongos hipercolesterolémicos (LDLR”) com
lovastatina aumenta a susceptibilidade de mitocondrias hepaticas a transicio

de permeabilidade induzida pelo Ca”".

v" Estatinas podem atuar diretamente na mitocdndria, in vifro, induzindo
transicio de permeabilidade mitocondrial Ca®’-dependente, por um
mecanismo relacionado a oxidagdo de grupos tidlicos de proteinas de
membrana. Este processo € dose dependente ¢ mais pronunciado por

estatinas hidrofobicas.
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ABSTRACT

Atherosclerotic disease remains a leading cause of death in westernized societies, and reactive
oxygen species (ROS) play a pivotal role in atherogenesis. Mitochondria are the main
intraceflular sites of ROS generation and are also targets for oxidative damage. Here, we show
that mitochondria from atherosclerosis-prone, hypercholesterolemic low-density lipoprotein
(LDL) receptor knockout mice have oxidative phosphorylation efficiency similar to that from
control mice but have a higher net production of ROS and susceptibility to develop membrane
permeability transition. Increased ROS production was observed in mitochondria isolated from
several tissues, including liver, heart, and brain, and in intact mononuclear cells from spleen. In
conirast to control mitochondria, knockout mouse mitochondria did not sustain a reduced state of
matrix NADPH, the main source of antioxidant defense against ROS. Experiments in vivo
showed faster liver secretion rates and de novo synthesis of triglycerides and cholesterol in
knockout than in control mice, suggesting that increased lipogenesis depleted the reducing
equivalents from NADPH and generated a state of oxidative stress in hypercholesterolemic
knockout mice. These data provide the first evidence of how oxidative stress is generated in LDL
receptor defective cells and could explain the increased LDL oxidation, cell death, and
atherogenesis seen in familiar hypercholesterolemia.

Key words: hypercholesterolemia » LDL receptor  reactive oxygen species » mitochondria
permeability transition « pyridine nucleotide oxidation

n elevated plasma concentration of low-density Hpoprotein (LLDL) is involved in the
development of atherosclerosis (1-3), a leading cause of death in the western world. One
of the most consistent hypotheses for atherogenesis (4) postulates that this disease is
mggered by the LDL oxidation (5, 6) caused by reactive oxygen species (ROS) from vascular
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wall cells (7-9). However, it is unclear where and how the oxidative stress condition is
established. Mitochondria are the main intracellular sites of ROS generation and are also targets
for oxidative damage (10). Increased mitochondrial generation of ROS leads to nonspecific
permeabilization of the inner membrane, a phenomenon known as the mitochondrial
permeability transition (MPT; ref 10). This process results in impairment of mitochondrial
function and extensive organelle swelling with consequent outer membrane rupture and release
of intermembrane components including apoptogenic signal molecules (11). The MPT appears to
be formed by the assembly of membrane proteins via thiol cross-linking produced by the attack
of ROS generated by the respiratory chain. This process is favored by the oxidized state of
mitochondrial pyridine nucleotides, mainly NADPH, the major source of mitochondrial reducing
equivalents for the antioxidant systems glutathione reductase/peroxidase and thioredoxine
teductase/peroxidase (10).

In this work, we examined the mitochondrial function and production of ROS in the
atherosclerosis-susceptible, hypercholesterolemic LDL receptor knockout mice, which models
the familiar hypercholesterolemia (FH), a major autossomal dominant disorder associated with
increased risk of premature coronary heart disease. To date, over 600 mutations of the LDL
receptor gene have been identified and the prevalence of the heterozygous form of FH is
estimated at ~1:500, although it may be higher in population with founder effects. When
maintained on a low fat diet, these LDL receptor knockout mice are healthy but present a two- to
fourfold increase in plasma cholesterol concentration and seven- to ninefold increase in LDL-
cholesterol levels (3). Under high fat and high cholesterol diet, they develop severe
atherosclerosis and xantomas. The hypothesis tested in this study was that mitochondria from
LDL receptor defective cells might be involved in the establishment of an oxidative stress
condition, which precedes the development of atherosclerosis in this genetic disorder.

MATERIALS AND METHODS
Animals and plasma lipid and gliucose analyses

LDL receptor knockout founders were purchased from Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME).
Control wild-type mice were obtained from the breeding colony at the State University of
Campinas. The experiments were approved by the Committee for FEthics in Animal
Experimentation of the university. The mice had access to standard laboratory rodent chow diet
(Nuvital CR1) and water ad libitum and were housed at 22 + 2°C on a 12 h light:dark cycle.
Male and female mice, 4 to 6 months old and weighing 20-26 g, were used. Blood samples were
obtained from the retro-orbital plexus of mice fasted overnight and anesthetized with ketamine
(50 mg/kg, Parke-Davis) and xylazine (10 mg/kg, Bayer). Glucose (Merck), triglyeerides
(Boehringer-Mannhein), total cholesterol (Merck), and free fatty acids (Wako Chemicals) were

determined in plasma using enzymatic colorimetric methods according to the instructions of the
maniifactider,

Isolation of mitochondria and respiration measurements

Mitochondria from liver, heart, and brain were isolated by conventional differential
ceptrifugation. The protein concentration was determined by a modified Biuret assay. Oxygen
consumption was measured using a Clark-type electrode (Yellow Springs Instruments Co.) in a
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1.3 ml glass chamber equipped with a magnetic stirring. The experiments were done at 28°C ina
standard medium containing 125 mM sucrose, 65 mM KCl, 2 mM inorganic phosphate, 1 mM
magnesium chloride, and HEPES baffer, pH 7.2. Substrates for the respiratory chain were 5 mM
potassium succinate and 2 pM rotenone or a 5 mM mixture of NAD-linked substrates
(malate+glutamate-+o-ketoglutaraterpyruvate).

Mitochondria transmembrane electrical potential

Mitochondria (1 mg/ml) were incubated in the standard reaction medium containing 3 uM
tetraphenylphosphonium (TPP"). The concentration of TPP in the extramitochondrial medium
was continuously monitored with a TPP'-selective electrode prepared in our laboratory
according to Kamo et al. (12). The membrane potential was then calculated by assuming that the
TPP" distribution between mitochondria and the medium followed the Nernst equation.

Reactive oxygen species production

The net reactive oxygen species (ROS) production by mitochondria (0.5 mg/ml) was monitored
using the membrane-permeable fluorescent dye 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,-

DCFDA, 1 pM) according to Garcia-Ruiz et al. (13). Fluorescence was determined at 488 nm for
excitation and 525 nm for emission, with a slit width of 3 nm. A calibration curve was obtained
with known concentrations of dichlorofiuorescein (DCF), the product of H--DCFDA oxidation.

