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“Quando as coisas ndo acontecem do jeito que a gente
imagina, é porque vdo acontecer melhor do que

a gente pensa"

Leila Navarro

"O mundo é um lugar perigoso de se viver, ndo por causa
daqueles que fazem o mal, mas sim por causa daqueles

que observam e deixam o mal acontecer”.

Albert Einstein
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Oxigénio singlete molecular ('O,) gerado por decomposi¢io térmica do 3,3-(1,4-
naphthylidene) dipropionate endoperoxide (NDPO,), inibiu a respiracdo de mitocondrias
isoladas de figado de rato sustentada por substratos dependentes de NADH ou por
succinato, mas ndo por N,N,N,N-tetramehyl-p-phenylene-diamine (TMPD)/ascorbato.
Nesta dltima condi¢@o, as mitocondrias tratadas com NDPO; exibiram uma diminui¢iao do
potencial elétrico transmembranico (AY) de maneira dependente do tempo de exposicao ao
NDPO,. Este processo foi sensivel aos inibidores da transicdo de permeabilidade
mitochondrial (TPM) como EGTA, ditiotreitol, ADP e ciclosporina A. A presenca de 6xido
de deutério (D,0), que aumenta a meia vida do '0,, aumentou significativamente a
permeabilizacdo promovida por NDPO,. Além disso, a permeabilizacdo mitocondrial
induzida por NDPO, foi acompanhada por oxidacdo tidlica de proteinas de membrana
sensivel a DTT ou ADP. Estes resultados indicam que a TPM induzida por oxigénio

singlete gerado quimicamente € mediada por oxidagdo de tidis de proteinas de membrana.

Verificou-se ainda neste trabalho que mitocOndrias isoladas de figado de camundongos
hipercolesterolémicos por inativacdo do gene do receptor de LDL, apresentaram controle
respiratorio e razdo ADP/O similares as mitocOndrias isoladas a partir de camundongos
controles, mas exibiram maior suscetibilidade a desenvolver TPM induzida por Ca®*. Esta
maior susceptibilidade a TPM parece ser conseqiiéncia do estado mais oxidado de NADP

mitocondrial nos camundongos hipercolesterolémicos.

Resumo
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ABSTRACT




Pure singlet molecular oxygen ('0y) generated by thermal decomposition of the 3,3-(1,4-
naphthylidene) dipropionate endoperoxide (NDPQO,), inhibited respiration of isolated rat
liver mitochondria supported by NADH-linked substrates or succinate, but not by
N,N,N,N-tetramehyl-p-phenylene-diamine (TMPD)/ascorbate. Under the latter condition,
mitochondria treated with 2.7mM NDPO2 exhibited a decrease in transmembrane potential
(AY) in manner dependent on NDPO2 exposure time. This process was sensitive to the
mitochondrial permeability transition (MPT) inhibitors EGTA, dithiothreitol, ADP, and
cyclosporin A. The presence of deuterium oxide (D,O), that increases 'O, lifetime,
significantly enhanced NDPO;-promoted mitochondrial permeabilization. In addition,
NDPO;-induced mitochondrial permeabilization was accompanied by DTT or ADP-
sensitive membrane protein thiol oxidation. Taken together, these results provide evidence
that mitochondrial permeability transition induced by chemically generated singlet oxygen

is mediated by the oxidation of membrane protein thiols.

In this work it was also observed that liver mitochondria isolated from
hypercholesterolemic LDL receptor knock out mice present respiratory control and ADP/O
ratio comparable to control mitochondria, but exhibit higher susceptibility to develop Ca®*
induced MPT. This higher susceptibility to develop MPT seems to be the consequence of a

more oxidized state of mitochondrial NADP.
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Cadeia respiratoria

A energia necessdria para o processo de fosforilacdo oxidativa provém do
potencial eletroquimico de prétons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o
0O, a H,O. Esta energia € utilizada pela ATP sintetase para fosforilar ADP a ATP. Assim, é
a cadeia respiratéria que controla a energia redox necessdria para gerar este potencial de

membrana mitocondrial e promover a fosforilagdo oxidativa.

Normalmente, elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH,, reduzidas
durante a oxidagdo de carboidratos, aminoécidos e dcidos graxos, sdo transferidos a NADH
desidrogenase (complexo I, Figura 1). O complexo I 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 redugdo da coenzima Q. Em alguns tecidos a coenzima Q pode também ser
reduzida pela glicerol-3-fosfato desidrogenase (na presencga de glicerol-3-fosfato citosélico)
ou pela ubiquinona oxiredutase (como resultado da -oxidacado de 4cidos graxos). A UQH;
¢ entdo desprotonada, resultando na formagdo da espécie anidnica semiquinona (UQH®), a
forma que doa elétrons ao citocromo c¢. Existem dois conjuntos separados de UQH", um na
face citoplasmdtica e outro na face matricial da membrana mitocondrial interna, e as duas
formas de UQH® sdo oxidadas juntas, regenerando UQ e doando elétrons para o citocromo
¢ (ver Figura 2). O citocromo c transfere elétrons a citocromo oxidase (complexo IV). Este
complexo é responsdvel pela transferéncia de elétrons para o oxigénio, resultando na
geracdo de dgua, em um processo envolvendo quatro passos consecutivos de transferéncia

de um elétron (Nicholls e Ferguson, 2002).

Introdugdo

45



Mitocéndria §

Citosol :
- o B e
Citosol spago intermembran. m‘:‘:{‘
: o = AN :
1§ E"ag‘ T — i
Complexo | Complexo Il Complexo IV ATP
NADH desidrogenase Ubiquinona — Citocromo sintase
Citocromo ¢ axiiase
H¥ oxirredutase "+
%3*? =
Espago C | Tl 2 @
omplexo S
intermembrana : Succinato N o . (H* e
‘ f'\n{}( Ay desidrogenase }- - ,
I Leda o Ty | VS i
Matriz AR e L
L NADH: { ?‘iﬁb* + Mt
e W 4
M+Yy e Ubiguinona
+ H Succinato S -
1,05+ (Wt
/20a+HY)
Fumarato .

Figura 1. Versdo simplificada da teoria quimiosmética aplicada a mitocondria
(Lehninger, 2000). Os elétrons do NADH e de outros substratos oxidaveis passam através
de uma cadeia de transportadores arranjados assimetricamente na membrana. O fluxo de
elétrons ¢ acompanhado pela transferéncia de protons através da membrana mitocondrial,
produzindo tanto um gradiente quimico (ApH) quanto elétrico (A¥W). A membrana
mitocondrial interna é impermeével aos protons, os quais podem reentrar na matriz através
de canais especificos de prétons (F,). A for¢a proton-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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UQH, UQH" —3p UQ Espaco intermembrana
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Figura 2. Diagrama esquematico do mecanismo do ciclo Q do complexo III (Schultz e
Chan, 2001). UQ: ubiquinona; UQH": ubisemiquinona; UQH,: ubiquinol; by € by: hemes
bses € bseo do citocromo c; Fe,S,: cluster da proteina ferro-enxofre; c;: citocromo cy; c:
citocromo c. Os tridngulos representam os sitios respiratorios inibidos por mixotiazol (Mix)

e antimicina A (AA).

Segundo Mitchell (1961), a passagem de elétrons através da seqii€ncia de
intermediarios redox da cadeia respiratéria permite um fluxo de H" da matriz mitocondrial
ao espaco intermembrana, contra um gradiente de concentracdo. A formacdo deste
potencial eletroquimico transmembranico seria o elemento inicial do acoplamento entre a
oxidacdo de substratos e a utilizacdo desta energia. O componente elétrico (Ay) deste
potencial atinge valores de aproximadamente 180 mV, no estado de repouso, enquanto o
componente quimico (ApH) oscila na faixa de 0 a 1 unidade de pH. O fluxo de H" através
da FoF;-ATP sintase, de volta ao interior da mitocondria, desta vez a favor do gradiente,
estaria diretamente acoplado a fosforilagdo do ADP por Pi. A ATP sintetase, responsavel
por esta reacdo, é constituida de duas regides bem distintas denominadas F;, soldvel e
localizada na matriz mitocondrial e regido Fo, hidrofébica e mergulhada na membrana
mitocondrial interna, onde estdo também localizados os complexos da cadeia respiratoria.
O fator F; contém o sitio catalitico e € composto por 3 subunidades o, 33, 1y, 1de le.

Estas trés ultimas estdo envolvidas na interacdo entre F; e Fo e os 3 sitios cataliticos estao
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entre as subunidades o e B. Fo constitui o canal para a passagem de H' e é também

composto por 3 tipos de subunidades (Figura 3).

Cristas
mitocondriais

Matriz

Membrana
externa |
Membrana

interna Espago

intermembranas

}Hm (b)

Membrana . Proteolipideo
mitocondrial _'t!
interna H*

Espago intermembranas

Figura 3- Componentes estruturais e o complexo da ATP sintase da mitocondria
(Devlin, 1997). (a) Esquema de uma mitocondria. As cristas da membrana interna
conferem-lhe uma érea de superficie muito grande. (b) Diagrama esquematico mostrando a
organizacdo das subunidades para formar a parte Fo condutora de prétons e a unidade F1
sintetizadora de ATP. O complexo F1 consiste de trés subunidades a, trés 3 e uma y, uma o

€ uma €.
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A geracdo de um gradiente eletroquimico transmembranico de prétons (AuH")
¢ um elemento central no aproveitamento de energia em sistemas bioldgicos.
Evolutivamente este mecanismo é fundamental, ja4 que é aproveitado tanto na fosforilagdo
oxidativa em mitocOndrias quanto na fotosintese de ATP em cloroplastos. Além disso, este
gradiente pode ser usado diretamente para processos endergbnicos sem a participacdo de
ATP. Sdo exemplos deste mecanismo de acoplamento direto as trocas eletroforéticas de
ATP* por ADP*, a reducdo de NAD(P)" pela transidrogenase especifica e a captacio

eletroforética de Ca* que transporta duas cargas positivas para o interior da mitocondria.
Produciao de oxigénio reativo pela mitocondria

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

espécies reativas de oxigénio (EROs).

Quando se leva em conta a complexidade do processo de transferéncia de
elétrons através da cadeia respiratdria, € surpreendente que somente de 1 a 5% dos elétrons
que entram na cadeia respiratoria ndo sejam usados para reduzir O, a H>O. A maioria destes
elétrons “‘perdidos” se combina com o oxigé€nio em passos intermedidrios da cadeia
respiratéria, promovendo a reducdo monoeletronica do oxigénio, gerando assim radical
superéxido (0,") (Boveris e Chance, 1973; Liu, 1997; Turrens, 1997). Devido ao continuo
funcionamento da cadeia respiratéria, o vazamento de 1 a 5% de elétrons € suficiente para
fazer com que a gerac¢do de O," mitocondrial seja a maior fonte celular de EROs na maioria

dos tecidos (Liu, 1997; Turrens, 1997).

O O," pode ser gerado principalmente pela NADH desidrogenase (Boveris e
Chance, 1973; Turrens e Boveris, 1980) e pela coenzima Q (Boveris e Chance, 1973;
Cadenas et al., 1977; Turrens et al., 1985) (ver Figuras 1 e 2). Na reacdo de reducdo de
oxigénio pela citocromo oxidase ndo ocorre produgio de O," porque esta enzima liga-se
fortemente aos intermedidrios de oxigénio reduzidos parcialmente, prevenindo a liberagao

destes intermedidrios antes da reducao total ser alcangada (Turrens, 1997).
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A produgdo de O," no complexo I é promovida pelos substratos dependentes de
NAD tais como malato, glutamato, e piruvato e estimulada por rotenona, um inibidor da
transferéncia de elétrons do complexo I a coenzima Q (Turrens e Boveris, 1980; Turrens,
1997). O vazamento de elétrons da cadeia respiratdria na coenzima Q ocorre provavelmente
durante a doacao de elétrons do anion semiquinona, que ¢ um radical livre por si s, para o
oxigénio. O vazamento de elétrons neste ponto € estimulado por succinato, cianeto, e
antimicina A (Boveris et al, 1976; Cadenas et al., 1977; Kowaltowski et al., 1998; Turrens,
1997; Turrens et al., 1985). A antimicina A tem notadamente um grande papel
estimulatério, porque bloqueia a formac¢do de UQH® na face matricial da membrana
mitocondrial interna, promovendo um acimulo de 4anions semiquinona formados
anteriormente na face citosdlica da membrana mitocondrial interna (Figura 2). Mixotiazol,
um inibidor da formagdo da UQH® na face citosdlica da membrana interna mitocondrial,

previne a geragéo de O," neste ponto (Cadenas e Boveris, 1980; Dawson, 1993; Hansford

et al., 1997; Kowaltowski et al., 1998; Turrens, 1997; Turrens et al., 1985).

As EROs geradas pelas mitocondrias tém sido implicadas em muitos processos
degenerativos, incluindo envelhecimento e morte celular necrética e apoptética (Green e

Reed, 1998; Kowaltowski e Vercesi, 1999; Lemasters et al., 1998; Zamzami et al., 1996).
Sistema antioxidante mitocondrial

Como a geragéio mitocondrial de O," é um processo continuo e fisiolgico, a
mitocOndria possui um eficiente sistema de defesa antioxidante. A mitocondria contém Mn-
superéxido dismutase (MnSOD) (Doonan et al., 1984) capaz de promover a dismutagcdo do
0," a H,O0,. A mitocOndria também contém glutationa peroxidase (Sies e Moss, 1978;
Zakowski e Tappel, 1978), uma peroxidase tidlica capaz de remover H,O, usando
glutationa como substrato. A forma oxidada da glutationa pode ser recuperada pelo
NADPH através da glutationa redutase. Com respeito a NAD(P)" transidrogenase
dependente de energia na membrana mitocondrial interna, esta tem um papel essencial no
mecanismo de defesa contra estresse oxidativo (Hoek e Rydstron, 1988), pois ela catalisa a

transferéncia reversivel de hidreto entre NADH e NADP", segundo a reagdo:

NADH + NADP' = NAD" + NADPH
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Esta enzima pode funcionar como uma bomba de prétons, utilizando o
gradiente eletroquimico de H" gerado pela respiragdo para deslocar o equilibrio da reagdo
acima na direcdo da produgdo de NADPH, garantindo uma fonte de equivalentes de
redugdo para regenerar glutationa reduzida. Esta propriedade acopla o estado redox do par
NADP'/NADPH ao potencial de membrana mitocondrial. Portanto, a falta de energia
gerada pelo desacoplamento ou pela queda de potencial de membrana diminui a atividade
da transidrogenase dependente de energia. Deste modo, a enzima ndo € capaz de manter o
NADPH na forma reduzida resultando em uma condi¢do de estresse oxidativo. De fato,
tratamentos com oxidantes de nucleotideos de piridina (NP) em mitocondrias carregadas
com Ca*" resultam em um severo dano oxidativo a organela (Vercesi et al., 1997). Isto foi
evidenciado por estudos anteriores mostrando que acimulo e retencdo de Ca”* mitocondrial
foi favorecido pelo estado reduzido dos NP, uma vez que a oxidagdo destes nucleotideos foi
seguida pela liberacio do Ca®* acumulado (Lehninger et al., 1978). Esta liberacdo de Ca**
foi mais tarde associada com a transi¢do de permeabilidade mitocondrial (TPM), uma
forma ndo especifica de permeabilizacdo da membrana interna causada por estresse
oxidativo (Vercesi et al.,, 1997). Um esquema resumido do papel dos NP na defesa

antioxidante mitocondrial € mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema simplificado do sistema redox mitocondrial envolvendo os NP
(Kehrer e Lund, 1994).