Spleen monenuclear cell iselation

Intact cells were isolated from spleen homogenate by the Ficoll-Hypaque technique described for
the isolation of blood mononuclear cells (14). Briefly, three spleens were homogenized in 13 ml
of PBS buffer, laid onto Ficoll-Hypague solution, and centrifuged at 400 g for 25 min at room
temperature. The interface cell layer was recovered with a large bore Pasteur pipette and washed
twice in PBS buffer, and the cells were counted in a Newbauer hemocytometer, using trypan
blue exclusion to determine cell viability.

Membrane cholesterol content

Lipids were extracted three times by shaking Percoll-purified mitochondrial preparations (5 mg
of protein) with 5 ml of ether for 3 min. Butylated hydroxytoluene (0.01%, w/v) was added to
ether as an antioxidant. After this extraction, no cholesterol was detectable in the remaining
agueous phase. The cholesterol was separated from the other lipids by HPLC using a Shimadzu
model LC-10AD pump connected to SIL 10AD/VP aute injector and quantified by UV detection
(Shimadmz, Tokye, Japan). The system was equipped with a 250 x 4.6 mm (ID) (particle size 5
mm) LUNA C18(2) reversed-phase column (Phenomenex, Torrance, CA). The dried organic
extract was dissolved in 250 mil of mobile phase that consisted of a mixture of acetonitrile,
tetrahydrofuran, methanol, and 1% (w/v) ammonium acetate solution (684:220:68:28, v/v). Data
acquisition was performed using the Shimadzu Class-VP chromatography data system software.

Membrane fluidity
The membrane fluidity was evaluated by the fluorescence anisotropy of the Percoll-purified

mitochondria -bound dyes. The probes hematophorphyrin (HP) and 1,6-diphenyi-1,3,5-
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hexatriene (DPH) were used for polar regions, such as proteins in the inner mitochondrial
mernbrane and highly hydrophobic lipid phases, respectively, as described by Ricchelli et al.
(15). HP (3 mM) and DPH (4 mM) were added to stirred mitochondrial suspensions (0.5 mg/ml
and 1 mg/ml, respectively) containing 125 mM sucrose, 65 mM KCl, 10 mM HEPES (pH = 7.2),
2 mM K:HPO., T mM MgCl,, and 2 mM rotenone, and the mixture was incubated with HP for 5
min and with DPH for 1 h at 28°C before measuring the anisotropy. The flhuorescence anisotropy
(r) was estimated using the following relationship: r = (I~ G )AL+ 2G 1)), where Iy and 1,
are the parallel and perpendicular components of the vertical excitation and G is the correction
factor determined by the intensity of the ratio between the parallel and perpendicular components
of the horizontal excitation.

Manganese-dependent superoxide dismutase activity

Maganese-dependent superoxide dismutase (MnSOD) was measured indirectly by the decrease
in the velocity of cytochrome ¢ reduction by superoxide radicals at 550 nm in a Hitachi U-3000
spectrophotometer (Hitachi, Ltd., Tokyo, Japan). The xantine/xantine oxidase system was used
as the source of 0", as described by Flohé and Otting (16).

Kinefics of pyridine nucleotide oxidation

The redox state of pyridine nucleotides in the mitochondrial suspension (1 mg/ml) was followed
in a Hitachi F-4010 spectrofluorometer (Hitachi) using excitation and emission wavelengths of
366 and 450 nm, respectively, and a slit width of 5 nm. The extent of pyridine nucleotide
oxidation was calculated as a function of fluorescence increase induced by isocitrate addition.
Internal calibration was done by the addition of known amounts of NADH.

Liver triglvceride and cholesterol secretion rates

The hepatic triglyceride and cholesterol secretion rates to plasma were measured afier
administration of Triton WR1339 as described previously by Voyiaziakis et al. {17). Briefly,
anesthetized mice were bled to obtain baseline plasma samples and then injected intravenously
(femoral) with Triton WR-1339 (Sigma, St. Louis, MO) at a dose of 500 mg/kg (15% solution in
0.9% NaCl). Blood samples (50 ul) were collected at 15, 30, 60, and 90 min after Triton
injection. Triglycerides and cholesterol were measured in the plasma samples. The slopes of the
linear regression of the lipid concentration vs. time curves were compared.

Lipid and cholesterst biesynthesis

Rates of total lipid and cholesterol synthesis were measured in vivo, between 8:00 and 10:00 AM,
in mice fasted overnight. Each animal was injected intraperitoneally with 20 mCi of [*H]water
dissolved in isotonic saline solution as described previously (18, 19). One hour later, blood
samples were obtained from the retro-orbital plexus of anesthetized mice and livers were
excised, minced, saponified, and hexane extracted. Radioactivity in the total lipid extract
(lipogenesis) and in digitonin-precipitated sterols (cholesterol synthesis) was measured in a
LS6000 Beckman Beta Counter. The specific activity of EEH]water was measured in plasma in
triplicates. The rates of lipid and cholesterol synthesis were calculated as nanomoles of {3H}waier
incorporated into lipids and cholesterol per gram of tissue in 1 h (nmol/g/h).
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RESULTS AND DISCUSSION

Healthy, chow fed LDL receptor knockout mice presented blood triglyceride, free fatty acid, and
glucose levels similar to control mice. Both groups differed in their plasma total cholesterol
concentration, which was fourfold higher in the knockout than in the control mice (314453 vs.
72420 mg/dl, P<0.0001). Mitochondrial respiratory control (RC) (phosphorylating/resting
respiration rate ratio) measured in calcium-free media containing NAD-linked substrates
(malate+ghitamate-+o-ketoglutarate+pyruvate) was essentially similar in knockout and control
mouse liver mitochondria (4.3430.79 and 4.603:0.81, respectively). RC measured with succinate
also did not differ in koockout and control mitochondria (3.40£0.39 and 3.7620.58).
Phosphorylation efficiency (ADP/O consumption ratio) was similar in both mitochondria: 2.56 +
0.24 and 2.51 £ 0.34.

To ascertain whether the LDL receptor cell defect could affect mitochondria tolerance to Cca™,
the transmembrane electrical potcntial (Aw) was measured in mitochondria challenged by this
cation (Fig. 1). The addition of Ca®" resulted in a transient decrease in Ay followed by its
recovery and maintenance in control mitochondria (line a). In mitochondria from knockout mice
(line b), the drop in Ay induced by Ca’" was only partially recovered and followed by an
irreversible drop. Cyciosporm A (CsA), an inhibitor of the MPT formation, totally prevented the
climination of Ay in mitochondria from knockout mice (line ¢), indicating that these
mitochondria are more susceptible to Ca” -induced MPT than those isolated from control mice.
In addition, liver mitochondria isolated from knockout mice underwent extensive CsA-sensitive
swelling when incubated in the standard medium containing calcium, whereas mitochondria
from control mice did not swell under these same experimental conditions (data not shown).