A mitocondria também contém antioxidantes soliveis em lipidios tais como o-
tocoferol (vitamina E) e UQH,, sendo ambos potentes inibidores da peroxidacgao lipidica

mitocondrial (Ernster et al., 1992).

O citocromo ¢ € um outro componente mitocondrial que pode agir como um
antioxidante (Revisdo: Skulachev, 1998). Perda de citocromo c¢ mitocondral, um
“disparador” de apoptose em muitos sistemas, estimula a geragcdo de O," (Cai e Jones,
1998). A forma oxidada do citocromo ¢ pode receber um elétron do O,", convertendo-o
novamente 2 O,. E interessante que neste processo o elétron “perdido” pode voltar a cadeia

de transporte de elétrons.

A citocromo oxidase (complexo IV), um outro componente da cadeia
respiratéria, promove o catabolismo de NO® 2 NO, e NOj’, que ndo somente remove NO®,

mas também previne a formacdo de peroxinitrito (ONOO") (Giulivi, 1998).
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O H;0, difunde-se facilmente para o meio extramitocondrial através das
membranas bioldgicas, onde pode ser removido por antioxidantes citosélicos tais como
catalase (Valle et al., 1993; Kowaltowski et al., 1996A, 1996B, 1998) e tioredoxina
peroxidase (Kowaltowski et al.,1998). A catalase tem sido detectada em mitocOndrias de
coracdo (Radi et al., 1991). De fato, medidas de H,O, em mitocondrias de coracdo de rato
requerem pré-tratamento com o inibidor de catalase aminotriazol (Korshunov e al., 1997).
Também, algumas isoformas de tioredoxina peroxidases (capazes de remover H,O, usando
tidis reduzidos como substrato) estdo localizadas na mitocondria (Rigobello et al., 1998;

Watabe et al., 1997).

Outra linha de defesa antioxidante mitocondrial sdo os residuos de metionina
das proteinas mitocondriais (Berlett e Stadtman, 1997). Estes residuos geram sulfoxido de
metionina quando oxidados, ndo comprometendo fortemente a funcionalidade das
proteinas, e protegendo contra a oxidacdo de residuos de cisteina, que resulta na ligacdo

cruzada ditidlica e em grandes alteracdes na estrutura e funcao da proteina.

Como um todo, os componentes antioxidantes mitocondriais protegem a
organela da maioria dos danos oxidativos durante condi¢des fisiolégicas. Quando a geragao
de EROs estd aumentada e/ou a capacidade das defesas antioxidantes estd exaurida, as

mitocOndrias acumulardo EROs e sofrerdo as consequéncias do estresse oxidativo.
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Figura 5. Modelo proposto para explicar a formacdo do poro de transicao de
permeabilidade induzido por Ca’* e EROs na membrana mitocondrial interna
(Kowaltowski et al.,, 2001). Acumulo de EROs mitocondrial causa TPM. A cadeia
respiratdria, inserida na membrana mitocondrial interna, constantemente gera pequenas
quantidades de radicais O,". Estes radicais sdo normalmente removidos pela Mn-
superdxido dismutase (MnSOD), que promove a geracdo de H,O,. A H,0, € entdo reduzido
a H,O pela glutationa peroxidase (GP), tirodoxina peroxidase (TP) ou catalase (em
mitocondria de cora¢do). GSH, oxidado pela GP, e TSH, oxidado pela TP, sdo recuperados
pelo sistema enzimdtico glutationa e tioredoxina redutases (GR e TR), que usam NADPH
como doador de elétrons. NADH, que estd presente em quantidades reguladas pela
respiracdo, reduz entdo NADP" usando a NAD(P) transidrogenase (TH). Quando a geragio
de O," aumenta na presenga de Ca’ e Pi, e/ou os mecanismos de remocao de H202 estdo
inativados, H,O, acumula-se e na presenca de Fe®, gera o radical OH" altamente reativo.
OH® oxida grupos tidlicos (-SH) do complexo do poro de TPM, levando a formacédo e
abertura do poro. Alternativamente, OH® pode promover permeabiliza¢do da membrana

através da peroxidacdo lipidica, um processo fortemente estimulado por P;.
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Estresse oxidativo e transicao de permeabilidade mitocondrial (TPM)

0 Ca** parece ser o principal agente estimulador da geracdo mitocondrial de
EROs (Kowaltowski e Vercesi, 1999). O Ca** intramitocondrial liga-se a cardiolipina na
face interna da membrana mitocondrial interna causando alteracdo ultraestrutural da cadeia
respiratéria que facilita a produgido de O," e conseqiientemente de H>O, (Grijalba et al.,
1999). Este lipideo possui cabeca polar eletronegativa e estd presente em altas
concentragdes (14-23%) na membrana mitocondrial interna em uma grande variedade de
tecidos. Simultaneamente, o Ca®* mobiliza Fe** na matriz mitocondrial que estimula a
reacdo de Fenton e a producdo de radical hidroxil que ataca tidis de proteinas, lipideos e
DNA mitocondrial (Merryfield e Lardy, 1982; Castilho et al., 1995; Vercesi et al., 1997). A
diminuicao de NAD(P)H e GSH causada por prooxidantes prejudica a eliminacdo de H,O,
pelas enzimas glutationa peroxidase (GP) e glutationa redutase (GR). Em contraste, a
rdpida difusdo de H,O, através da membrana mitocondrial permite seu consumo por
catalase (CAT) extramitocondrial (Valle et al., 1993; Kowaltowski et al., 1996A, 1996B,
1998). Na presenca de altas concentracdes de fosfato inorgadnico (Pi), a enolizagdo de
aldeidos (Indig et al., 1988) formados por lipoperoxidacdo de acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) leva a producdo final de espécies tripletes que estimulam o processo de

lipoperoxidagcdo dos PUFA da membrana (Kowaltowski et al., 1996A, 1996B).

O contetdo protéico das membranas mitocondriais varia entre 60 e 65%, e pode
chegar a 75% na membrana mitocondrial interna (Lehninger, 1964; Nicholls e Ferguson,
2002). Devido ao alto contetido protéico da membrana mitocondrial interna, é esperado que
estas proteinas sejam um dos principais alvos das EROs geradas pela mitocondria.
Realmente, as proteinas da membrana mitocondrial sofrem extensa oxida¢do em condicoes
de estresse oxidativo mitocondrial induzido por Ca** (Fagian et al., 1990; Valle et al., 1993;
Castilho et al., 1995, 1996; Kowaltowski et al 1996A, 1996B). As EROs, principalmente o
radical hidroxil, sdo capazes de oxidar residuos de cisteina e metionina protéicos, levando a
formacgdo de ligacdes cruzadas S-S e sulféxido de metionina, respectivamente. Como a
oxidagdo de residuos de metionina tem pouco efeito sobre a estrutura e funcdo protéica
(Berlett e Stadman, 1997), a disfuncdo mitocondrial devido a oxidagdo de proteinas da
membrana mitocondrial, provavelmente, estd associada a oxidacdo de residuos de cisteina,

com a formacdo de ligagdes cruzadas S-S (Fagian et al., 1990; Castilho et al., 1996).
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As alteracdes oxidativas das proteinas da membrana mitocondrial interna, que
ocorrem na presenca de Ca®, levam a uma permeabilizacdo ndo especifica da membrana
mitocondrial interna, conhecida como transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM,
Zoratti e Szabo, 1995; Vercesi et al., 1997, ver Figura 5). A TPM ¢é caracterizada por uma
permeabilizacdo progressiva da membrana mitocondrial interna, que gradativamente se
torna permedvel a protons, fons, suporte osmotico e até mesmo pequenas proteinas. Esta
permeabilizacio € dependente da presenca de Ca® no espaco intramitocondrial, e € inibida
por concentragdes submicromolares de ciclosporina A, um imunossupressor (Crompton et
al., 1988; Broekemeier et al., 1989), provavelmente devido a ligacdo da ciclosporina a
ciclofilinas da membrana mitocondrial interna, que seriam necessdrias para a abertura do
poro da TPM (Connern e Halestrap, 1994; Nicolli et al., 1996). O nome "transi¢do de
permeabilidade” é utilizado devido a observacdo de que a permeabilizacio mitocondrial
nesta situacio pode ser parcialmente revertida pela adicdo de quelantes de Ca** ou
redutores ditidlicos logo apds a permeabilizacdo (Hunter e Haworth, 1979; Valle et al.,

1993; Castilho et al., 1996).

A TPM induzida por Ca** pode ser estimulada por um grande nimero de
compostos conhecidos como indutores (Zoratti e Szabo, 1995), que incluem o fosfato
inorganico (P;, Rossi e Lehningher, 1964), oxidantes de nucleotideos de piridina (Lehninger
et al., 1978; Castilho et al., 1995; Kowaltowski et al., 1996A, 1996B; Vercesi et al., 1997),
protoné6foros (Bernardi, 1992) e reagentes ditidlicos (Lenartowicz et al., 1991; Bernardes et
al., 1994). A maioria destes indutores € composta capazes de aumentar o estresse oxidativo
mitocondrial promovido pelo Ca** (Castilho et al., 1995; Kowaltowski et al, 1996A,
1996B; Vercesi et al., 1997). A primeira evidéncia de que a TPM era causada por EROs
geradas pela mitocondria foi apresentada quando Lehninger e co-autores demonstraram que
o estado oxidado de nucleotideos de piridina estimulava o efluxo de Ca** mitocondrial
(Lehningher et al., 1978), resultados estes confirmados por trabalhos posteriores (Vercesi
1984 A, 1984B; Vercesi e Pereira-da-Silva, 1984). Este efluxo foi posteriormente atribuido
a uma permeabilizacdo mitocondrial ndo especifica (Nicholls e Brand, 1980). Os oxidantes
de nucleotideos de piridina promovem o acimulo de H,O, em mitocondrias porque o
sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase mitocondrial é reduzido por nucleotideos

de piridina (Meister e Anderson, 1983; Chance et al., 1979). Posteriormente, experimentos
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comprovando que a catalase, o-fenantrolina (quelante de Fe**) e a anéxia inibem a TPM
induzida por Ca’*e prooxidantes (Valle et al., 1993; Castilho et al., 1995) confirmaram que
a TPM ¢é dependente de EROs geradas pela mitocOndria. Peroxidases tidlicas, como o
ebselen e a proteina antioxidante especifica para tidis (TSA) mostraram-se eficientes

inibidores da TPM (Kowaltowski et al., 1998), refor¢ando ainda mais para esta hipdtese.

O DNA mitocondrial (DNAmt) encontra-se ligado a membrana mitocondrial
interna e € particularmente sensivel a lesdes oxidativas devido a falta de histonas e
mecanismos corretivos, e a presenca de mecanismos de reparo incompletos (Clayton, 1984;
Croteau e Bohr, 1997). De fato, a fragmentacdo de DNAmt parece estar relacionada ao
dano mitocondrial associado ao envelhecimento e as condi¢des de estresse oxidativo
descritas acima (Hayakawa et al., 1991). Como o DNAmt codifica proteinas essenciais para
a fosforilagdo oxidativa, a fragmentacdo de DNAmt leva a disfun¢do mitocondrial,
aumentando a geracdo de EROs pela cadeia respiratéria e promovendo maior oxidacdo de

DNAmt, numa reagdo em cadeia que € finalizada pela apoptose (Ozawa, 1997).
Oxigénio singlete ('0,)

Oxigénio singlete ('0,) é um estado eletronicamente excitado da molécula de
oxigénio (Ogilby e Foote, 1983). Segundo a “Teoria do Orbital Molecular”, a configuracio
eletronica do oxigénio no estado fundamental possui dois elétrons desemparelhados nos
orbitais moleculares degenerados 7, e n'y*. Esses elétrons tendem a possuir mesmo spin de
forma a possuir um estado de mais baixa energia, conseqiientemente multiplicidade
maxima. Essa € a razdo pela qual o estado fundamental do oxigénio € um triplete. A Figura
6 apresenta, de forma simplificada, os orbitais moleculares da molécula diatdmica de

oxigénio e seus derivados.
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Figura 6. Versao simplificada dos orbitais moleculares da molécula diatémica de

oxigénio e seus derivados (Halliwell e Gutteridge, 2000).

Dos estados singletes, os que possuem energia intermedidria (IAX e 1Ay; 92,4 kJ
mol™) sdo os responséveis pela reatividade quimica do 'O, (Machado, 2000). A simetria
dessas moléculas (ver Figura 7), diferente da do estado fundamental, lhes garante um
considerdvel tempo de vida quando comparado com a forma de mais alta energia ('z; 159,
6 kJ mol™), que possui a mesma simetria do estado fundamental. Os estados 'A, e 1Ay sao
degenerados e possuem uma distribui¢do eletrOnica onde os elétrons que ocupam um dos

orbitais antiligantes © se encontram em um dos planos mutuamente perpendiculares.

(16;:) (h‘f}

Figura 7. Representaciio dos orbitais moleculares m, e ny* relativos as formas 'A, e lAy
do oxigénio singlete (Machado, 2000). Os I6bulos sombreados representam o orbital

molecular antiligante que possui o par de elétrons.
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Por serem degenerados, os estados ]Ax e ]Ay sdo, por conveniéncia,
representados como sendo o estado 'A,. O orbital molecular vazio no estado 'A, (ver Figura
7) garante ao oxigénio singlete cardter eletrofilico, o que favorece sua participacdo mais
efetiva em reacdes quimicas, principalmente no caso em que substratos possuem sitios ricos
em elétrons. O estado 12g+ decai rapidamente para o estado lAg, por isso somente este
ultimo € geralmente considerado em sistemas bioldgicos. Embora ]Ag ndo seja um radical

livre, ele pode ser formado através de algumas reagdes radicalares e pode levar a outras

(Halliwell e Gutteridge, 2000).