We have previously demonstrated that alterations in the lipid packing and domain formation as a
result of Ca’ binding to the inner membrane cardiolipin stimulate ROS production and MPT
(20). Thus, we measured liver mitochondrial ROS generation by the oxidation of the membrane-
permeable probe Ho-DCFDA to DCF, which is fluorescent. In the absence of Ca®" ions (100 pM
EGTA present), the fluorescence due to the oxidation of H»-DCFDA mcreased slightly with
time, indicating a slow production of ROS by both types of mitochondria (¥Fig. 2, lines a and b).
In contrast, when EGTA was absent (~18 uM Ca 4) the increase in ﬂuorescence by ROS-
induced DCF formation was much larger for mitochondria isolated from knockout (Fig, 2, line d)
than from control (Fig. 2, line ¢) mice. Ca*"-induced ROS production was also higher in other
tissues from hypercholesterolemic knockout mice, including heart and brain, and in whole
mononuclear cells isolated from spleen (Fig_ 3).

A higher cholesterol content generally reduces the membrane fluidity and facilitates superoxide
anion production at the level of respiratory chain complex HI (21). Thus, we measured the
cholesterol content and membrane fluidity in Percoll-purified liver mitochondrial preparations.
No significant differences were observed in the cholesterol content (1.12+0.13 and 1.1120.14
ug/mg protein) and anisotropy of polar (0.282+0.004 and 0.290+0.009) and nonpolar
{0.138+0.009 and 0.142+0.007) membrane regions in LLDL receptor knockout and control
mitochondria. In addition, the activity of MnSOD was similar in the LDL receptor knockout and
control mitochondria: 4.0 = 0.5 and 4.1 % 0.5 U/mg protein, respectively.
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MPT is favored by the oxidized state of mitochondrial pyridine nucleotides (22), mainly NADPH
(23). To ascertain whether the higher content of ROS and higher susceptibility to MPT in
knockout mice could be the consequence of a lower capacity of their antioxidant defense system,
we examined the redox state of pyridine nucleotides. A smaller NADPH mitochondrial poolisa
sufficient condition to cause oxidative stress, since it is a limiting step and the ultimate reducing
power for the mitochondrial enzymatic antioxidant system (10). Pyridine nucleotide oxidation
was followed under experimental conditions in which addition of Ca®* caused opening of the
permeability transition pore in knockout but not in control mitochondria (Fig. 44). The addition
of Ca®" to both mmitochondrial preparations was followed by an increase in NADPH fluorescence,
as previously observed (24, 25). This was followed by a time-dependent decrease in fluorescence
in knockout (Fig. 44, line b) but not in control (Fig. 44, line a) mitochondria. A later addition of
B-hydroxybutyrate, a specific NAD" reductant that acts via the corresponding dehydrogenase,
did not change the NADPH fluorescence of either mitochondria preparation. The same occurred
after the addition of EGTA. In contrast, the addition of isocitrate, which can reduce NADP" in
Hver mitochondria (23), quickly restored the fluorescence of knockout mitochondria to the level
of control mitochondria. No changes in the fluorescence of control mitochondria were observed
after the addition of isocitrate or in knockout mitochondria when isocitrate was present from the
beginning of the experiment (Fig. 44, dotted line). These same marked distinct patterns of
NADPH oxidation in control and knockout mitochondria occurred spontaneously, in the absence

of Ca®" (Fig. 4B), but in this case pyridine nucleotide oxidation is delayed as compared when
Ca”™ is present.

The proposition that knockout mitochondria possess a lower antioxidant capacity was
additionally investigated by using diamide (Fig. 5.4), a thiol oxidant that oxidizes glutathione and
hence pyridine nucleotides through the activities of the glutathione reductase and the NADP
transhydrogenase (10). Therefore, the oxidation of glutathione by diamide can be followed
through the decrease in NADPH fluorescence. ¥t is shown in Fig. 54 that diamide addition
quickly exhausted NADPH and consequently reduced glutathione in knockout mitochondria
(Fig, 34, line b). In contrast, in control mitochondria, this oxidation was biphasic with a slow
second phase that took longer (~4 min, Fig. 54, line a) to consume NADPH. This indicates that a
much higher content of endogenous NADP and glutathione reductants increased the time period
for their oxidation in control mitochondria. The subsequent addition of the thiol reductant DTT
promptly reduced oxidized glutathione and NADP” as evidenced by the return of NADPH
fluorescence to the original level in both mitochondria. The experiments above indicate that the
greater susceptibility of knockout mitochondria to the MPT was associated with a more oxidized
state of mitochondrial NADP. Indeed, additional experiments showed that isocitrate prevented
the Ca*"-induced decrease in A¥ in knockout mitochondria (Fig, 55).

We hypothesized that the lower content of reduced nucleotides in the knockout hepatocytes,
which do not take up LDL cholesterol, could be the result of higher rates of lipogenesis. The
latter would consume large amounts of reducing equivalents from NADPH. To assess this
possibility, the hepatic secretion rate of triglycerides (TG) and cholesterol in vive was
investigated. The livers of hypercholesterolemic knockout mice secreted about twice as much
TG and cholesterol as those of control mice (in mg/dl/min): TG: 4.49 = 0.23 vs. 2.46 = 0.19
(£<0.0001) and cholesterol: 0.29 + 0.05 vs. 0.14 £ 0.05 (P=0.054). Therefore, the lower content
of reduced nucleotides in knockout mitochondria probably reflected the higher output and/er
lower input of reducing equivalents between mitochondria and the cytosol via substrate shuttfing
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mechanisms. Direct evidence supporting our proposal was obtained by measuring de novo
synthesis of cholesterol and other lipids by the *H,0 incorporation technique. Indeed, total lipid
and cholesterol synthesis (nmol *H,0/g/h) was significantly increased in the livers of knockout
as compared with control mice (total lipids: 63280 vs. 441+35, P<0.05; cholesterol: 20126 vs.
127+11, P=0.014), thus necessarily consuming more NADPH than the confrol livers. The
biosynthesis of 1 mole of cholesterol oxidizes 24 moles of NADPH (26). Although this may not
be the exclusive causative mechanism, it certainly contributes to reduce the NADPH pool in the
knockout mitochondria.