O tempo de vida do 'O, em solugdo é profundamente influenciado pela natureza
do solvente, pois ele pode transferir sua energia de excitacdo para o solvente, assim, seu
tempo de vida depende em qual solvente ele é gerado. Seu tempo de vida em H,O €
aproximadamente 3,8us e em D0 € 62us, em hexano 31us e em hexafluorbenzeno (CegFp)

3900us (Halliwell e Gutteridge, 2000).

'0, pode interagir com outras moléculas essencialmente por dois caminhos:
pode reagir quimicamente ou transferir sua energia de excitacdo, retornando ao estado
fundamental, excitando assim outras moléculas. Este ultimo fendmeno é conhecido como
supressdo do oxigénio singlete. Varias moléculas sdo usadas em laboratério como
supressores/sequestradores de oxigénio singlete; elas incluem histidinas, DABCO, azida e

difenilisobenzofurano. Algumas vezes os dois caminhos ocorrem com a mesma molécula.

As reacdes quimicas melhor estudadas de oxigénio singlete sdo aquelas
envolvendo compostos que contém ligagdes duplas C=C. Tais ligagcdes estdo presentes na
maioria das moléculas bioldgicas, incluindo carotendides, clorofilas e &4cidos graxos.
Compostos contendo ligagdes duplas separadas por uma ligacdo simples (ligacoes
conjugadas) freqiientemente reagem resultando em endoperoxidos (Halliwell e Gutteridge,

2000).
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Fontes biolégicas de 'O,

MitocOndrias podem gerar 0, (Costa et al, 1993; Kerver et al., 1997). Além
disso, esta espécie reativa de oxigénio pode modificar vdarias fung¢des bioldgicas como
expressdo génica, fotoenvelhecimento e apoptose (Grether-Beck et al., 1996; Krutmann,
2000; Ryter e Tyrrell, 1998. Zhuang et al., 1999). 102 ¢ considerado também a maior fonte
de EROs produzida em terapias fotodindmicas (TFD), um novo procedimento terapéutico
para o tratamento de tumores (Henderson e Dougherty, 1992; Ochsner, 1997; Weishaupt
et al., 1976).

Virias doencas podem levar a uma formagio excessiva de 'O,. Por exemplo, as
porfirias que sdo doengas causadas por defeitos na biossintese do heme. Em algumas destas
doencas (como na porfiria cutinea), porfirinas acumulam-se na pele e a exposi¢io a luz
causa danos levando a erupgdes cutdneas, cicatrizes e inchamento. A severidade do dano

depende de qual porfirina € acumulada (Halliwell e Gutteridge, 2000).

Virias drogas tém a propriedade de sensibilizar a formacdo de 'O, in vitro,
incluindo algumas fenotiazinas (usados como tranqiilizantes) (Hassan e Khan, 1986),
tetraciclinas (antibidticos) (Hassan e Khan, 1986) e drogas antiinflamatdrias, tais como
carprofen (Bosca et al.,1997). O composto benoxaprofeno foi introduzido como agente
antiinflamatério mas ndo € muito usado, em parte devido a sua fototoxidade (Halliwell e
Gutteridge, 2000). Tem sido sugerido também que véarios constituintes de protetores solares

e perfumes possam ser fotosensibilizadores (Halliwell e Gutteridge, 2000).
Fontes quimicas de 10,

Um sistema bem estabelecido freqiientemente usado para gerar 'O, em

laboratdrio € a mistura de H,O, e o ion hipoclorito OCI" (Kanofsky,1989):

OCI' + H,0, =CI' + H,O + 'O, (singlete)
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A reacdo acima pode ser relevante biologicamente, uma vez que OCI ¢
formado pela enzima mieloperoxidase (Schraufstatter et al., 1990). Contudo, HOCI/OCI ja
é altamente reativo, o que tem causado problemas na detec¢do de 'O, gerado por este

sistema. A maioria das sondas para 'O, pode também ser oxidada por HOCI/CIO'.

Um método limpo de producio de 'O, sem outras espécies reativas de oxigénio
€ a decomposi¢do de endoperoxidos aromdticos, tais como endoperdxidos de naftaleno

substituidos (Figura 8):

Rl Rl
/
3 - 1
O ot o
R, R,

Figura 8. Esquema da decomposicao térmica de um endoperéxido gerando um

hidrocarboneto, oxigénio triplete e oxigénio singlete (Halliwell e Gutteridge, 2000).

Geracdo de 'O, por este método tem sido usado para acessar os efeitos do 'O,
sobre antioxidantes em plasma sanguineo humano (Wagner et al., 1993). Exposi¢do do
plasma a um gerador de '0, leva a perda de ascorbato, urato, grupos —SH protéicos e

bilirubina, mas nao de a-tocoferol ou f-caroteno.

Hipercolesterolemia e espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio

(ERNs)

Embora a biossintese de novo do colesterol ocorra em, virtualmente, todas as
células, esta capacidade é maior no figado, no intestino, no cortex adrenal e nos tecidos
reprodutores, incluindo ovérios, testiculos e placenta (Devlin et al., 1997). 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

ligacoes tioéster de alta energia da acetil CoA e de liga¢des fosfoanidrido do ATP. Poder
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redutor na forma de NADPH ¢é fornecido principalmente pela glicose 6-fosfato

desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase, enzimas da via das pentoses.

Em condig¢des fisioldgicas, a sintese de novo de colesterol ndo € fator limitante
para o funcionamento da maioria das células do corpo, mesmo na auséncia de colesterol da
dieta. Por outro lado, o acamulo de colesterol intracelular é altamente citotoxico, uma vez
que as células dos mamiferos ndo t€ém capacidade para degradar a molécula do colesterol.
No entanto, as células desenvolveram um eficiente mecanismo homeostatico de protecao
contra o acimulo de colesterol. Tal mecanismo foi elegantemente elucidado por M. Brown
e J. Goldstein, laureados com o prémio Nobel de Medicina em 1985 (Brown e Goldstein,
1986). Na vigéncia de aporte aumentado de colesterol, as células respondem com 3 acdes

contra-regulatorias principais:

1 - bloqueio da sintese de novo do colesterol, através da inibi¢ao da transcri¢ao
dos genes das enzimas hidroxi-metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA)
sintetase e HMG-CoA redutase. Esta ultima catalisa a etapa limitante da via

da sintese do colesterol.

2 - bloqueio da principal via de entrada de colesterol exdgeno na célula, através
da inibicdo da transcricio do gene do receptor da lipoproteina de baixa

densidade (LDL), principal transportador de colesterol nos seres humanos.

3 - aumento da esterificacio do colesterol livre, através do aumento da
atividade da enzima acil colesterol acil transferase (ACAT), evitando uma

elevacdo do contetdo de colesterol nas membranas celulares.

Assim, na condic@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

primdrio para o desenvolvimento da aterosclerose.
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A aterosclerose ¢ uma doenca da parede arterial que estd associada com uma
progressiva perda da funcdo de células endoteliais e o acimulo de macréfagos
sobrecarregados de colesterol (Ross, 1999; Navab et al., 1995). Pesquisas recentes tém
elucidado alguns dos mecanismos pelos quais a LDL natural pode ser convertida a uma
forma modificada reconhecida pela familia de receptores tipo “scavenger” de macréfagos e
entdo desencadear a formacdo das células espumosas, caracteristicas das lesdes
ateroscleroticas. J4 € reconhecido que a modificacdo de residuos de lisina presentes nas
apoB (principal proteina das LDL) é uma via para a formagdo de LDL aterogénica e que
reacOes oxidativas sdo um caminho biologicamente plausivel para isto (Esterbauer et al.,
1992; Darley-Usmar e Hassal, 1993; Yla-Herttuala et al., 1989; Palinski et al., 1989;
Parthasarathy et al., 1986). Vdrias evidéncias sugerem que a maioria, se nao todos, dos
efeitos da LDL oxidada (oxLDL) sdo derivados de componentes de lipidios oxidados
(Yong e Parthasarathy, 1994). Os lipidios “ativos” incluem peréxidos de lipidios
esterificados ou ndo esterificados, lisofosfatidilcolina, produtos de oxidacdo de colesterol,
aldeidos derivados da quebra de acidos graxos esterificados e ndo esterificados, e talvez
proteolipidios que podem possuir peroxidos de lipidios ligados a apoB-100 fragmentada

(Steinbrecher et al., 1984).

A idéia central da hipétese de oxidacdo (ver Figura 9) (Berliner e Heinecke,
1996; Esterbauer et al., 1990) para o desenvolvimento de aterosclerose, é que espécies
reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) medeiam a
modificacdo oxidativa de LDL e levam a formacdo de células espumosas (Berliner e
Heinecke, 1996; Rubbo et al., 1996). Esta idéia é apoiada por estudos que demonstram a
presenca de LDL modificada in vivo e a habilidade que EROs e ERNs t€m em converter
lipoproteinas a uma forma potencialmente pré-aterogénica quando adicionados a LDL

natural in vitro (Klatt e Esterbauer, 1996).
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Figura 9. Interacio de EROs e ERNs em vias sinalizadoras celulares e
desenvolvimento de lesdoes aterosclerédtica (Batlouni, 1997). Produgdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio estd intrinsicamente ligadas ao desenvolvimento de lesdes
aterosclerodticas. A visdo cldssica, que € derivada de muitas observagdes experimentais,
indica que EROs e ERNs oxidam a LDL localizada no espaco subendotelial nas artérias
formando oxLDL. Por sua vez, esta oxLDL induz vérios efeitos que levam ao
desenvolvimento da lesdo aterosclerdtica (Ross, 1999). Estes incluem, formagao de células
espumosas, recrutamento e adesdo de mondcitos ao endotélio, inibicdo da motilidade de
macrofagos, proliferacdo de células musculares lisas, perda da resposta endotelial ao fator
de relaxamento endotelial, e promoc¢do de citotoxidade. Observacdes mais recentes (Go
et al., 1999; Suzuki e Forman, 1997) tém sugerido que este ponto de vista pode ser
modificado incluindo-se efeitos diretos de EROs e ERNs nos processos de sinalizagao

celular.
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Como previsto pela hipdtese oxidativa da aterosclerose, tratamentos que inibem
a modificacdo oxidativa de LDL deveriam prevenir aterogénese. Varios compostos
antioxidantes podem retardar aterogénese em modelos animais da doenga (Carew et al.,

1987; Bjorkhem et al., 1991; Tangirala et al., 1995; Cynshi et al., 1998;).

Dados in vitro com oxidacdo dependente de metais de transicdo, por ex: Cu",
tém mostrado que antioxidantes enddgenos sdo consumidos antes da LDL se tornar a forma
pro-aterogénica (Esterbauer et al., 1992). A extrapolacdo destes estudos para a parede
vascular sugere que antioxidantes sdo esgotados em lesdes aterosclerdticas (Niu et al.,

1999; Witting et al., 1999).
Colesterol e funcoes de biomembranas

E cada vez mais evidente que muitas fungdes de biomembranas podem ser
moduladas pela sua composi¢do lipidica e por suas propriedades biofisicas (Stubbs et al.,
1984). O colesterol, um dos principais componentes das membranas celulares, afeta de
forma marcante as funcdes de muitas proteinas ligadas as membranas, incluindo a
acessibilidade de receptores ou atividade de enzimas, canais e transportadores de membrana

(Spector e Yorek, 1985).

Virios estudos sugerem que a concentragcdo celular de colesterol e cdlcio estd
intimimamente relacionadas (Sorisky et al., 1990; Scherrer et al., 1991; Zhou et al., 1991;
Tulenko et al., 1997). Um aumento de colesterol em membranas aumenta a
microviscosidade destas, podendo facilitar o influxo e aumento da concentragdo intracelular
de Ca®" em vidrios tipos de células, tais como células musculares lisas, endoteliais e
plaquetas (Sorisky et al., 1990 e Zhou et al., 1991; Tulenko et al., 1997). Este pode ser um
dos mecanismos pelos quais a hipercolesterolemia leva a aumento de sensibilidade dos
vasos a vasoconstritores. Tais mudangas podem ter importincia no aparecimento de
aterosclerose e outras doengas cardiovasculares (Hughes et al., 1992, Brown e Goldstein.,

1986, Fleischhacker et al., 2000).
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Mudangas na composig¢ao lipidica, consistindo principalmente de diminui¢do da
massa de fosfolipidios e de dcidos graxos poliinsaturados associados, foram observados em
linfécitos de individuos hipercolesterolémicos (Seres et al., 1996). Seres et al. (1996)
observaram também que o conteido de colesterol e a concentracdo de cdlcio livre
intracelular foram significativamente aumentados nos linfécitos de individuos

hipercolesterolémicos.

Kochhar e Kaul (1992) constataram que pacientes hipercolesterolémicos
possuem atividade elevada de plaquetas. Observaram que um aumento no conteido de
colesterol em plaquetas causa aumento significativo na atividade da fosfolipase A, que €
acompanhado por uma diminui¢do no pH citoplasmaético. Isso seria responsavel por maior
adesdo e agregacdo plaquetdria e reducdo do tempo de coagulacdo sanguinea nestes

individuos.

Assim, todos esses relatos sugerem que a modificacdo do contetido do
colesterol em membranas celulares, geralmente observada em situagdes de
hipercolesterolemia, promove um desequilibrio na homeostase celular do célcio, e isso
parece estar associado a disfunc¢des de vérias células, principalmente as circulantes e as que

constituem os vasos sanguineos.
Camundongos deficientes de receptor de LDL

Uma das principais vias de entrada do colesterol nas células é o receptor de
LDL. Defeitos genéticos neste receptor levam a hipercolesterolemia e aterosclerose precoce

em seres humanos (Brown e Goldstein, 1986).

Ishibashi et al. (1993) empregaram a técnica da recombinagdo homdloga em
células embriondrias para produzir camundongos com o gene do receptor de LDL inativado
e assim reproduziram o fend6tipo 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 plasmético sd@o duas vezes
maiores que aqueles dos camundongos selvagens, devido a um aumento de sete a nove

vezes nas lipoproteinas de densidade intermedidria (IDL) e nas lipoproteinas de baixa
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densidade (LDL), sem uma significativa mudanca nas lipoproteinas de alta densidade
(HDL). Os niveis de triglicérides sdo normais. O tempo de metabolizacdo de IDL e LDL
estd aumentado em 30 vezes e 2 vezes respectivamente, mas de HDL é normal nos
camundongos LDLR”. O conteido de colesterol total no figado ndo difere dos

camundongos selvagens (Osono e col., 1995).
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A ocorréncia da transicao de permeabilidade mitocondrial (TPM) € estimulada
por vdrios agentes indutores que incluem fosfato inorginico, desacopladores, e
prooxidantes. Solidas evidéncias sobre papel das espécies reativas de oxigénio (EROs) na
mediacdo da oxidagdo de tidis protéicos de membrana na TPM tém sido obtidas por nosso
grupo. O oxigénio singlete é uma espécie reativa de oxigénio que exibe alta reatividade
com aminas, sulfetos, e lipideos insaturados por ser bem eletrofilico e possuir uma meia
vida relativamente longa (2-4us em dgua e 400us em CCly). Assim, investigamos se o
oxigénio singlete estd envolvido no processo de TPM em mitocondrias isoladas de figado

de rato.

Virios trabalhos correlacionam hipercolesterolemia e EROs e concentracao
celular de colesterol e cdlcio. Assim, este trabalho teve também como objetivo verificar o
efeito de uma condi¢do de hipercolesterolemia moderada in vivo sobre a susceptibilidade a
TPM induzida por Ca® em mitocondrias isoladas de figado de camundongos

hipercolesterolémicos deficientes de receptor de LDL e controles.

Objetivos
71



3. MATERIAL E METODOS

73



Animais

Camundongos hipercolesterolémicos por inativacdo do gene do receptor de
LDL (“knock out”), provenientes do laboratério Jackson (Bar Harbor, ME), foram
mantidos no biotério do departamento de fisiologia e biofisica, UNICAMP. Como controle
foram usados camundongos selvagens C57B16, a linhagem parental do “knock out” do

receptor de LDL, adquiridos do CEMIB, UNICAMP.

Amostras de sangue dos camundongos em jejum por 12 horas foram colhidas
do plexo retro-orbital de camundongos anestesiados (cetamina 50mg/kg, Parke-Davis e
xilazina 16mg/kg, Bayer) usando tubos heparinizados. Glicose, triglicérides, colesterol total
e acidos graxos livres foram determinados no plasma usando métodos enzimaticos

colorimétricos concordando com o manual do fabricante.

Nos experimentos relacionados ao efeito do 'O, foram utilizados ratos adultos

Wistar.
Isolamento de mitocondrias hepaticas

MitocOndrias foram isoladas de figado de ratos e camundongos adultos
utilizando-se a técnica de centrifugacdo diferencial, segundo Schneider e Hogeboom
(1950), apds jejum de 12 hs. O figado, retirado apds a morte do animal por contusdo
cerebral, foi lavado em solu¢ao de sacarose 250 mM contendo tampao HEPES 10,0 mM pH
7,2 e EGTA 0,5 mM, picado com tesoura e homogeneizado em homogeneizador Potter-
Elvehjem. O material foi centrifugado a 2500xg por 5 minutos. O sobrenadante resultante
foi centrifugado durante 10 minutos a 10000xg sendo a fase lipidica superior retirada com
pipeta Pasteur. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em sacarose 250
mM, HEPES 5,0 mM pH 7,2 e EGTA 0,3 mM, e novamente centrifugado na condi¢do
anterior. A fracdo mitocondrial foi ressuspensa na mesma solucdo sendo que isenta de

EGTA, numa concentracdo de aproximadamente 50 mg de proteina por ml.
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Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina das suspensdes mitocondriais foi determinada pelo
método de biureto (Gornall et al., 1949), modificado pela adi¢do de colato 1% (Kaplan e
Pedersen, 1983). O principio do método baseia-se na determinagcdo da concentragido de
ligacdes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo cobre-nitrogénio. Este
complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm . A absorbancia € considerada
diretamente proporcional a concentracdo de proteina na solug¢do analisada, onde uma

solug@o de BSA a 1% serd utilizada como padrao.
Geraciio de 'O, por temodissociacio de NDPO,

Geracio quimica de 'O, foi promovida usando o endoperéxido
termodissociavel NDPO, (Di Mascio e Sies, 1989). A decomposi¢do quimica do composto
soluvel em d4gua NDPO, a NDP e oxigénio molecular produz metade do oxigénio no estado
excitado (Figura 11) (Di Mascio et al., 1989). A velocidade méxima de geracdo de '0, foi
calculada pela medida da formacdo de NDP (Di Mascio et al, 1989). Por exemplo, 6 min
depois da adi¢io de 10 mM de endoperéxido, a velocidade méaxima de geragdo de 'O, foi
38 pM/min diminuindo para 10 pM/min depois de 30 minutos. Assim, a ['0,] no meio de
incubacdo pode ser calculada como 31 x 10"* M em 6 minutos ¢ 8 x 10> M em 30 min

depois da adi¢cao de NDPO, (Di Mascio et al., 1989).

COONa COONa

2 e OO + 0,(%) + 0,(A)

COONa COONa

NDPO, NDP

Figura 10. Decomposicao térmica do sal solivel em agua endoperéxido 3,3"-(1,4-
nafitilideno)dipropionato disédico (NDPQO,) produzindo o hidrocarboneto similar
(NDP), oxigénio molecular no estado triplete (O, (3Zg')) e oxigénio no estado singlete

(02 ('Ay)) (Di Mascio et al., 1989).
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Procedimento de incubacio padrao nos experimentos com NDPO,

Com excecdo da Figura 12 dos ensaios feitos com NDPO, (Parte A dos
resultados), MFR (1,0 mg/mL) foram pré-incubadas em um meio padrdo contendo sacarose
125 mM, KCI 65 mM, Hepes 10 mM (pH = 7.2), K,HPO, 2 mM, MgCl, 1 mM, rotenona 2
uM, antimicina A 1 uM, oligomicina 1 uM na presenga de NDPO, 2,7 mM ou NDP 2,7
mM e de Ca** livre 14,5 pM. Como experimentos controles, foi feita a adicdo reversa de
NDP a suspensdo mitocondrial. Esta adi¢do reversa consistiu de adi¢des de NDPO, 2,7 mM

ao meio de reacdo 4h antes da mitocondria. NDPO, € totalmente degradado a NDP e O,

dentro de 3 h 2 30°C (Martinez et al., 2000).
Consumo de oxigénio mitocondrial

O consumo de oxigénio por mitocondria foi medido utilizando-se um eletrodo
do tipo Clark (Yellow Springs Instrument Co.) conectado a oxigrafo Gilson, em uma
camara de vidro de 1,3 ml equipada com agitador magnético. A concentracdo de oxigénio

inicial no meio de reagdo € de 225 nmol/ml (Robinson e Cooper, 1970).
Transporte de calcio por mitocondrias

Variagdes nas concentragdes de célcio livre no meio de reacdo foram
acompanhadas pela medida das mudancas no espectro de absorbancia do indicador
metalocromico Arsenazzo III (40 uM) (Scarpa, 1979), usando-se o espectrofotometro SLM
Aminco DW 2000 nos comprimentos de onda 675 - 685nm & 30°C. As calibra¢des foram
feitas pela adicdo seqiiencial de concentra¢des conhecidas de EGTA. A concentragdo inicial
de Ca® foi obtida por espectroscopia de absorcdo atdmica e as concentracdes de Ca*
depois de cada adi¢cdo de EGTA foram calculadas conforme Vercesi e Docampo, 1992. Foi
feita também uma titulacdo com adi¢des de Ca®™ de concentragdes conhecidas, ao invés da

calibracdo com EGTA, em alguns experimentos.
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Determinacio do contetddo de grupos tiélicos protéicos

Grupos tidlicos da membrana mitocondrial foram determinados usando acido
5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoico) (Reagente de Ellman) conforme descrito em Castilho et al.,

1996 e Kowaltowski et al., 1997.

Determinacido do potencial elétrico (Ay) de membrana mitocondrial com

eletrodo de TPP*

O potencial elétrico (Ay) de membrana foi determinado a partir da distribui¢ao
do cation lipofilico tetrafenilfosfonio (TPP") entre o meio de reacdo 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 sédio 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
solucdo final foi colocada em placa de Petri de 60 cm” de 4rea e o solvente evaporado
lentamente a 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, a 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*];,).

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 extermidades foi fechada com

uma pequena camada de resina epoxi e preenchido com solugdo de KCl1 3,0 M.

As concentragdes de TPP" no meio de reagio foram monitoradas continuamente

e os valores de Ay calculados através da equagao:
Ay =23 RT/F log v/V - 2,3 RT/F log (10 "A****T . 1)

onde v representa o volume mitocondrial por mg de proteina, considerado 1,4 ul (Kamo
et al., 1979), V o volume do meio de incubacdo e AE o potencial do eletrodo fornecido pelo
gradiente de concentragio de TPP" ([TPP'];/[TPP'].,) através da membrana, sendo que

[TPP"].x refere-se a concentracdio de TPP" no meio de reagdo. Esta equagio é derivada
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assumindo-se que a distribuicio de TPP" entre as mitocdndrias e 0 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 equagao:
Ay = (Ay eletrodo - 66,16 mV)/0,92

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

potenciométrico (Kipp & Zonen, modelo BD121).

Suspensdo mitocondrial (1 mg/mL) foi incubada em meio de reacdo padrio
contendo TPP* 3uM. A concentragdo de TPP" no meio extramitocondrial foi monitorada

continuamente com o eletrodo de {on seletivo.
Medida de inchamento mitocondrial

As suspensdes mitocondriais sdo turvas e espalham a luz incidente. A luz
espalhada € uma funcdo da diferenca entre o indice de refracdo da matriz e do meio, e,
qualquer processo que diminua esta diferenca ird diminuir a luz espalhada e aumentar a
transmitancia (Nicholls e Akerman, 1982). Assim, um aumento no volume da matriz
mitocondrial, associado com a entrada de solutos permedveis, resulta numa aproximagao
entre o indice de refracdo da matriz e do meio de reacdo com a conseqiiente diminui¢cdo da
luz espalhada. Esta propriedade das mitocondrias fornece um método qualitativo simples
para se estudar o fluxo de solutos através da membrana mitocondrial interna. As
mitocOndrias sdo ideais a aplicacdo desta técnica porque sua matriz pode sofrer grandes
variagdes de volume, j4 que a membrana interna sofre apenas desdobramento de suas
pregas. O acompanhamento espectrofotométrico da reducdo da absorbancia a 520 nm
(Macedo et al., 1988) foi feito em um espectrofotometro Hitachi U-3000 (Hitachi, Ltd.,
Tokyo, Japao). As mitocOndrias de figado de rato (0,5 - 1 mg de proteina/ml) foram

incubadas no meio de reagio, e os experimentos foram realizados a temperatura de 30°C.
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Estimativa da producio de espécies reativas de oxigénio

A geracdo de EROs foi monitorada espectrofluorimetricamente, usando o
corante permedvel a membrana H,-DCFDA (diacetato de diclorodihidrofluoresceina, 1uM)
(LeBel et al., 1992; Garcia-Ruiz et al., 1997). Fluorescéncia foi monitorada em 488 nm
para excitacdo e 525 nm para emissdo, com a largura da fenda de 3 nm. Calibracdo foi feita
pela adi¢do de concentracdes conhecidas de diclorofluoresceina (DCF), o produto da

oxida¢ao do H,-DCF, que apresenta fluorescéncia a 525 nm quanto excitado a 488 nm.
Medidas do contetido de colesterol em mitocondrias isoladas

Mitocondrias de figado de camundongo (5 mg de proteina) foram tratadas 3
vezes com éter etilico (5 mL) com agitacdo por 3 minutos como descrito por Martinez et al.
(1988). Depois desta extracdo com solvente, nenhum colesterol foi detectado na proteina
remanescente. Juntou-se as trés extracoes de 5 mL e o extrato total foi seco sob N e
redissolvido em 250 pL. de fase moével usada na andlise por HPLC. Foi adicionado
hidroxitolueno butilado (BHT) (0,01%, m/v) como antioxidante no éter usado para a

extracao.

O colesterol foi separado de outros lipideos por HPLC e quantificado por
deteccdo no UV (210 nm), usando um sistema da marca Shimadzu composto de uma
bomba modelo LC-10AD conectada a um auto-injetor modelo SIL 10AD/VP. O sistema foi
equipado com uma coluna de fase reversa LUNA C18(2) (tamanho de particula = 5 pm)
(Phenomenex, Torrance, CA) protegida por uma pré-coluna Phenomenex C18 ODS 4 x 3,0
mm. A fase mével consistiu de uma mistura de acetonitrila (684 ml), tetrahidrofurano (220
ml), metanol (68 ml), e acetato de amoénio 1% (m/v) (28 ml) a um fluxo de 1,0 ml/min. A

aquisicdo de dados foi feita usando-se o programa de aquisicdo de dados Class-VP

(Shimadzu).

A quantificag@o do colesterol foi feita através de uma curva de calibragdo que
mostrou boa linearidade, com coeficiente de correlagdo bem préximo da unidade, na faixa

de concentracdo dos experimentos (10 — 200 pg/ml).
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Medidas de fluidez de membrana

Mudangas na fluidez de membranas mitocondriais de camundongos “knock
out” e controle foram avaliadas por mudancas na anisotropia fluorescente (rs) de corantes
ligados a mitocOndria. Foram utilizados como sondas hematoporfirina (HP) e 1,6-difenil-
1,3,5-hexatrieno (DPH) que monitoram a fluidez de regides diferentes da membrana
lipidica. HP tem sido descrito acumular em regides polares, localizadas e especificas da
regido lipidica, tais como regides de proteinas na membrana mitocondrial interna (Ricchelli
et al., 1995) e DPH monitora a fluidez de fases altamente hidrofébicas (Kawato, 1977). HP
3uM e DPH 5uM foram adicionados em suspensdes de mitocOndrias sob agitacdo contendo

sacarose 125mM, KCl 65mM, Hepes 10mM (pH = 7.2), K,HPO, 2mM, MgCl,1mM,

rotenona 2uM e a mistura foi incubada por 5 minutos no caso do HP e mais de 1 hora no

caso do DPH a 28°C antes de se medir a anisotropia.

Os valores de anisotropia foram obtidos pelas medidas de I,y e Ly, isto €, as
intensidades do plano horizontal e perpendicular ao plano vertical da polarizacdo da fonte

de excitagdo, respectivamente. A anisotropia r foi definida pela equagio:
15 = (L-GLp)/(1+2Gl,)
onde G € igual a I,4/In, € € o fator de correcdo de artefatos instrumentais.
Quanto maior a anisotropia observada, menor € a fluidez da membrana.
Determinacio do estado redox de NAD(P)

A oxidacdo ou reducdo de NP nas suspensdes mitocondriais foram
acompanhadas em um espectrofluorimetro Hitachi F-4010 (Hitachi, Ltd., Tokyo, Japao)
operando nos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 366 e 450 nm,

respectivamente, com a largura da fenda de 5 nm.
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Medida da atividade da superéxido dismutase mitocondrial (MnSOD) pelo

método de reducao do citocromo ¢

A velocidade de redugdo do citocromo ¢ por radicais superéxido foi monitorada
no comprimento de onda de 550 nm em um espectrofotdmetro Hitachi U-3000 (Hitachi,
Ltd., Tokyo, Japdo) utilizando o sistema xantina / xantina oxidase como fonte de O,"
conforme descrito por Flohé e Otting (1984). SOD compete pelo superéxido e diminui a

velocidade de redugdo do citocromo c.
Foram preparadas duas solucoes:

Solucdo A. Preparou-se 5 pumol (0,76 mg) de xantina em 10 mL de NaOH
0,001M. Adicionou-se esta solucdo e 2 umol (24,8 mg) de citocromo ¢ em 10 mL de
tampao fosfato (pH = 7,8) contendo 0,1 mM de EDTA. A solucdo é estavel por 3 dias a
4°C.