Recently, Ballinger et al. (27) showed that oxidative mitochondrial DNA damage was positively
correlated with the extent of atherosclerotic lesions in arteries from human and apoE knockout
mice and that this damage preceded the establishment of the disease in these mice. The present
findings suggest that LDL receptor knockout cells are more exposed to oxidative stress and thus
more susceptible to cell death because of a less effective mitochondrial antioxidant defense
system and a greater susceptibility to MPT. Thus, the LDL receptor defect leads to two important
pro-atherogenic effects that can be observed even before the initiation of the disease, namely,
increased exiracelular levels of oxidizable substrate (LDL) and an imbalance in cell redox
processes. As shown for mononuclear cells, the latter phenomenon probably occurs in the
vascular wall, where it is responsible for the local oxidative stress, triggering lipoprotein
oxidation, cell death, and atherogenesis in hypercholesterolemia caused by the lack of LDL
recepior.
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Fig. 1
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Figure 1. Changes in membrane electrical potential (A¥) induced by Ca™ in mouse liver mitochondria (MLM) from
control (fine a), LDL receptor knockout (LDLR ™, &ine b), and LDLR ™" mice plus 1 uM cyclosporin A (CSA, fine ¢), Ca*

(200 nmol/mg protein) was added as indicated. Representative of n= 11. A¥ at 6 min was 157 2 5 mV for controls and
totally collapsed for knockout mitochondria.
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Fig. 2
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Figiire 2. Generation of reactive oxygen species by control (lines # and ¢) and LDLR™ (lines b and d) MLM.
Mitochondria were added to standard reaction medium containing H,-DCFDA in the presence (Bnes a and b) or absence of
100 pM EGTA (fines ¢ and d). Representative of r = 8. Maximum rates (slopes) of DCF production (nmol/mg/min) are as -
follows: with EGTA: 0.096 = 0.034 control {2) vs. 0.152 2 0.043 knockout (&), P> 0.05; and without EGTA: 0.72 +0.18
control (¢) vs. 2.70 + 0.27 knockout (d), P <0.0001. .
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Figure 3. Generation of reactive oxygen species by mitochondria from mouse brain (A) and heart (B) and by whole spleen
mononuclear cells (). Mitochondria or whole cells were added to standard reaction mediam containing Hy-DCFDA and
NAD-linked substrates. In A and B, control (lines @ and ¢) and LDLR™ (lines b and d) mitochondria were incubated in the
presence of 100 uM EGTA {lines a and b) or 100 uM CaCl, (lines ¢ and d). In C, intact control (line &) or LDLR™ (line
b) spleen mononuclear cells and digitonin-permeabilized control (line ¢) or LDLR™ {line dy mononuclear cells were
incubated in standard media without additions of either EDTA or CaCl,. Representative of n = 4—5. Maximum rates
(slopes) of DCF production (nmol/mg/min) are as follows: A) Brain, with Ca™: 0.18 + 0.02 control {£) vs.0.35+0.03
knockout (d), P = 0.0058. B) Heart, with Ca®*: 0.34 + 0.01 control (e} vs. 0.48 = 0.00 knockout (d), P = 0.002. C) Spleen

mononuclear cells, intact cells: 0.16 £ 0.02 control {g) vs. 0.44 = 0.10 knockout b, P = 0.035; permeabilized cells: 0.70 +
(.03 control {¢) vs. 2.32 = 0.07 knockout (d), P = 0.003.
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Fig. 4
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Figure 4. Oxidation of endogenous pyridine nucleotides by liver mitochondria from control (ine ) and LDLR ™" {line b)
mice. ML.M were added to standard reaction medium containing 200 pM Ca® (A4) or 500 uM EGTA (B). B-
hydroxybutyrate (B-OH, 5 mM) and 1 mM isocitrate were added as indicated. Representative of n = 8. Extent of pyridine
nucieatide oxidation was calculated as a function of fluorescence increase induced by isocitrate addition. Amounts
{(nmoles) of NADP+ reduced by the isocitrate addition are as follows: A) with Ca™ (at 8 min): none for control (@) vs. 3.05
+ .14 knockout (#). B) with EGTA (at 10 min): none for control (a) vs. 4.13 = 0.20 knockout (b).
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Fig. 5
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Figure 5. Oxidation of glutathione and pyridine nucleotides by diamide (4 ) and prevention of Ca**-induced decrease in
membrane electrical potential (AY') in mice liver mitochondria (B). MLM from control (knre @), LDLR™ (line b), and
LDLR™ plus 1 mM isocitrate (fine ¢) were added to standard reaction medium. Diamide (500 pM), DTT (1 mM), and Ca*
(200 nmols/mg protein) were added as indicated. Representative of n = 6-8.
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Abstract

Statins (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase inhibitors) are used in the treatment of hypercholesterolemic patients to
reduce risk of cardiovascular diseases because of their cholesterol lowering action. Other lipid independent protective actions of
statins have been reported. However, some adverse side effects have, also, been described. We report, here, that liver mitochondria
isolated from hypercholesterolemic LD receptor knockout mice treated during 15 days with therapeutic doses (100 mg/kg, p.o.} of
jovastatin presented a higher sasceptibility to develop membrane permeability transition (MPT). In experiments in vitro, lovastatin-
induced MPT in a dose-dependent manner {10-30 pM)} by a mechanism sensitive to cyclosporin A (cyclophilin sequestrant),
dithiothreitol (reducing agent), adenine nucleotide carrier inhibitor (ADP), catalase (H, O, reductant) and EGTA (calcivm chelator).
In agreement with the inhibition of the mitochondrial swelling by dithiothreitol, lovastatin, also, decreased the content of total
mitochondrial membrane protein thiol groups. Simvastatin had similar effects on mitochondria; however, pravastatin, a hydrophilic
statin, had a weaker effect in inducing MPT. In conclusion, statins can act directly on mitochondria either in vivo or in vitre inducing
permeability transition, which is a process involved in cell death.
© 2005 Bisevier Ireland Ltd. Al rights reserved.

Keywords: Statins; Mitochondrial permeability transition; Hypercholesterolemic LDL receptor knockout mice

I. Introduction

Abbreviations: CsA, cyelosporin A; DTINB, 5,5 -dithicbis(2-
nitrobenzoic) acid; EGTA, ethylene glycol-bis{f-aminoethy!
ether}V,N N N -etraacetic acid; FCCP, carbony] cyanide p-triffuoro-
methoxyphenylhydrazone; Hepes, 2-hydroxyethyl-1-piperazinethane-
sulfonic acid; MLM, mice liver mitochondria; MMM, mice mus-
cle mitochopdria; MPT, mitochondrisl permeability transition;
RLM, mat liver mitochondria; ROS, reaciive oxygen species; AW,
transmembrane electrical potential

* Coresponding author. Tel: +55 19 37887330;
fax: +55 19 37887330
E-mail address: anibal@unicamp br (A.E. Vercesi).