Solucdo B. Preparou-se uma solugdo fresca de xantina oxidase em 0,1 mM de
EDTA, ~ 0,4 U/mL. Como a atividade da xantina oxidase pode variar, deve-se usar enzima

suficiente para produzir uma velocidade de reducdo de citocromo c¢ de 0,025 unidades de

absorbancia / minuto nos experimentos sem SOD.

A solucdo B foi deixada no gelo, enquanto que a solucdo A foi termostatizada a
25°C. Pipetou-se 2,9 mL da solugdo A para uma cubeta de 3mL; adicionou-se 50 pL da
suspensdo mitocondrial, contendo 0,5 mg de proteina mitocondrial ou 50pL de solugdes
padroes de SOD. O volume adicionado da suspensdao mitocondrial foi previamente
congelado em nitrogénio liquido e descongelado 3 vezes. Comegou-se a reacdo com adi¢dao

de 50 pL da solugdo B; monitorou-se entdo a absorbancia em 550 nm.

Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima que inibe a

velocidade de redugao de citocromo c, sob as condi¢des especificadas, em 50%.

Para as medidas de atividade da MnSOD relacionou-se os dados obtidos a partir
das suspensdes mitocondriais com as adi¢cdes de padrdes. Construiu-se um grafico 1/AAbs
min"' x [padrdes], onde AAbs € a variacdo da absorbancia observada, e com o auxilio da
equacdo da reta obtida pode-se calcular a atividade da MnSOD das suspensoes

mitocondriais.
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4. RESULTADOS
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Parte A: Transigdo de permeabilidade induzida quimicamente por oxigénio

singlete em mitocondrias isoladas de figado de rato
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Efeito do 'O, sobre a respiraciio mitocondrial

Para este experimento foi utilizado NPDO, como gerador de 'O,. A Figura 11 mostra
as velocidades da respiracdo desacoplada por FCCP e mantidas por a-cetoglutarato, succinato ou
N,N,N,N-tetrametil-p-fenileno-diamina (TMPD)/ascorbato. Os experimentos foram feitos a 30°C
na presenca de NDPO, 2,7 mM (linha a), NDP 2,7 mM (linha b) ou na auséncia de ambos (linha
pontilhada). A velocidade de consumo de O, foi praticamente a mesma na presenca e auséncia de
NDP (comparando-se a linha b com a linha pontilhada). NDPO, promoveu uma evidente inibi¢ao
da respiracdo mantida por o-cetoglutarato e por succinato, mas nao por TMPD/ascorbato.
Considerando-se estes resultados, os experimentos seguintes, que tiveram o intuito de estudar os
efeitos do NDPO, sobre a permeabilidade da membrana mitocondrial, foram realizados
utilizando-se como substrato TMPD/ascorbato a fim de se manter a mesma energizagdo entre as

amostras tratadas e as controles.
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Figura 11. Efeito do NDPQO; sobre o consumo de oxigénio de mitocondrias isoladas de figado
de rato (MFR). MFR (1,0 mg/mL, 30°C) foram preincubadas durante 3 min em 1.3 mL de meio
de reacdo na presenca de NDPO, 2,7/mM (linha a), NDP 2,7mM (linha b) ou na auséncia de
ambos (linha pontilhada) todos contendo FCCP 1 puM. Foram adicionados onde indicado,
a-cetoglutarato 10 mM, rotenona 2 puM, succinato 2 mM, antimicina A 2 uM, TMPD 100
uM/ascorbato 1 mM e KCN 2 mM. A linha tracejada contém mitocOndria (1mg/mL),

a-cetoglutarato 10 mM, rotenona 2 uM, succinato 2 mM e antimicina A 2 uM.
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Pode-se também notar que na presenca de NDPO, houve um aumento continuo na
concentracdo de oxigénio no meio, o que é certamente resultado da decomposicdo do NDPO,.
Quando se compara o experimento na presenca de NDPO, (linha a) com um controle feito com
mitocondria incubada na sua auséncia (linha tracejada) é possivel observar que a velocidade de
producdo de O, a partir de NDPO, (5Snmol Oy/min) foi linear durante todo o periodo de

observacgdo. Este valor estd de acordo com o descrito por Di Mascio et al., (1989).

0, gerado a partir de NDPO, induz queda de Ay mantido pela oxidacio de
TMPD/ascorbato

Os experimentos representados na Figura 12 indicam que a queda de Ay mantido
pela oxidacdo de TMPD/ascorbato foi gradualmente aumentada com o passar do tempo de
incubagdo com NDPQO,. Uma diminui¢do na capacidade da mitocOndria para sustentar o Ay pode
ser observada com 1 minuto de pré-incubacdo com NDPO, 2,7 mM. Com periodos de pré-
incubagdes maiores, 10 ou 15 minutos, somente um pequeno e transiente Ay pode ser observado.
O tragado NDP (controle) representa um experimento controle no qual o tempo de pré-incubacao
(15 min) foi conduzido na presenca de uma adic¢do reversa de NDP. Foi utilizada a concentracio
de 2,7 mM de NDPO,, pois foi a concentragdo que se observou melhor resposta com relacdo a
queda de Ay, podendo-se verificar algum efeito ja com 1 min de pré-incubagdo e efeitos maiores

durante os tempos de observacdo (1-15 minutos).
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Figura 12. Queda do potencial transmembranico mitocondrial caudada por NDPO;: efeito
do tempo de incuba¢do. MFR (1,0 mg/mL, 30°C) foram pré-incubadas na presenca de NDPO,
2,7 mM em 1mL de meio de reacdo durante 1, 3, 5, 10, e 15 min. Um experimento controle foi

feito com a adi¢do reversa de NDP 2,7mM e incubagdo de 15 min.
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Ciclosporina A, DTT, ADP, ou EGTA inibem a dissipacio de Ay induzida
por 'O,

Com a finalidade de se entender os mecanismos pelos quais ocorre a dissipacdo de

Awy por '0,, foram realizados experimentos na presenca de inibidores cldssicos da TPM

A Figura 13 mostra que a queda de Ay induzida pela pré-incubacdo de MFR com
NDPO,; 2,7 mM, durante 3 minutos, pode ser inibida por ciclosporina A, DTT ou EGTA
presentes no meio de incubacdo desde o inicio do experimento. ADP pode prevenir ou até

reverter a queda do Ay, efeito este caracteristico da TPM.
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Figura 13. Efeitos protetores de CSA, DTT, ADP e EGTA sobre a perda de Ay induzido por
NDPO,. MFR (1,0 mg/mL, 30°C) foram pré-incubadas por 3 min em ImL de meio de rea¢do na
presenca de NDPO, 2,7 mM (tracado NDPO,) ou NDPO, e: EGTA 500 uM, DTT 300 uM, ou
CsA 1 uM presentes desde o inicio. ADP (300 uM) foi adicionado onde indicado no experimento

contendo NDPO,. Um experimento controle também foi feito (NDP) com a adicdo reversa de

NDP 2,7mM.
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D,0O aumenta os efeitos do 102

O experimento representado na Figura 14 mostra que o Ay gerado quando a
mitocondria € pré-incubada na presenca de NDPO, em meio contendo D,O foi significativamente
menor que quando obtido na presenga de NDPO, em H,O. Este resultado é esperado e confirma
que 'O, é responsével pelos efeitos observados do NDPO, uma vez que D,O é conhecido por
aumentar o tempo de vida do 102 (Kajiwara e Kearns, 1973). O experimento controle (NDP) foi

feito em meio contendo ou nio D,O.
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Figura 14. Perda do potencial transmembranico mitocondrial por NDPQ;: efeito de D,O.
MFR (1,0 mg/mL, 30°C) foram pré-incubadas durante 3 min em ImL de meio de reag¢do na
presenca de NDPO; 2,7 mM em &dgua ou NDPO, 2,7 mM em D,O 90%. Um experimento

controle conduzido com a adi¢do reversa NDP 2,7mM foi feito na presenga ou auséncia de D,O.
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Liberaciio de Ca** mitocondrial induzida por 'O,

Uma das caracteristicas da TPM é sua dependéncia sobre o acimulo de Ca®* pela
mitocondria. Em concentracOes relativamente baixas de Ca’" usadas nestes experimentos (Ca**
14,5 uM, ver Figura 15), mitocondrias podem sustentar o Ay (Figura 12) e acumular Ca®*
(Figura 15, NDP) durante o intervalo dos experimentos realizados. Contudo, quando MFR foram
pré-incubadas durante 3 minutos na presenga de NDPO, 2,7 mM a capacidade delas em reter

Ca*" diminuiu significativamente (Fig. 15, NDPO;)

O actimulo de Ca** foi mantido pela oxida¢ao de TMPD/ascorbato e sua liberacao foi

induzida pelo protonéforo FCCP para permitir a calibracio com EGTA no final do experimento.
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Figura 15. Transporte mitocondrial de Ca** na presenca de NDPO,. MFR (1,0 mg/mL, 30°C)
foram adicionadas ao meio de reacdo contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, Hepes 10 mM
(pH = 7.,2), K;HPO4 2 mM, MgCl, 1 mM, succinato 5 mM, arsenazo III 40 uM e pré-incubadas
durante 3 min na presenga de NDPO, 2,7mM ou NDP 2,7 mM (controle). Experimentos

representativos (n = 6). Espectro das diferengas de absorbancias entre os comprimentos de onda

de 675 nm e 685 nm.
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Oxidaciio de grupos tiélicos de proteinas de membrana mitocondrial por 'O,

E bem conhecido que TPM estd associada a oxidacdo de grupos tilicos de proteinas
da membrana mitocondrial (Castilho e col., 1996; Fagian e col., 1990). A inibi¢cdo por DTT da
queda de Ay induzida por NDPO; na Figura 14 sugere que a oxidacao tidlica estd envolvida neste
mecanismo. A Tabela I mostra uma significativa diminui¢cdo na absorbancia a 412 nm, que é
proporcional a diminui¢do dos grupos tidlicos protéicos da membrana mitocondrial quando
mitocondrias foram pré-incubadas na presenca de NDPO,. Os inibidores da TPM, ADP e DTT

protegeram a membrana mitocondrial contra a oxidacao tidlica.

Tabela 1. Efeitos do ADP e DTT sobre a oxidacdo de grupamentos tidlicos de proteinas da

membrana mitocondrial induzidos por NDPO,.

Condicoes Absorbancia (412 nm)
2,7 mM NDP (control) 0,598 £0,010
2,7 mM NDPO, 0,385 £ 0,009
2,7 mM NDPO, + 300 uM ADP 0,520 £ 0,016
2,7 mM NDPO, + 300 uM DTT 0,484 + 0,009

As condigOes experimentais foram similares aquelas da Figura 13. MFR (1,0 mg/ml)
foram pré-incubadas na presenca de NDPO, 2,7mM e ADP 300uM ou DTT 300uM. Foi feito um
experimento controle conduzido com a adi¢do reversa de NDP 2,7mM. O contetdo tidlico de
proteinas da membrana mitocondrial foi determinado como descrito em materiais € métodos. Os

valores representam a media de trés experimentos + D.P.
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Parte B: Animais hipercolesterolémicos por inativagdo do gene do receptor
de LDL sdo mais susceptiveis a transicdao de permeabilidade mitocondrial

que animais controles
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Concentracio plasmatica de lipides e glicose, controle respiratério e razio
ADP/O em mitocondrias de figado de camundongos controles e deficientes de
receptor de LDL (LDLR™).

Os niveis sanguineos de lipidios e glicose de camundongos hipercolesterolémicos
deficientes de receptor de LDL (LDLR™) e camundongos controles estio mostrados na Tabela II.
Como esperado, os dois grupos diferiram somente na concentracdo de colesterol total que é 3
vezes maior nos camundongos LDLR™ do que nos controles. Apesar disto, tanto o controle
respiratorio quanto a razdo ADP/O foram essencialmente similares nas mitocOndrias isoladas de
figado de camundongo LDLR™ e controle (Tabela III). Estes resultados indicam que
mitocondrias de ambos camundongos sdao igualmente funcionais quanto ao consumo de oxigénio

e conversdo de energia.

Tabela II: Concentracées plasmaticas de glicose, colesterol, triglicérides e acidos graxos

livres em camundongos controless e LDLR” em estado de jejum.