Mitochondria use electron transport to generate
an H' electrochemical gradient across the inner
mitochondrial membrane. This electrochemical gra-
dient is, then, used by the ATP synthase {(F}—Fy
ATPase) to phosphorylate ADP to ATP. To susiain
this electrochemical potential the inner mitochon-
drial membrane should remain impermeable to H'
{Mitchell, 1961). Loss of membrane impermeability
to protons can be associated with a mitochondrial
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pathway of cell death, and membrane permeability
transition (MPT) may be a key event in this process
(Castitho et al., 1993; Kowaltowski ¢t al,, 2001), MPT is
characterized by a Ca?*" promoted opening of anon selec-
tive proteinaceous inner membrane pore, sensitive to the
mmune suppressor cyclosporin A (Kowaltowskd =t al,
2001), associated with oxidative modifications of inner
membrane protein thiol groups (Fagian et al., 1999).

Ca"-induced MPT is enhanced by a variety of com-
pounds called inducers (for a list see Zoratti and Szabo,
16935) including inorganic phosphate (Kowaltowski et
al., 1996), oxidants of pyridine nucleotides (Lehninger
et al,, 1978; Zago et al., 2000), and thyroid hormones
{Castilho et al., 1998). Most of these inducers are com-
pounds capable of enhancing Ca®*-induced mitochon-
drial oxidative stress or to react with membrane protein
thiol groups (Castilho et a1, 1995; Kowaltowski et al.,
2001). MPT has been directly implicated in either necro-
sis or apoptosis in a variety of pathological situations
{Argaud et al., 2005; Kim ot al, 2003; Polyak et al.,
1997; Petit et al., 1996).

Recent results from our group demonstrated that
mitochondria from atherosclerosis-prone, hyperchoies-
terolemic, LDL receptor knockout mice have a higher
susceptibility to develop mitochondrial membrane per-
meability transition (MPT). This was related to a lower
mitochondria NADPH pool. Experiments in vivo pro-
vided direct evidence of higher cholesterol de nove syn-
thesis, which decreases NADPH reducing equivalents in
tissues from hypercholesterolemic mice, These findings
could explain the reduced antioxidant capacity of mito-
chondria from hypercholesterolemic mice, leading to
the greater susceptibility to MPT (Oliveira et al., 2005).
Therefore, it is conceivable to hypothesize that inhibition
of cholesterol synthesis by freatment with statins could
correct the decreased mitochondria antioxidant defenses
in hypercholesterolemic mice.

Statins are inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A (HMG CoA) reductase, which catalyzes
the rate-limiting step in cholesterol synthesis. Statins are
frequently prescribed to effectively prevent and reduce
the risk of coronary artery disease through lowering
serum cholesterol levels (Shepherd et al., 1995). Other
fipid independent protective effects, coliectively called
pleiotropic, have been described. They inclade improve-
ment of endothelial cell dysfunction, anti-inflammatory
and anti-proliferative actions (Futterman and Lemberg,
2004; Liao, 2002). Although large clinical trials revealed
the efficacy and relative safety of statins, adverse effects
may, also, arise. Complications chiefly concern the hep-
atic function, skeletal muscle and peripheral nerves
(Muscari et al., 2002). Myopathies are the most com-

JA. Velho et al. / Toxicology xox (2005} xxe—xoox

mon reported side effect (Rosenson, 2004; Anon., 2004;
Uear et al, 2000).

In this work, we investigated whether the treatment of
LD receptor knockout mice with lovastatin influences
the susceptibility io develop MPT and whether statins
could exert direct effects on isolated mitochondria,

2. Materials and methods
2.1. Isolation of muscle and liver mitochondria

Muscle mitochondria were isolated from mice hind lirob
skeletal muscle by homogenization in ice-cold medium con-
taining 100mM sucrose, 100mM KCl, 50mM Tris-FIC],
ImM K, HPO,, 0.1 mM EGTA and 0.2% BSA, pH 7.4, fol-
lowed by differential centrifugation (Tonkonogi and Sathin,
1997). The final mitochondrial pellet was resuspended in ice-
cold storage buffer containing 0.2 M mannitol, (.1 M sucrose,
10mM Tris-HCl, pH 7.4. Addition of 0.2% fatty acid-free BSA
in the buffers throughout the isolation procedure depleted mito-
chondria from endogenous FFA.

Liver mitochondria were isolated by conventional differ-
ential centrifugation (Kaplan and Pedersen, 1983) from adult
mice or rats fasted overnight. The Hvers were homogenized in
250 mM sucrose, 1 raM EGTA, and 10 mM Hepes buffer (pH
7.2). The mitochondrial suspension was washed twice in the
same medium containing 0.1 M EGTA and the final peltet
was resuspended in 250 mM sucrose to a final protein coneen-
tration of 80100 mg/ml.

2.2, Standard incubation procedure

The experiments were carried out at 30 °C, with conting-
ous agnetic stirring, in standard medium containing 125 mM
sucrose, 65mM KCl, 5 mM potassium succinate, 2 mM inor-
ganic phosphate, 1 mM magnesium chloride, 2 M rofenone,
10 mM Hepes buffer (pH 7.2), and 30 pM CaCl,. Other addi-
tions are indicated in the figure legends.

2.3. Mitochondrial swelling

Mitochondrial swelling was determined as the decrease
in the turbidity of the mitochondrial suspension measured at
520 nm in & Hitachi U-3000 spectrophotometer.

2.4. Determination of protein thiol groups content

The mitochondrial suspension incubated in standard
reaction medivm was submitted to three subsequent
frecze~thawing cycles fo release matrix proteins and cen-
trifiuged at 10,000 1pm for 2min. The pellet was treated twice
with 200 i of 6.5% trichloracetic acid and centrifuged 2 minat
10,000 rpm in order to precipitate proteins. The final peliet was
resuspended in 1 ml of medium containing 109 uM of DTNE,
8.5 mM EGTA, and 0.5M Tris—HCI, pH 8.3. Absorption was
measured at 412 nm, using cysteine for calibration.
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2.5. Measurements of mitochondrial transmembrane
electrical potential { AW} using safranine

The mitochondrial membrane potential was estimated as
fluorescence chamges of saftanine O, recorded on a model
F-4010 Hitachi fluorescence spectrophotometer operating at
excitation and emission wavelengths of 495 and 5861nm,
respectively, with a slit width of Smm. AW was calcu-
lated according to Akerman and Wikstron (1976) using a
calibration eurve obtained when mitochondria were incu-
hated in a K'-free reaction medium containing 250mM
sucrose, 10mM Na-Hepes buffer, pH 7.2, and 05mM
EGTA.

2.6. Measurements of mitochondrial transmembrane
electrical potential { A¥) using TPP*

Mitochondria were incubated in the standard medinm con-
taining 3 wM tetraphenylphosphoniun (TPP). The concentra-
tion of TPP* in the extra mitochondrial medivm was contin-
uously monitored with a TPP* selective electrode prepared in
our laboratory according to Kamo et al. {1979). The membrane
potential was, then, calculated assuming that the TPP™ distri-
bution between mitochondria and medium follows the Nernst
equation (Muratsugu et al, 1977).

2.7, Animals and lovastatin treqtment

The experiments were approved by the university’s Ethic
Comnmnittes and were in accordance with the Guidelines on the
Handling and Training of Laboratory Animals published by
the Universities Federation for Animal Welfare {1992). LDL
receptor knockout mice (Ishibashi et al, 1993} had access
to standard laboratory rodent chow diet (Nuvital CR1, PR,
Brazil) and water ad libitum and were housed at 22+ 2°C on
a 12 h light—dark cycle. Male and female, aged 4-6 months,
were used in this study. Lovastatin (100 mg/kg) or placebo
{2% arabic gum} were given daily through gavage, during
15 days.

2.8, Sratistical analyses

‘The results of expertments performed in at least three inde-
pendent experiments are displayed as means £ S.D. and signif-
icance was assessed by ANOVA, followed by the Tukey post
test, with significance level set at p < 0.05 using InStat software
{InStat Software Inc., Richmond, CA, USA).

2.9. Chemicals

Cyclosporin A, Oligomycin, DTNB, EGTA, FCCP, ADP,
and DTT were purchased from Sigma (St Louis, USA),
Lovastatin, Pravastatin and Simvastafin were obtained from
Galena Quimnica ¢ Fammacéotica Ltda (SP, Brazil). Al
other reagents were products of the highest purity gmade
available.

3. Results

3.1. Plasma cholesterol levels and mitochondrial
respiration in LDL recepior knockout
hypercholesterolemic mice treated with lovastatin

Two-week treatment of LDL receptor knockout
mice with lovastatin (100 mg/kg BW) reduced plasma
total cholesterol concentration by 20% (390122
versus 308 i9mg/dl, n=10, p<0.05). Liver mito-
chondria respiratory control (phosphorylating/resting
respiration ratio) measured in Ca’* free medium were
essentiaily stmilar in lovastatin treated as compared to
untreated LIDL. receptor knockout mice (4.45:+0.64
and 4.344-0.79). Phosphorylation efficiency (ADP/O
consumption ratio) was similar in both mitochondria:
2524£025and 2.514:034

3.2. Membrane potential disruption and swelling of
mitochondria isolated from hypercholesterolemic
mice treated with lovastatin

Mitochondria membrane transport and permeability
properties were investigated in control and in lovastatin
treated or untreated hypercholesterolemic mice. The
experiments depicted in Fig. 1 show that control
mitochondria (line a} restores AW after four sequential
additions of Ca’* (25nmolimg protein). However,

Cal+ Ca?+
~170 l Ca?*
l Cal+
- 180 l
a
145
=
£
125
z
- 100
b
=
| ]
T 2 min
MLM

Fig. 1. Dose-response curve of mitochondrial membrane potemtial
after sequential additions of Ca2t, MLM (0.5 mg/ml) were incubated
in the standard medium containing 3 pM TPP', (2% (25 nmol/mg
protein} was added as indicated . Traces represent iver mitochondsia
iselated from: control C57BI6 mice (line a) and hypercholesteroiemic
mice (line b}. The resuits are representative of three mdependent exper-
ments performed in duplicates. A at 12 min was 146.0mV 2.8 for
control mice (ne a) vs. totally collapsed AY for hypercholesterolemic
mice (line b), p<0.001.
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Fig. 2. Effect of in vivo lovastatin treatment on Ca®*-induced mito-
chondrial membrane potential disruption (A) and mitochondrial
swelling (B). Panel A- MLM (0.3 mg/ml) were incubated in the stan-
dard mediam contzining 5 WM safranine plos 100 pM Ca®", Traces
represent liver smitochondria isolated from: control mice {lne a),
hypercholesteroternic mice (iine by and hypercholesteroiemic mice
treated with lovastatin {ine <). The resulls are representative of six
independent experiments performed i duplicate. A% at Smin were:
169.0mV 2.2 for control mice (line a) vs. 141.0mV £ 1.8 for hyper-
cholesterolemic mice (line b), p<0.01, and totally collapsed AW for
hypercholesterolemic treated lovastatin (line <), p<0.00L Parel B:
MLM 0.5 mg/ml) were incubated in the standard medium contzining
100 pM Ca** . Traces represent liver mitochondria isolated from: con-
trol mice (line 2}, hypercholesteroleric mice (fine b} and hypercholes-
terolemic treated lovastatin (line ¢). The results are representative of six
independent experiments performed in dupticates. The absorbances at
5 min were: control mice (line a; 1,481 £ 0.028), hyperchelesterolemic
(line b: 1.255 % 0.046) and hypercholesterolemic mice treated with
lovastatin (line c: 0.953 £0.063), p<0.001.

2 min

hypercholesterolemnic  mice mitochondria (line b
showed decreased capacity to sustain A after the third
addition of calcium (75 nmol) and lost AW irreversibly
after the fourth addition of calcium (100 nmol). Fig. 2
shows the effect of a single Ca?* addition (100 nmol/mg
protein) on mitochondria isolated from contrel mice
(line a), hypercholesterolemic mice (line b) and hyper-
cholesterolemic mice treated with lovastatin {lne c}.
In agreement with Fig. 1, while the mitochondria from

JA. Velho et al. / Toxicology xxx (2003) xxx-xxx

control mice maintained AW after Ca®" accurmalation
(Fig. 2A, line a), hypercholesterolemic mice mito-
chondria underwent A¥ decrease (Fig. 2A, line b).
Lovastatin treatment enbanced mitochondria sensitivity
to Ca?*-induced loss of AW in hypercholesterolemic
mice, as shown by the earlier distuption of AW (Fig. 2A,
line ¢). Accordingly, liver mitochondria from hyperc-
holesterolemic mice treated with lovastatin (Fig. 2B, line
¢} incubated in standard medium containing 100 pM
calcium underwent swelling fasier than untreated
hypercholesterolemic mice mitochondria (Fig. 2B, line
b) and controls (Fig. 2B, line a).