Controle LDLR™
Glicose (mg/dL) 98145 76121
Colesterol (mg/dL) 72420 314+£53%*
Triglicérides (mg/dL) 7114 105+34%*
Acidos graxos livres (nmol/L) 0,620.1 0,6+0.2

Os dados estdo como x + dp. Student T-Test (n = 9). *p .= 0,02 and **p = 1,23E-07

Tabela III. Controle respiratorio (CR) e fosforilacao oxidativa (ADP/O) em mitocondrias de

figado de camundongos controle e LDLR’

RC ADP/O
Succinato NAD Succinato NAD
Controle 3,76 £ 0.58 4,60 £ 0.81 1,76 £ 0.11 2,56+ 0.24
LDLR" 3,40 +£0.39 4,34 +£0.79 1,74 £ 0.11 2,51+ 0.34

Mitocdndrias de figado de camundongo (MFC) (0,5 mg/mL, 28°C) foram adicionadas ao meio de reacdo contendo
sacarose 125 mM, KCI 65 mM, Hepes 10 mM (pH = 7,2), K;HPO, 2mM, MgCl, 1 mM, EGTA 0,5mM na presenga
de succinato SmM ou substratos ligados ao NAD (malato 2mM + glutamato 2mM + o-cetoglutarato 2mM + piruvato
2mM). O estado 3 da respiracéo foi iniciado pela adi¢do de 200 nmols ADP/ mg proteina. Dados mostrados como x

+dp(n=11).
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Susceptibilidade a abertura do poro de transicio de permeabilidade
mitocondrial em mitocondrias extraidas de figado de camundongos controles e

LDLR"

Virios trabalhos correlacionam hipercolesterolemia e EROs (Berliner e Heinecke,
1996; Esterbauer et al., 1990; Klatt e Esterbauer, 1996) e concentracdo celular de colesterol e
célcio (Sorisky et al., 1990; Scherrer et al., 1991; Zhou et al., 1991; Tulenko et al., 1997). Assim,
analisamos os efeitos de concentragdes crescentes de Ca® sobre o potencial elétrico de
membrana mitocondrial (AY). A Figura 16 (painel A), mostra que quando mitocondrias de figado
de camundongos sdo adicionadas em um meio padrio contendo succinato 5 mM e TPP* 3 uM, hd
uma réapida deflexdo do tracado, compativel com a formacdo do potencial de membrana e
acimulo de TPP" pelas mitocondrias. Em mitocOndrias isoladas de camundongos controles (linha
a), nas 2 primeiras adi¢cdes de 100 nmol de CaCl,/mg proteina houve um esperado decréscimo
transitério no Ay. Depois da quarta adi¢do de CaCl,, houve uma diminui¢ao da amplitude do Ay,
que se manteve ainda em um alto nivel durante o periodo examinado. Em mitocondrias isoladas
de figado de camundongos LDLR™ (linha b), a queda de Ay induzida por Ca** foi recuperada
depois dos 2 primeiros pulsos de Ca** e uma queda irreversivel iniciou-se apés os 2 pulsos
seguintes. No painel B da Figura 16, pode-se observar que ciclosporina A (CsA) preveniu
totalmente o efeito do Ca** sobre o Ay em mitocOndrias isoladas de figado de camundongos
LDLR™ (linha b). Este efeito da CsA indica que a queda de Ay em mitocOndrias isoladas de
figado de camundongos LDLR™ é devido a abertura do poro de transi¢cdo de permeabilidade
(PTP), enquanto os resultados mostrados no painel A indicam que mitocondrias de figado de
camundongos LDLR™ sdo mais susceptiveis 2 abertura do PTP induzida por Ca®* que

mitocondrias de camundongos normocolesterolémicos.
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Figura 16. Mudancas no AY induzidas por Ca’* em mitocondrias de figado de camundongo (MFC) controle e LDLR™.
MFC (1,0 mg/mL, 28°C) foram adicionadas ao meio de rea¢do contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM, Hepes 10 mM (pH = 7,2),
K,HPO, 2 mM, MgCl, 1 mM, e succinato 5 mM e TPP" 3 uM. Experimentos representativos (n = 11). Painel A: Ca® (100
nmols/mg proteina) foi adicionado onde indicado. A linha a representa mitocondrias de figado de camundongos controles e a linha
b de camundongos LDLR™. Painel B: Ca** (400 nmols/mg proteina) foi adicionado onde indicado, ambas as linhas (a e b)
representam mitocondrias de figado de camundongos LDLR” sem (linha a) e com (linha b) adicao de CsA 1uM no inicio do

experimento.



Uma caracteristica de mitocondrias que sofrem transi¢do de permeabilidade
mitocondrial (TPM) € o aparecimento de um poro nado-seletivo permedvel a cations e anions de
até 1,4 kDa (Kowaltowski et al, 1996A) que causa inchamento mitocondrial. Este inchamento é
traduzido em diminui¢do da turbidez da suspensdo mitocondrial e pode ser acompanhado pela
diminui¢cdo da absorbancia no comprimento de onda de 520 nm. Os experimentos representados
na Figura 17 mostram que mitocondrias isoladas de camundongos LDLR” sofreram um
pronunciado inchamento, sensivel a CsA, quando incubadas em meio padrdo contendo succinato
5 mM e CaCl, 200 puM. MitocOndrias isoladas de camundongos controles nido sofreram

inchamento nas mesmas condi¢des experimentais, durante o periodo de observacao.

A Figura 18 teve o intuito de mostrar que o Ca** adicionado ao meio era realmente
captado pelas mitocondrias. Observa-se na Figura 18 um rdpido aumento transitério na diferenca
de absorbancia entre os comprimentos de onda de 685 nm e 675 nm ao se adicionar o Ca® ao
meio de incubagdo, compativel com a presenca de Ca** livre no meio (formagio do complexo
Ca”*-arsenazzo III). Esta diferenca de absorbincia decai rapidamente, indicando uma répida
captacdo do Ca®* livre pelas mitocondrias dos dois tipos de camundongos, uma vez que a
membrana mitocondrial € impermeavel ao arsenazzo III. Assim, pode-se verificar que ambos os
tipos de mitocondrias retém altas concentracdes de Ca**. Com o decorrer do tempo, pode-se notar
que mitocondrias de figado de camundongos LDLR™ perderam a capacidade de reter Ca®* em
menor tempo quando comparadas as mitocondrias dos animais controle. Este resultado é

esperado, pois a liberacdo de Ca®* nestas condi¢des estd relacionada com a abertura do PTP.

Foi previamente demonstrado em nosso laboratério que TPM induzida por Ca® estd
associada com aumento da geracdo de EROs pela mitocOndria como uma conseqiiéncia de
alteragdes no empacotamento lipidico e formagcdo de dominios. Isso € uma consequéncia da
interagdo do Ca®* com cardiolipinas da membrana mitocondrial interna (Grijalba e col., 1999).
Com o intuito de verificar a possibilidade do envolvimento de EROs nesta maior susceptibilidade
de mitocondrias de camundongos hipercolesterolémicos 2 TPM induzida por Ca**, determinamos
a producio de EROs pelas mitocondrias apés adi¢do de Ca** ao meio. Na Figura 19 observa-se
que na auséncia de Ca** (com adicdo de EGTA 100 uM), a fluorescéncia do DCF, devido a

oxidacdao do H,-DCF adicionado ao meio, aumentou lentamente com o tempo, indicando uma
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baixa produc¢do de EROs nos dois tipos de mitocondria (linhas a e b). Em contraste, apds adi¢ao
de Ca2+, o aumento na fluorescéncia devido a oxidacdo do H,-DCF a DCF foi muito maior no
meio contendo mitocOndria isolada de figado de camundongos LDLR™ (linha d) quando
comparado as mitocondrias de figado de camundongos controles (linha ¢) submetidos as mesmas

condi¢des experimentais.

} MFC controle + Ca?*

—
3 min

MFC LDLR” + Ca?*

Figura 17. Inchamento mitocondrial induzido por Ca** em mitocondrias isoladas de figado
de camundongos (MFC) controle e LDLR”. MFC (0,5 mg/mL) foram adicionadas ao meio de
reacdo contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, Hepes 10 mM (pH = 7,2), K,HPO4 2 mM,
MgCl, 1 mM, e succinato 5 mM mais Ca®* 100uM (n = 5). Cada linha representa mitocondrias de
figado de um camundongo diferente. A linha tracejada representa um controle sem a adi¢dao de

Ca”*. Na presenca de EGTA todas as linhas sdo coincidentes.
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Figura 18. Mitocondrias de figado camundongos (MFC) LDLR” retém altas concentracoes de Ca™ por menos
tempo que mitocondrias de animais controle. MFC (1,0 mg/mL, 28°C) foram adicionadas ao meio de reacdo
contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, Hepes 10 mM (pH = 7,2), K;HPO4 2 mM, MgCl, 1 mM, succinato 5 mM e
arsenazo III 40 uM. Experimentos representativos (n = 8). A linha a representa mitocOndrias de figado de
camundongos controles e a linha b de camundongos LDLR™. Espectro das diferencas de absorbancias entre os

comprimentos de onda de 675 nm e 685 nm.



C a2+

2 nM DCF

1,4 unidades
de fluoresc.
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Figura 19. Estimulo por Ca2+ da geracio mitocondrial de espécies reativas de oxigénio por
mitocondrias de camundongos controle (linha c) e LDLR” (linha d). MFC (0,5 mg/ml, 28°C)
foram adicionadas ao meio de reacdo contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, Hepes 10 mM
(pH = 7,2), K;HPO4 2 mM, MgCl, 1 mM, e succinate 5 mM mais EGTA 100 uM e H,-DCF-DA
1 uM (diacetato de diclorodihidrofluoresceina). CaCl, (150 uM) foi adicionado onde indicado.
Experimento representativo (n = 8). As linhas a e b sdo experimentos controles feitos sem a

presenca de Ca** utilizando-se MFC controle e LDLR™ respectivamente.
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Conteiido de colesterol nas mitocondrias de camundongos controle e LDLR™

Para verificar se a diferenca na susceptibilidade a abertura do poro de transi¢do de
permeabilidade mitocondrial induzida por Ca®™ poderia ser devido a diferengas no conteudo de
colesterol mitocondrial e conseqiientemente a diferencas na fluidez da membrana mitocondrial,
mediu-se o contetddo de colesterol e a fluidez de membrana de mitocdndrias isoladas de figado de
camundongos controle e LDLR™. Sabe-se que, mesmo depois da extracio das mitocondrias por
centrifugacdo diferencial, hd ainda alguma contaminacdo de outras estruturas celulares,
comprovada pela presenca de enzimas caracteristicas de outras organelas e da membrana
plasmdtica (Reinhart et al., 1982). Para evitar possiveis contaminagdes, apds o isolamento por
centrifugacdo diferencial, a suspensao mitocondrial foi repurificada por um gradiente de Percoll
descontinuo (7%, 19%, 52% and 62% v/v) baseado no método descrito por Lopez-Mediavilla et
al. (1989). Os resultados sdao apresentados na Tabela IV. Observa-se uma diferenca no contetido
de colesterol e conseqiientemente na fluidez das membranas mitocondriais entre os dois tipos de
mitocOndrias antes da purificagdo com percoll, provavelmente devido a contaminagdo da
suspensdo mitocondrial com restos de membranas de outras organelas. Apds a purificagdo com

percoll estas diferencas ndo sdo mais observadas.
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Tabela IV. Contetido de colesterol e anisotropia (r) de mitocondrias de figado de
camundongos controles e LDLR” carregadas com DPH (sonda de regides apolares) e HP

(sonda de regides polares) antes e apos puricacio com percoll.

I's up I's pPH Colesterol

(ng/mg protein)

Antes da purificacdo com percoll

Controle 0,292* + 0,016 0,120** £ 0,004 5,11%%% +£ 0,22

LDLR™ 0,278 £ 0,016 0,104 £ 0,004 4,27 £ 0,08

Apds a purificacdo com percoll

Controle 0,282 £+ 0,004 0,138 +0,009 1,12+0,13

LDLR™ 0,290 £ 0,009 0,142 £ 0,007 1,11 +0,14

Mitocondrias de figado de camundongo carregadas com HP 3uM (0,5mg/mL) e DPH 5uM (1,0 mg/mL) foram
suspensas em meio contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, Hepes 10 mM (pH = 7,2), K,HPO, 2mM, MgCl, 1
mM. A anisotropia do DPH foi excitada a 340 nm (emissdo A = 460 nm) e a anisotropia da HP foi excitada a 520 nm
(emissdao A = 626 nm). O colesterol foi extraido com éter e quantificado por cromatografia liquida de alta pressdo

(HPLC) com deteccao por UV a 210nm. Dados sdo mostrados como x + dp. Teste T de Students (n = 6): *p = 0,11,
#¥p =7,14.10% and ***p = 1,14.10™

Apés a purificagdo da preparagdo mitocondrial com Percoll as diferencas na
susceptibilidade a abertura do PTP entre os dois tipos de mitocondrias permaneceram
(Figura 20).
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Figura 20. Mudancas no AY induzidas por Ca”* em mitocondrias de figado de camundongo
(MFC) controle (linha a) e LDLR” (linha b) purificadas com Percoll. MFC (1,0 mg/mL,
28°C) foram adicionadas ao meio de rea¢do contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM, Hepes 10
mM (pH = 7,2), K;HPO4 2 mM, MgCl, 1 mM, succinato 5 mM e TPP" 3 uM. Experimentos

representativos (n = 6). Ca” (400 nmols/mg proteina) foi adicionado onde indicado.
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Atividade da superoxido dismutase em mitocondrias isoladas de figado de

camundongos controle e LDLR™

Uma vez que a producdo de EROs estd aumentada nas mitocondrias de figado dos
animais LDLR” (Figura 18), investigamos possiveis diferencas no sistema antioxidante
mitocondrial dos animais controles e LDLR™". Assim, foi medida a atividade da enzima Mn -
superéxido dismutase mitocondrial (MnSOD) das mitocondrias isoladas de figado de

camundongos controles e LDLR” em fun¢do da velocidade de redu¢do do citocromo c (Figura

21).

A Figura 21, painel A (linha 0 U) mostra a cinética da reducdo do citocromo ¢
induzida por O," gerado pelo sistema xantina / xantina oxidase sem a presenga de superéxido
dismutase (SOD). Concentracdes padroes de SOD (Painel A, linhas 0,55 U — 8,90 U) e 0,5 mg de
proteina mitocondrial de figado de camundongos LDLR™ e controle (linhas mitoc) foram
adicionadas ao meio contendo citocromo c, antes da adi¢do da xantina / xantina oxidase. Como a
SOD compete pelo superéxido e consequentemente diminui a velocidade de reducdo do
citocromo ¢, pode-se estimar a atividade da SOD nas suspensdes mitocondriais em func¢do da
diminui¢do da velocidade de redugdo do citocromo c. As adi¢cdes padrdes tiveram a finalidade de
construir uma curva padrio 1 / AAbs.min”' x unidades de SOD (Figura 21, painel B), para se

determinar a atividade da SOD nas suspensdes mitocondriais (linhas mitoc, painel A).

Encontrou-se atividades similares desta enzima nas mitocOndrias isoladas de figado
dos dois tipos de camundongos. Para as mitocondrias de figado de camundongos controles a
atividade medida foi de 4,1 + 0,5 U SOD/ mg proteina e para o LDLR” a atividade foi de 4,0 +
0,5 U SOD/ mg proteina.
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Figura 21. Atividade da superédxido dismutase mitocondrial em mitocondrias de figado de camundongos
LDLR™ e controles. Painel B: Curva de calibracdo da redugdo do citocromo ¢ para medida da atividade de SOD. A
velocidade de reducdo do citocromo c, inibida pela SOD, estéd representada pelo grafico tempo x 1 / AAbs min™.
Cada ponto representa a média calculada de uma determinacdo em triplicata a partir dos tragados (U — 8,90 U)
mostrados no painel B. O painel A representa as velocidades de reducdo do citocromo c inibidas por concentracdes
crescentes de SOD: 0 U, 0,55 U, 1,11 U, 2,25 U, 4,45 U ¢ 8,90 U (linha 0 U; linha 0,55 U; linha 1,11 Uj; linha 2,25
U; linha 4,45 U; linha 8,90 U, respectivamente) e pela adicao de 0,5 mg de proteina mitocondrial de figado de
camundongos controle e LDLR™ (mitoc). Os experimentos com mitocOndrias foram feitos na presenca de KCN 1

mM para inibir a atividade da Cu, Zn-SOD e SOD extracelular.