3.3. Mitochondrial membrane potential disruption
and swelling induced by lovastatin in vitro

In order to check if the lovastatin in vivo effects
described above could be a direct action of lovastatin
on mitochondria, acate in vitro experiments were per-
formed with isolated mice mitochondria. The addition
of lovastatin in the incubation medium promoted AW
disruption in mitochondria from muscle (Fig. 3A, line
b) and liver (Fig. 3B, line b} of control C57B16 mice.
The same effect observed in mice mitochondria was ver-
ified in rat liver mitochondria: lovastatin promoted A¥
disruption (Fig. 4, line b) and mitochondrial swelling
(Fig. 5, lines b—f) when compared to the respective con-
trols (lines a). These lovastatin effects were inhibited
by cyclosporin A (Figs. 3 and 4: line c; Fig. 5: line
), a cyclophilin sequestrant, which prevents MPT pore
opening. Mitochondrial swelling experiment shown in
Fig. 5 shows that the lag time between drug addition
and the onset of mitochondrial swelling was decreased
with increasing lovastatin concentrations in the range of
10-80 pM (lines b-1).

Since mitochondria from mice and rats responded to
tovastatin in a similar manner, we performed the follow-
ing experiments on rat liver mitochondria.

3.4. Dithiothreitol, ADP, catalase and EGTA
inhibited mitochondrial swelling induced by
lovastatin

The mechanisms by which lovastatin-induced
mitochondrial permeability transition (MPT) were addi-
tionally investigated. Fig. 6 shows that Ca** chelation
by EGTA (line c) totally prevented the mitochondrial
swelling that occurred in the presence of lovastatin (line
b), indicating that the mitochondrial permeabilization is
Ca?* dependent. Membrane permeabilization was, also,
prevented by the presence of ADP/Oligomycin (line
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Fig. 3. Mitochondrial membrane poteptial disruption in muscle (A)
and liver (B) mitochondria from mice induced by lovastatin in vilre.
Panel A: MMM (0.5 mg/ml) were incubated in medium containing
NAD" -linked substrates {o-ketoglutarete, pyruvate, malate, and glu.
tamsate) and 5 pM saftanine {line 2), plas 40 WM lovastatin {line b)
and plus 1 pM cyclosporin A (line ¢). FCCP (1 pM) was added where
indicated. The results are representative of three independent exper-
iments performed in duplicates. AW at 7min were: 154.0mV £3.1
(tine a) vs. 99.0 £ 5.0 (line b}, or 166.0mV +4.1 (line c), p<0.001L.
Papel B: MLM (0.5 mg/ml) were incubated in 3 standard medium con-
tadning 5 wM safranine (fire 8) and 40 pM lovastatin (Iine b) plos 1 pM
cyclosporin A (line c). FCCP (1 pM) was added where indicated. The
result is representative of three independent experiments performed in
duplicate, AW at 7 miz was 169.0mV £ 3.0 (line a) vs. totally col-
lapsed (fine b), or 170.0mVY £2.7 (ine ¢}, p<0.001.

d). Oligorycin was used to prevent ADP phosphory-
lation allowing ADP to bind to and block the adenine
nucleotide carrier, 2 putative component of the perme-
ability transition pore (Halestrap et al,, 1997). Addition
of catalase (line ) partially inhibited lovastatin-induced
mitochomdrial swelling, suggesting the participation
of H,0, in this process. Dithiothreitol (DTT, line
f}, a disulfide reductant, also, blocked the lovastatin-
induced MPT effect. The DTT effect suggests that the
oxidation of protein thiol groups is involved in this
permeabilization.

5
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Fig. 4. Lovastatin-induced mitochondrial membrane potential disrup-
tion ie rat liver mitochondria. RLM (0.5 mg/ml) were incubated in
the standard roedium contzining 5 pM safranine (hne a), plus 40 pM
lovastatin (line b), plus I M cyclosporia A (fine ¢). FCCP (1 uM)
was added whene indicated. The results are represeniative of 10 inde-
pendent experiments performed in duplicates. AY¥ at Tmin were
164.0 mV 4= 3.9 (linea) vs. totally collapsed (line b}, or 166.3mV £ 4.1
(ine ¢}, p<0.001.

3.5, Oxidation of mitochondrial membrane protein
thiol groups is promoted by lovastatin in the
presence of Ca**

The participation of protein thiol groups’ oxidation
in the mechanism of MPT induction by lovastatin was
examined by determining the content of reduced thiol
groups in the mitochondrial membrane. Results pre-
sented i Table 1 indicate that there is a significant
decrease in the protein thiol content, due to thiol oxida-
tion, when mitochondria were incubated with Iovastatin.
Both MPT inhibitors, ADP and dithiothreitol, prevented

Lovastatin

i

o
o
[
g I
k-4 4,4
b
[+
prommermr—gt g
2 min f

Fig. 5. Dose-dependent effect of lovastatin on mitochondrial swelling.
RIM (0.5mg/ml) were incubated in the standard medium contain-
ing: 9, 10, 20, 30, 40 and 80 wM lovastatin, respectively (lines a-f)
or 80 M lovastatin plus I pM CsA (line g). The results are repre-
sentative of six independent experiments performed in daplicate, The
absorbance at 8 min was: 1.453 = 0.040 {line b), 1.330 0.040 (line
©), 1.172 40,042 (line d), 1.119+0.0i8 {line ¢}, 1.074 +0.049 (line
) vs. 1.529 2 0.035 (line a), p<0.001.
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Fig. 6. Inhibiien by EGTA, dithiothreitol, catalase and ADP on
lovastatin-induced mitochondrial swelling. RLM (0.5mg/ml} were
incubated in the standard medium containing 40 pM lovastatin (line
b) in the presence oft 500 pM EGTA (line ¢), 2 M catalase {line d),
500 M ADP plus 1 pg/m! oligemycin (line €) or 500 pM dithiothre-
itol (lime ). Line a represents the control experiment (no additions).
The results are represergative of five independent experiments per-
formed m duplicates. The absorbances at 7min were 1.573 £0.043
(line a), 1.122 20,033 (line b), 1.625 £ 0. 063 (line ¢), 1 470 £0.038
(line d), 1.539 £0.033 (line 2), 1.566 3 0.038 (line f). Line b {fovas-
1atin) differed significantly at p<0.001 from all other treatments (a,

c-f).

the thiol groups” oxidation. As expected, the presence of
cyclosporin A did not inhibit the oxidation of the protein
thiol groups.