Cinéticas de oxidacdo dos nucleotideos de piridina (NP) endégenos por diamida

em mitocondrias isoladas de figado de camundongos controle e LDLR™

Como ndo se encontrou diferencas significativas na atividade da MnSOD entre os
dois tipos de mitocondrias e considerando-se que o estado redox dos nucleotideos de piridina
(NP) pode influir na retencdo de Ca pelas mitocondrias (Vercesi, 1987), decidimos analisar

possiveis diferencas neste sistema nos dois tipos de mitocondrias.

Os resultados apresentados na Figura 22 mostram os efeitos de diamida (um oxidante
de ti6is) sobre o estado redox de NP em mitocondrias desernegizadas pela presenca de rotenona.
A adi¢do de mitocOndria ao sistema resulta no aumento da fluorescéncia em 366 — 450 nm
(Figura 22), indicando a presenca de NP no estado reduzido. Observou-se uma diferenca na
cinética de oxidacdo dos NP em mitocOndrias isoladas de figado nos dois animais. Pode-se notar
que a oxidagdo de NAD(P)H por diamida em mitocondrias de figado de camundongos controle
possui uma cinética claramente bifdsica enquanto que, em mitocondrias de figado de
camundongos LDLR™, a cinética bifdsica é pouco pronunciada. A fase de oxidacdo mais
pronunciada em camundongos controles € provavelmente relativa a oxidacdo de NADH e a
segunda fase de oxidacdo mais lenta provavelmente € relativa a oxidagdo de NADPH (Vercesi,
1987). O retorno da reducdo dos NP ao estado inicial apés adicao de isocitrato e DTT indica que
as alteracdes de fluorescéncia observadas resultaram essencialmente de alteragdes redox e nao de

artefatos relativos a variacdo de espalhamento de luz pela suspensao mitocondrial.

Efeito do Ca®* sobre o estado redox dos NP em mitocondrias isoladas de figado

de camundongos controle e LDLR™

Os experimentos anteriores (Figura 22) sugerem que as diferencas no transporte de
Ca** (Figura 18) das diferentes mitocondrias poderia estar relacionado a diferengas no estado
redox nestas mitocondrias. Assim, o experimento mostrado na Figura 23 foi planejado no sentido
de se obter mais informagdes a este respeito, utilizando-se mitocondrias respirando com
succinato, na presenca de rotenona. A adicdo de Ca®* promoveu um aumento da fluorescéncia
nos NP enddgenos de acordo com resultados observados anteriormente, devido a formacao de um

complexo NAD(P)H-Ca** (Chance, 1965; Vinogradov et al., 1972). Em seguida observou-se uma
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oxidacdo espontinea muito mais pronunciada nas mitocondrias de animais LDLR™. Esta
oxidacdo foi totalmente revertida por isocitrato, um redutor especifico de NADP" em
mitocondrias de figado (Moyle e Mitchell, 1973). B-hidroxibutirato (-OH), um redutor
especifico de NAD" (Figura 23, Kehrer e Lund, 1994), e EGTA nio tiveram efeito sobre esta

oxidacdo.

Oxidacao espontianea de NP endégenos em mitocondrias de animais controles e

LDLR"

A fim de se verificar um possivel papel do Ca® na oxida¢do de NP determinamos a
oxidacdo espontanea de NP enddgenos em mitocOndrias isoladas de figado de camundongo
LDLR™ e controle respirando com succinato na presenca de rotenona ¢ EGTA (Figura 24). De
modo semelhante, observou-se uma oxidagao espontanea somente nas mitocondrias de animais
LDLR™ indicando que o fendmeno independe da presenca de Ca®. Esta oxidagdo ndo foi

revertida por -hidroxibutirato, mas sim por isocitrato.

Efeito do isocitrato sobre a susceptibilidade a abertura do PTP em mitocondrias

de figado de camundongos controles e LDLR™

A Figura 25 mostra que a adicdo de isocitrato, nas mesmas condicdes experimentais
da Figura 16, previne a queda de AW induzida por Ca®*, confirmando que esta menor capacidade
das mitocondrias de figado de camundongos LDLR™ em sustentar AW resulta de menor poder

redutor destas mitocondrias na forma de NADPH.
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NAD(P)*
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Isocitrato

MFC

Figura 22. Oxidacdo de nucleotideos de piridina (NP) por diamida em mitocondrias
desenergizadas de figado de camundongos (MFC) LDLR'/'(linha a) e controles (linha b).
MFC (1,0 mg/mL, 28°C) foram adicionadas ao meio de rea¢do contendo sacarose 125 mM, KCI
65 mM, Hepes 10 mM (pH = 7,2), KobHPO, 2 mM, MgCl, 1 mM, rotenona 2uM e EGTA
500uM. Experimentos representativos (n = 8). Onde indicado foram adicionados diamida
500uM, isocitrato ImM e DTT ImM. Foi monitorada a fluorescéncia de NAD(P)H (EX:366nm;
EM:450nm).
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Figura. 23. Efeito de Ca2+ sobre o estado redox de NP em mitocondrias de figado de
camundongos (MFC) LDLR™ (linha a) e controles (linha b). MFC (1,0 mg/mL, 28°C) foram
adicionadas ao meio de reagdo contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM, Hepes 10 mM (pH =
7,2), KoHPOs 2 mM, MgCl, 1 mM, rotenona 2uM, succinato 5mM. Experimentos
representativos (n = 8). Onde indicado foram adicionados Ca** 150uM, B-hidroxibutirato (B-OH)
SmM, EGTA 500uM e isocitrato 1mM. Foi monitorada a fluorescéncia de NAD(P)H.
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Isocitrato

MFC

Figura 24. Oxidacdo espontinea de NP enddgenos em mitocondrias de animais LDLR”
(linha a) e controles (linha b). MFC (1,0 mg/mL, 28°C) foram adicionadas ao meio de reagdo
contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM, Hepes 10 mM (pH = 7,2), K;HPO4 2 mM, MgCl, 1
mM, EGTA 500uM e rotenona 2uM. Experimentos representativos (n = 8). Onde indicado foram

adicionados succinato SmM, B-hidroxibutirato (B-OH) SmM e isocitrato 1mM. Foi monitorada a

fluorescéncia de NAD(P)H.
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Figura 25. Mudancas no AY induzidas por Ca’* em mitocondrias de figado de camundongo
(MFC) controle (linha a) e LDLR™” (linha ¢). MFC (1,0 mg/mL, 28°C) foram adicionadas ao
meio de reacdo contendo sacarose 125 mM, KCI 65 mM, Hepes 10 mM (pH = 7,2), KoHPO,4 2
mM, MgCl, 1 mM, succinato 5 mM e TPP" 3 uM. A linha b representa experimentos feitos em
condicdes similares ao experimento da linha ¢, mas com adi¢do de isocitrato 1mM desde o inicio.
Experimentos representativos (n = 6). Ca®* (400 nmols/mg proteina) foi adicionado onde

indicado.
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5. DISCUSSAO
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PARTE A - Oxigénio singlete pode ser gerado em sistemas bioldgicos por foto-
oxidagdo de vdrios compostos biologicos ou por processos nao-fotoquimicos tais como
reacoes enzimdticas (Kanofsky, 1984). Pode também ser gerado pela transferéncia de
energia de espécies tripletes, produzidas durante condi¢des de estresse oxidativo, para o
oxigénio molecular triplete (Nantes e col., 1995). Foi estudado neste trabalho a natureza de
danos oxidativos induzidos em mitocondrias isoladas de figado de rato por 'O, puro,
gerado a partir da termodissociacdo do endoperoxido soluvel em dgua NDPO, (Martinez

et al., 2000).

A capacidade de 'O, oxidar grupos tidlicos (Devasagayam et al., 1991) levou-
nos a investigar a possibilidade desta espécie gerar TPM. Esta hipétese foi confirmada
pelos experimentos que mostraram que 'O, induz uma diminuicio de Ay sensivel aos
inibidores da TPM tais como EGTA, CsA, ADP, e DTT (Figura 13). A participacdo de
oxidac¢do de grupos tidlicos de proteinas da membrana mitocondrial no mecanismo da TPM
induzida por 'O, foi confirmada pelos experimentos que demonstram protecio por DTT e
uma diminui¢do no contetido de grupos tidlicos reduzidos de membrana. O efeito do ADP
contra a queda de Ay e oxidacdo dos grupos tiélicos (Tabela I) induzida por 'O, é uma
evidéncia adicional para o envolvimento do carreador de ADP/ATP na estrutura do PTP
(Halestrap et al., 1997; para revisdo: Kowaltowski et al., 2001 e Vercesi et al., 1997).
Possivelmente a ligagdo de ADP ao carreador de ADP/ATP induz mudangas

. . L « 1 ~ . 1
conformacionais na proteina protegendo seus grupos tiélicos contra a acdo oxidante do Os,.

Com relacdo a estudos anteriores relativos a a¢do do 102 sobre a mitocondria,
Salet et al. (1997) relataram que estas espécies, quando produzidas pela irradiacdo de
hematoporfirinas, levam a inativacao do poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial.
A discordancia entre os resultados destes autores e os nossos, deve resultar das diferencas
na quantidade ou localizacdo da geracdo de 'O,. Esta possibilidade também foi sugerida por
experimentos em que se usou 4,5’,8-trimetilpsoraleno, um fotosensibilizador que liga-se a

sitios protéicos diferentes daqueles da hematoporfirina (Moreno et al., 2001)
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Em nossos experimentos com NDPO,, a participacio direta do 'O, foi
confirmada por duas propriedades especificas desta molécula. Primeiro, o aumento da
permeabilizacdo mitocondrial induzida por NDPO, em meio contendo D,O (Figura 14),
uma substincia que conhecidamente aumenta a meia vida do 0, (Kajiwara e Kearns,
1973), e segundo, a inibicdo da respiracdo mitocondrial sustentada por substratos como

NADH ou succinato (Figura 11) (Salet e Moreno, 1981).

Os resultados deste trabalho fornecem evidéncias mostrando que '0, promove
danos oxidativos em mitocondrias isoladas de figado de rato por um mecanismo sensivel
aos inibidores EGTA, DTT, ADP, e ciclosporina A. Isto sugere que a TPM pode ser um
mecanismo pelo qual terapias fotodindmicas levem tumores a danos mitocondriais € morte

celular.

Uma vez que o oxigénio singlete abre o poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial, um dos mecanismos de morte de celular em terapia fotodinamica pode ser a

abertura do poro de transi¢do de permeabilidade em células tumorais.

Considerando-se que diminuicdo de Ay favorece a abertura do poro de
transicdo mitocondrial (Vercesi, 1987; Bernardi e Petronilli, 1996), pode-se propor que a
toxicidade do 'O, & mitocondria in situ pode ser o resultado de dois efeitos independentes,
isto €, oxidacado tidlica e a queda de Ay que ocorre devido a inibi¢do da respiracdo mantida

por substratos ligados ao NAD, os principais substratos respiratdrios in vivo.
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PARTE B - Espécies reativas (ERs) de oxigénio (EROs) e de nitrogé€nio
(ERNs) podem alterar fungdes bioldgicas de moléculas essenciais como lipideos, proteinas
e DNA. Numerosos estudos tém relacionado o excesso de ERs com formagdo de lesdes e
defeitos vasculares (Ross, 1999; Berliner e Heinecke, 1996; Freeman et al., 1995;
Beckmann et al., 1994; Hazen e Heinecke, 1997; Mohazzab et al., 1994) através do
mecanismo de oxidacdo de LDL (Morel et al., 1984; Parthasarathy et al., 1986; Lamb et al.,
1992; Patel et al., 2000), um processo que aumenta a aterogénese (Steinberg , 1993;
Witztum e Steinberg, 1991). Evidéncias epidemioldgicas associam fatores de risco comuns
para doengas coronarianas € aumento dos niveis de ERs (Alexander, 1998;). Entre os
sistemas intracelulares estudados capazes de gerar ERs estio a NADH/NADPH oxidase,
xantina oxidase, lipoxigenase, e ciclooxigenase (Mohazzab et al., 1994; Griendling e

Harrison, 1999; Honda e col., 1999; White et al., 1996; Griendling et al., 2000).

Mitocondrias sdo importantes fontes e alvos bioldgicos de ERs (Turrens, 1997,
Kowaltowski e Vercesi., 2001). Contudo, seu possivel papel como mediadoras dos
processos oxidativos que ocorrem em algumas doencas tais como aterogénese € incerto. Foi
mostrado recentemente por Ballinger et al. (2002) a contribuicdo da geragdo de ERs
mitocondriais e danos do DNA mitocondrial (DNAmt) a progressaio de lesdes
aterosclerdticas em artérias humanas e em artérias de camundongos propensos a
aterosclerose. Danos no DNAmt correlacionaram-se positivamente com a extensdo da
aterosclerose em aortas humanas e em aortas de camundongos com deficiéncia na
apolipoproteina E (apo E™). Estes danos também precederam o aparecimento da
ateroscleorse em camundongos apo E”” jovens. Camundongos apo E” e deficientes em Mn-

SOD, uma enzima antioxidante mitocondrial, exibiram aumentos precoces de danos no

DNAmt e um fenétipo de aterogénese acelerada.

Com a finalidade de investigar um possivel papel da hipercolesterolemia na
geracdo de EROs mitocondrial e suas conseqiiéncias, examinamos as fun¢des mitocondriais
e a susceptibilidade a TPM induzida por Ca® em camundongos hipercolesterolémicos
comparadas a controles normocolesterolémicos. Os resultados presentes indicam que
mitocondrias isoladas dos camundongos LDLR™ tém uma maior susceptibilidade 3 TPM

induzida por Ca** e produzem maior quantidade de EROs na presenca de Ca**. Esta maior
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susceptibilidade € ilustrada pela menor resisténcia ao inchamento e a perda de Ay
induzidos por Ca®*, processos estes sensiveis 2 CsA. A CsA é um inibidor especifico da
TPM embora nao previna a oxidagdo de NAD(P)H (Zoratti e Szabo, 1995). O translocador
de nucleotideo de adenina (TNA) parece ser um dos componentes do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (Green e Reed, 1998) e o estado redox de dois de seus grupos
tidlicos participam do mecanismo de TPM (Halestrap et al., 1997). A oxidacdo destes tidis
por reagentes tidlicos, EROs ou via estado redox dos NP facilita a TPM (Kowaltowski e
Vercesi, 1999). Um trabalho recente (Halestrap et al., 1997) fornece evidéncias de que a
ligacdo de ciclofilina D e o deslocamento de ADP de sitios diferentes no TNA aumentam a
exposicdo da proteina a fatores que desencadeiam a TPM. Ambos mecanismos parecem ser

estimulados pela oxidacao de grupos tidlicos do TNA (Halestrap et al., 1997).