3.6. Comparative effects of hydrophobic and
hydrophilic statins on mitochondrial swelling

Fig. 7 shows that simvastatin and lovastatin
(hydrophobic statins) presented similar effects of induc-
ing mitochondrial swellng (lines b and ¢). However,
the effect of pravastatin (hydrophilic statin) was signifi-
cantly milder Doubling pravastatin medium concentra-

Table 1
Oxidation of mitochondrial membrane protein thiol groups promoted
by lovastatin and Ca®* - prevention by ADP and DTT

Conditions ~SH (mnol/mg protein)
100 pM BEGTA 4607

No addition 40405

40 pM lovastatin 18+02

40 pM lovastatin + 0.5 mM DTT 44404

40 pM lovastatin + 0.5 mM ADP 3806

40 M lovastatin + 1 uM CsA 19 £0.4°

Experiments were conducted under the same conditions to those of
Fig. 1. The reactions were stopped at 10 min. Values represent average
of three independent experiments £ 8.D. "p<0.05 when comparing
lovastatin with other conditions, except lovastatin plus CsA (*p > 0.05)
by ANOVA.
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Fig. 7. Comparison of lovastatin, simvastatin, and pravastatin effects
on mitochondrial swelling. RLM (0.5 mg/ml) were incubated in the
stzndard medium contzining 40 pM lovastatin (line b), simvastatin
(line ¢}, or pravasiatin (Jine d). Line a represents control (no addi-
tions). The resulés are representative of six imdependent experiments.
The absorbances at 7 min were: 1.555 £ 0.042 (line a), 1.270 £ 0.020
(line b}, 1.017 % 0.055 (line ¢} and 1.026 :0.060 (line ). Line a is
significantly different at p <0.00} from others (b~d).

tion (80 M) promoted mitochondria swelling similarly
10 40 pM lovastatin {data not shown).

4. Discussion

The efficacy of statins in lipid lowering and reduc-
ing the risk of coronary heart disease is well established,
New cholesterol guidelines (Stein, 2002) may lead to
the use of statins more frequently and at higher doses.
Myopathy, the most common adverse effect of statins is
dose-related (Anon,, 2004). Although strong epidemiol-
ogy data are lacking, the incidence of muscular toxicity
oceurs in 1-7% of statin treated patients (Ucar et al.,
2000) and severe myopathy is in the range of 0.1-0.5%
with monotherapy (Hodel, 2002); however, signs of
systeraic oxidation injury (isoprostene levels) can be
detected in ~10% ofthe treated patients { Sinzinger et al.,
2002). Statins inhibit synthesis of mevalonate, a precur-
sor of ubiquinone, which functions as an electron camier
in the mitochondrial respiratory chain and act as an
important intracellular and systemic antioxidant as well
(Hargreaves, 2003). Some studies have reported lowered
plasma Coenzyme Q10 levels, the predominant form of
ubiquinone in man, it statin treated than in untreated
hypercholesterclemic patients (Ghirlanda et al., 1993;
De Pinieux et al., 1996). Lower ubiquinone levels have,
also, been reported in tissues (liver and heart) of statin
treated hamsters (Belichard et al., 1993).

In this work, we used statins in an atternpt to cor-
rect increased susceptibility to mitochondrial perme-
ability transition observed in hypercholesterolemic mice
(Oliveira et al., 2005), but we found that the drug treat-
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ment worsened this defect (Fig. 2). The doses of statins
used in the present study were justthe sufficient toreduce
cholesterol in the hypercholesterolemic mice (Bisgaier
et al., 1997). However, it should be emphasized thatthese
doses were much higher than those used in hrmans, In
vitro doses were similar to those used by others m iso-
lated cell models (Sirvent et al., 2005; Cafforio et al,,
2005; Kaneta et al., 2003; Zhong et al., 2003).

It has been previously reported that statins-induced
apoptosis in cultured cells and, in some cases, the apopto-
sis occurred via the mitochondria pathway (Mutoh et al.,
1999; Kaneta et al., 2003; Johnson et al., 2004; Wemer
et al., 2004). Although this property of statin has been
considered as potential anti-cancer therapy {Cafforio et
al., 2003), one should consider its actual citotoxic action.

The mechanisms by which mitochondria would be
involved in statin-induced cell death are not well clari-
fied. Statin effects in vivo and in situ may be secondary
to several metabolic changes in response to the HMG-
CoA reductase inhibition. By using isolated mice and
rat mitochondria preparations, we demonstrated direct
effects of statins on muscle and liver mitochondria.
Lovastatin-induced Ca®* -dependent mitochondrial per-
meability transition in a dose-dependent manner, and this
is associated with the oxidation of membrane proiein
thiol groups, but the exact mechanism of thiol group
oxidation is unknown. In experiments using the probe
H; DCF-DA, we did not observe an increase in forma-
tion of oxidized DCF in the presence of statin (data not
shown). However, the involvement of ROS in lovastatin-
induced MPT is clearly demonstrated by the partial
inhibition of mitochondrial swelling in presence of cata-
lase. Lovastatin could act indirectly by inhibiting one
of the mitochondrial thiol reductase enzymes. Alterna-
tively, lovastatin could stimulate mitochondria associ-
ated nitric oxide synthase (NOS), as previously shown
for the endothelial NOS (Castro et al., 2004; Yokoyama
et al., 2005). In the absence/deficiency of substrates/co-
factors, NOS generates superoxide instead of NO {Xia
et al., 1996). Hydrophobic statins were more potent than
hydrophilic statins in inducing MPT, probably due to dif-
ferent affinities of these compounds to critical binding
sites on the inner mitochondrial membrane.

It has been proposed that Ca?* either alters the reac-
tivity of mitochondrial membrane protein thiol groups
in the presence of thiol reagents (Bernardes et al., 1994)
or directly regulates the MPT pore opening (Zoratti and
Szabo, 1995). The central role of calcium is, further, sup-
ported by studies showing that statins induce alterations
in cellular Ca®* homeostasis. Increased calcium cytoso-
lic concentration has been shown in myoblasts cultured
with simvastatin {(Nakahara et al., 1994), skeletal mus-

cle of simvastatin treated rats (Pierno et al., 1999) and
by acute application of simvastatin on human skeletal
muscle fibers (Sirvent et al., 2003). In the latter study,
the authors showed that a mitochondrial depolarization
and Ca** efflux preceded a large sarcoplasmic reticulum
Ca?* release.

In summary, we demonstrated that statins directly
induce mitochondrial membrane permeability transition
through promoting calcium dependent oxidation of pro-
tein thiol groups. This process is dose-dependent and is
more potently triggered by hydrophobic statins. These
effects on mitochondria might lead to cell injury or death
contributing to the deleterious side effects reported in
statin treated patients.
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