Verificamos ainda que a adi¢ao de Ca®* gera uma maior produgdo de EROs em
mitocondrias isoladas dos camundongos LDLR™. Esta maior producdo foi detectada
através da mais rdpida oxidacdo de H,-DCF nestas mitocOndrias. As diferencas no tempo
entre o inchamento mitocondrial (Figura 18) e a producdo de EROs (Figura 19) indicam
que uma grande producdo de EROs precede o inchamento mitocondrial e que as mudangas
na fluorescéncia do DCF nao sdo artefatos relacionados a diminuicdo do espalhamento de

luz pela suspensdao mitocondrial, fendbmeno que acompanha o inchamento mitocondrial.

Os resultados indicam que em condi¢des basais, as mitocondrias de figado de
camundongos controles e LDLR™" possuem respiracdo e fosforilacdo oxidativa similares.
No entanto, quando desafiadas com altas [Ca2+], as mitocondrias dos camundongos LDLR™"

produzem maiores quantidades de EROs e uma maior susceptibilidade a TPM.

Esta maior quantidade detectada de EROs em mitocondrias de camundongos
LDLR” em relagdo aos camundongos normocolesterolémicos, pode ser resultante tanto de
uma producdo mais rdapida de EROs por estes animais quanto de uma redugdo da inativagao

das EROs pelos sistemas de defesas antioxidantes mitocondriais.

Sabe-se que o aumento do conteddo de colesterol provoca diminui¢do da
fluidez da membrana e facilita a reduc@o univalente do O, produzindo O," no complexo IIT

da cadeia respiratéria mitocondrial (Gille e Nohl, 2001). Assim, diferencas no contetido de
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colesterol das membranas mitocondriais poderiam explicar a maior quantidade de EROs
detectada nas mitocondrias de figado dos camundongos LDLR™. No entanto, constatou-se
neste trabalho que as mitocondrias de figado de ambos os animais possuem o contetido de

colesterol e a fluidez de membrana similares (Tabela IV).

Como o contetddo de colesterol encontrado nestas mitocondrias ndo explica a
maior detec¢do de EROs, verificamos a atividade dos sistemas antioxidantes. Analisamos
inicialmente a atividade da Mn-superéxido dismutase mitocondrial (MnSOD). Os
resultados mostraram claramente que ndo ha diferenca na atividade da MnSOD entre as
mitocOndrias aqui estudadas (Figura 21). Assim, passamos a investigar possiveis diferencas
no estado redox dos nucleotideos de piridina (NP) mitocondriais, uma vez que estes
nucleotideos s@o a principal fonte de poder redutor para os sistemas antioxidantes
glutationa peroxidase / glutationa redutase. Sabe-se também que o estado oxidado destes
nucleotideos induz abertura do PTP (Vercesi, 1987; Fagian et al., 1990; Catisti e Vercesi,
1999; Zago et al., 2000). Entre os NP, o NADP" est4 mais diretamente ligado a abertura do
PTP (Bernardes et al., 1986; Vercesi, 1987).

Com relacdo ao controle do estado redox dos NP mitocondriais é importante
lembrar que a transidrogenase dependente de energia transfere hidretos entre os mesmos,

conforme a reacdo abaixo:
NADH + NADP' = NAD" + NADPH

Esta enzima pode funcionar como uma bomba de prétons, utilizando o
gradiente eletroquimico de H" gerado pela respira¢do para deslocar o equilibrio da reacdo
acima na direcdo da producdo de NADPH, garantindo uma fonte de equivalentes de
redugdo para regenerar glutationa reduzida (Hoek e Rydstrom, 1988). Na auséncia de AY o
estado redox destes nucleotideos € semelhante, uma vez que eles t€ém potencial de 6xido

reducgdo idénticos.

Vercesi (1987) demonstrou que existe uma dependéncia da TPM em relacao ao
AY mediada pela transidrogenase de NAD(P)H. Em altos valores de AY, NADP € mantido

no estado reduzido, permitindo que o sistema enzimdtico glutationa redutase / glutationa
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peroxidase reduza o H,O, gerado pela mitocondria a H,O. Isto impede que o H;O; seja
convertido no radical OH® através da reacdo de Fenton, protegendo a organela contra a
abertura do poro de transicao de permeabilidade e peroxidacao lipidica. Em baixo potencial
de membrana, este processo antioxidante € prejudicado e a condi¢do de estresse oxidativo
pode ser aumentada. Além disso, hd evidéncias de que os tidis do translocador de
nucleotideos de adenina (TNA) podem ser oxidados quando os niveis de NAD(P)H estao

baixos, uma condicdo que favorece a TPM (Lé-Quoc e Lé-Quoc, 1989).

Com respeito a oxidacdo bifdsica de NP observada na Figura 22, podemos
concluir, com base nos resultados de Vercesi (1987) e Zago et al. (2000), que a primeira
fase é provavelmente devido a oxidagao de NADH, enquanto que a segunda fase é devido a
oxidacdo de NADPH por NAD" via NAD(P) transidrogenase (Vercesi, 1987). A maior
velocidade na oxidacdo de NADPH nos animais LDLR” sugere a existéncia de um menor
conteddo de substratos redutores desta coenzima. De fato, a adi¢dao de isocitrato, um redutor
especifico de NADP" em mitocondrias de figado (Moyle e Mitchell, 1973), induz uma
maior reversdo na oxidacio de NADP" nas mitocondrias de animais controle que na dos
LDLR”. A adicao posterior de DTT reduz os nucleotideos totais aos niveis iniciais,
indicando reversdo completa da oxidacdo dos nucleotideos. Estes resultados demonstram
que ndo houve interferéncia de mudancas de espalhamento de luz e que a diminui¢do de
fluorescéncia observada foi puramente devido a oxidacao de NAD(P)H. O aumento de
fluorescéncia observado no experimento da oxidacdo espontinea de NADPH apds adi¢dao
de Ca** (Figura 23) estd de acordo com resultados anteriores (Chance, 1965; Vinogradov,

1972) e é devido a formacdo de complexo entre NAD(P)H e Ca*”.

Nas mitocondrias dos animais LDLR”, a oxidacdo espontinea de NADPH
observada apds adicdo de Ca®™ (Figura 23) é comprovada pela reversdao induzida por
isocitrato, mas ndo por B-hidroxibutirato, um redutor especifico de NAD" (Kehrer e Lund,
1994). Como o isocitrato tem a propriedade de quelar Ca®* (Harris, 1969), foi feita também
uma adi¢do de EGTA como controle para comprovar que o efeito do isocitrato foi devido a
sua acdo como redutor e ndo como quelante do Ca®*. Nas mitocondrias isoladas dos
animais controles, nenhuma das adi¢des teve qualquer efeito, indicando a maior capacidade

destas mitocondrias em manter os NP no estado reduzido.
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Para eliminar o envolvimento direto do Ca”* nestes resultados, foram realizados
experimentos semelhantes na presenca de EGTA (Figura 24), tendo sido observado
resultados similares aos anteriores onde a adicdo de isocitrato, mas ndo de J-

hidroxibutirato, reverte totalmente a oxidacao de NP nos animais LDLR™.

Se a maior susceptibilidade a abertura do PTP induzida por Ca** for devido a
presenca de um menor poder redutor nas mitocondrias de figado de camundongos LDLR™,
principalmente na forma de NADPH, a adi¢do de isocitrato, um redutor especifico de
NADP", evitaria esta TPM. De fato, a Figura 25 mostra que a adi¢do de isocitrato desde o
comego do experimento inibiu a queda de AY induzida por altas concentracdes de Ca™.
Assim, se NADPH € reduzido novamente por isocitrato, a abertura do poro € prevenida.
Este comprometimento do estado redox do sistema NAD(P)H / NAD(P)" prejudicaria a
atividade do sistema enzimatico glutationa redutase / glutationa peroxidase em condicdes
de estresse oxidativo como a induzida por Ca®* com consequente aumento na producio de

EROs e inducdo de TPM.

Os resultados encontrados neste trabalho nos permite especular que a maior
susceptibilidade dos animais LDLR™ ao estresse oxidativo seja devido a saida de acetil
CoA da matriz mitocondrial para o citosol, via exportacdo de citrato pela mitocOndria,
conforme esquematizado na Figura 26. A saida de citrato serviria para suprir a demanda de
acetil CoA para manutencdo dos niveis normais de colesterol via sintese de novo, ja que
este ndo estd entrando na célula via receptor de LDL. O citrato citosélico € entdo clivado a
acetil CoA e oxaloacetato pela ATP:citrato liase as custas de um ATP. A deficiéncia
causada no conteudo de acetil CoA na matriz mitocondrial comprometeria a producio de
NADPH e NADH que sdo produzidos pela isocitrato desidrogenase e a-cetoglutarato
desidrogenase, respectivamente, em mitocondrias de figado. O conteido de NADH nao
seria tao prejudicado, uma vez que na troca por citrato entraria malato que pode ser oxidado
pela malato desidrogenase a oxaloacetato produzindo NADH. Assim, a exportacdo
aumentada de citrato pela mitocondria de figado dos camundongos LDLR™ para suprir a
necessidade da sintese de novo de colesterol causaria diminui¢cao nos niveis de acetil CoA

necessarios para manter niveis normais principalmente de NADPH via ciclo de Krebs.
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Citosol Membrana Mitocondria
mitocondrial

interna
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Biossintese de esterdide
ou &cido graxo

Figura 26. Exportacao de citrato gerado dentro da mitocondria para o citosol para
servir como fonte de acetil CoA para a biossintese de acidos graxos ou esteréides

(Devlin, 1997).

Além disso, o consumo de grandes quantidades de equivalentes de reducdo,
tanto na forma de NADPH quanto na forma de NADH, pela sintese de novo de colesterol
devido a presenca de vdérias enzimas NAD(P)H-dependentes (Gaylor, 2002), reduziria
grande parte do poder redutor produzido no citoplasma. Cada molécula de colesterol
sintetizada consome 24 moléculas de NAD(P)H (Devlin et al, 1998; Gaylor 2002). Assim,
o poder redutor produzido e consumido no citosol nao poderia ser exportado para a matriz

mitocondrial, via “langadeiras” malato-aspartato e a-glicerol fosfato (Figura 27).
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Os vdrios nucleotideos envolvidos nas reagdes de oxiredugdo celulares (p ex:
NAD*, NADH, NADP", NADPH, FAD e FADH,) e CoA e seus derivados ndo atravessam
a membrana mitocondrial interna. Assim, por exemplo, para transportar equivalentes de
reducdo do citosol para a matriz mitocondrial, existem “mecanismos de langadeiras de
substrato” envolvendo a transferéncia reciproca de membros oxidados e reduzidos das
varias duplas de oxiredugdo. Dois exemplos de como esse transporte de equivalentes de
reducdo do citosol para a matriz acontece, estdo mostrados na Figura 27. A lancgadeira
malato-aspartato e a lancadeira a-glicerol fosfato sdo empregadas em varios tecidos para
transportar equivalentes de reducdo do citosol para a matriz mitocondrial, onde eles sdo
oxidados para gerar energia via ciclo de Krebs e respiracio ou usados na defesa
antioxidante do sistema enzimdatico glutationa peroxidase / glutationa redutase. Outro tipo
de lancadeira € a lancadeira isocitrato-a-cetoglutarato. Esta langadeira exporta poder
redutor da matriz mitocondrial para o citosol (Sazanov e Jackson, 1994), sendo encontrada
em tecidos como o figado, onde ha uma maior demanda de NADPH no citosol. Existem
hipéteses de que esta lancadeira funcionaria através do consumo de NADPH da matriz
mitocondrial pela NADP-isocitrato desidrogenase operando no sentido de oxidacdo do
NADP (a-cetoglutarato + NADPH — isocitrato + NADP™). O NADPH ¢ entdo regenerado
no citosol, pela NADP-isocitrato desidrogenase funcionando no sentido de redugdo do
NADP" (isocitrato + NADP" — a-cetoglutarato + NADPH). A exportacdo de citrato e
isocitrato pelo transportador de tricarboxilato e a importacdo de a-cetoglutarato pelo

transportador de dicarboxilato completariam o processo (Sazanov e Jackson, 1994).

Assim, uma das possiveis explicacOes para o menor poder redutor encontrado
em mitocondrias de figado dos camundongos LDLR™ seria devido ao desvio de poder
redutor da mitocondria para o citosol para a sintese de novo de colesterol que estaria
aumentada no figado destes camundongos. Este aumento da sintese de novo de colesterol
estaria também consumindo poder redutor normalmente importado pela mitocondria (na
forma de NADH), via lancadeiras de malato-aspartato ou via langadeiras de a-glicerol
fosfato, ou exportado pela mitocondria (na forma de NADPH) via langadeira isocitrato-ot-
cetoglutarato, deixando o sistema enzimatico antioxidante mitocondrial dependente de NP

reduzidos deficiente.
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LANCADEIRA DE MALATO-ASPARTATO
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Malato Malato Malato
NADH Desidrogenase
NAD+ NAD+ NADH
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& =
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mitocondrial
(flavoproteina)
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Figura 27. Representacido esquematica das lancadeiras de malato-aspartato e o-

glicerol fosfato (Devlin, 1997).
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Assim, as hipoteses da deficiéncia de poder redutor causada pela exportacao de
citrato e/ou pela ndo entrada de NADH e NADPH na mitocOndria via sistema de
lancadeiras justificariam os resultados encontrados neste trabalho. De fato, a maior
velocidade na oxidacio de NADPH nos animais LDLR” (Figura 22) sugere a existéncia de
um menor contetido de substratos redutores desta coenzima. A adi¢do de isocitrato, mas
ndo de B-hidroxibutirato, reverte totalmente a oxidacdo de NP nos animais LDLR™ (Figura
23), independente da presenca de Ca** (Figura 24) e sugere que estas mitocondrias possuem
um menor poder redutor, principalmente na forma de NADPH. A principal consequéncia da
diminui¢do do contetido mitocondrial de NADPH e/ou NADH € o comprometimento do
sistema antioxidante enzimadtico glutationa peroxidase / glutationa redutase (ver esquema na
Figura 4). A ocorréncia deste processo em mitocondrias de macréfagos ou de outras células
da parede dos vasos poderia explicar a origem do estresse oxidativo que desencadearia a
formacdo do ateroma mais precocemente em individuos hipercolesterolémicos por

deficiéncia de receptor de LDL.
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6. CONCLUSOES
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v '0, produzido a partir da termodecomposicio do endoperéxido NDPO,
oxida tidis de proteinas da membrana mitocondrial interna responsavelis pela

abertura do PTP em mitocOndrias de figado de rato.

v Mitocondrias de figado de camundongos LDLR™ (hipercolesterolémicos)
apresentam uma maior susceptibilidade a condicdo de TPM induzida por
Ca®™ quando comparados a animais controles (normocolesterolémicos). Esta
maior susceptibilidade parece ser conseqiiéncia do menor poder redutor,
principalmente na forma de NADPH, encontrado nas mitocondrias de figado

destes camundongos.
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