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INTRODUGKO

0 transporte de Ca2+ através da membrana mitocondrial vem
sendo estudado desde 1962 (VASINGTON & MURPHY,1962)., Contudo os
mecanismos moleculares de captacfio e, particularmente, os de
libverag8o deste {on est8o ainda sob investigac3o (VERCESI, 1984
a e b; SARIS, 1987;WINGROVE & GUNTER, 1987a e bj; RIZZUTO et
alii, 1986). |

Mitocdndrias da maioria dos tecidos animais possuem um
sistema de transporte de C32+ muito ativeo. O Cae+ entra na
mitocdndria a@ravés de um transportador eletroforético sensivel
a vermelho de ruténic, em resposta ao potencial elétrico de
membrana, negativo internamente, geradc pela respiragio ou
hidrélise de ATP (SELWIN et alii, 1970). Evidéncias
experimentais indicam que o efluxo de Ca2+ mitocondrial ocorre
através de uma via independente e distinta da wvia de captagdo
{NICHOLLS & iKERMAN, 1982). A operacfico simulténea destas duas
vias de transporte, em sentidos opostos, €é responsavel pela
regulagdo cinética da distribuicdo de Ca2+, entre a matriz e os
compartimentos extramitocondrials. De acordo com este modelc, a
distribuig8o de Ca2+,no estado de equilibrio dinfimico, entre a’
matriz e o citosol pode ser alterada pelo estimulo ou inibigéo
de uma ou ambas as vias (NICHOLLS & AKERMAN, 1982).

0 papel deste sistema de transporte de Ca2+ na fisiologia
celular tem sido exaustivamente estudado, tendo sido verificado
que mitocdndrias, na presenga de Mg2+ e ATP, tamponam Ca2+ em
concentragdes bastante prdximas daquelas encontradas no citosol,'
"in vivo", (NICHOLLS, 1978; BECKER et alii, 1980). 1Isto tem

levado estes pesquisadores a suporem que a mitocdndria age como
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um reservatdrio de Ca2+,regulando desta maneira a concentragdo
do Ca2+citop1asmético. As determinagdes do contetdo de Ca2+
mitocondrial "in situ" (SOMLYO et alii, 1981) ou de mitocdndrias
isoladas em condig¢les em que a captagio de Ca2+do meioc de
homogeinizagaé é prevenida (HANSFORD & CASTRO, 1982) apresentam
valores de 1 a 3 nmol de Ca2+ por mg de proteina mitocondrial.
Esta faixa de concentragdo de Ca2+ é incompativel com as
caracteriticas cinéticas das vias de influxo e efluxo as quais
permitem um tamponamento preciso da concentracio do Ca2+
citoplasmatico (HANSFORD, 1985). Alternativamente, estes valores
parecem. compativeis com a hipbdtese de que o sistema de
transporte de Caz*mitocondrial regula a concentragdo deste
cation livre na matriz numa faixa gque permite é r¢ zulagéic de
trés desidrogenases intramitocondriais (sistema piruvato
desidrogenase, NAD- isocitrate desidrogenase e o  complexo
2-oxoglutarato desidrogenase) que, acredita-se, exercam papel
regulatdédrio no metabolismo oxidativo (HANSFORD,1985; McCORMACK &
DENTON, 1986). DENTON e McCORMACK (1985) sugeriram que o aumento
do Ca 2+citosélico, por agfo hormonal, pode estimular a produgdo

de ATP através da ativagdo do metabolismo oxidativo.

MECANISMO DE CAPTAGAC DE ca®t POR MITOCONDRIAS

-

Alguns pesquisadores (CHANCE, 1965; BRAND et alii, 1976;
REYNAFARJE & LEHNINGER, 1977; VERCESI et alii, 1978) verificaram
que a adigdo de Ca2+ a uma suspensdo de mitocdndrias energizadas
resultava na captagdo do ion pela organela, estimulo da

respiragdo e extrusfo de dois proétons da matriz mitocondrial
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para cada Ca2+ captado. _

A teoria quimiosmética (MITCHELL, 1976) fornece argumentos
para que se possa compreender a capacidade e velocidade .de
captagdo de Céa+e ocutros cations bivalentes (VASINGTON & MURPHY,
1962; LEHNINGER, 1970; BYGRAVE, 1977; SARIS & gKERMAN, 1980;
FISKUM & LEHNINGER, 1981; TEDESCHI, 1981; NICHOLLS & AKERMAN9
1982), por mitocBndrias. Segundo MITCHELL (1976), a respiragdo
ou a hidrdlise de ATP, através da atividade da ATPase
mitocondrial, induzem um transporte vetorial de prétons para o
exterior da mitocHndria com consequente alcalinizag¢do da matriz,
gerando, desta forma, um gradiente eletroquimico de prétons
QluH+), constituido por um componente quimico ( *pH) e pelo
potencial elétrico de membrana (A1) com polaridade negativa
interiormente. Estes componentes est3o relacionados através da

equacgdo abaixo, guando seus valores sfio expressos em milivolts e

a temperatura & 30°C (MITCHELL & MOYLE, 1969; NICHOLLS, 1976).
Aun =AWt - 60l pH (1)

Alguns trabalhos mostram que a captagdoc de Ca2+ esté
diretamente relacionada ao potencial de membrana (SCARPA &
AZZONE; 1970; SELWIN et alii, 1970; NICHOLLS & iKERMAN, 1982).
Porém, a forca motriz responsédvel pelo aclmulo do ifon €& o
gradiente eletroquimico de Ca2+(£3u0a2+) gue relaciona-se ao

-

potencial de membrana pela equagdo de Nernst:
2+ 2+ 2+
Auca”™ = 2 AU ~ 80loglCa lin/lCa lext (2)

‘12T- ‘;2 -~ . 2 2+ x
onde [Ca |in e [Ca Text s8o0 as atividades de Ca na matriz e no

. citosol respectivamente (LEHNINGER, 1970, BYGRAVE, 1977;
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CARAFOLI & CROMPTON, 1978; LEHNINGER et alii, 1978a; SARIS &
AKERMAN, 1980; FISKUM & LEHNINGER, 1981; TEDESCHI, 1981;
NICHOLLS & AKERMAN, 1982).

Existe uma relacgfio inversa entre a velocidade de respiracéo
e o valor de ﬁuH+ (MITCHELL, 1961; MITCHELL, 1966). Logo, a
entrada de Caz+ na mitoc8ndria leva a uma diminuigdo de JA$, o]
que induz estimulo da respiragdo e ejecfo de prétons para manter
AuH+ constante. A manuten950 de AuH@ ocorre as custas do aumento
de ApH. Assim, a entrada de Ca2+converte ¢ potencial de membrana
em gradiente de pH que passa a inibir a respiragdo e limitar a
captagdo do cation (NICHOLLS, 1978).

Quando, porém, o transporte de Ca2+ pcorre na presénga de
Anions com capacidade de migrar para o interior da mitocdndria
na forma protonada, neutralizando o gradiente de pH, a
respiragdo restaura o potencial elétrico (NICHOLLS & XKERMAN,
1982). Nestas condigles, a captagdo do Ca2+tornamse praticamente
ilimitada (LEHNINGER, 1974). Alguns &nions, dentre os quais se
incluem fosfato, acetato, bicarbonato (ELDER &, LEHNINGER, 1973;
HARRIS, 1978), hidroxibutirato (BRAND et alii, 1976) e glutamato

(DEBISE & DURAND, 1978) permeam a membrana interna mitocondrial
em cotransporte com prétons ou em troca por hidroxila,de maneira
eletroneutra,acumulando—se’na matriz em resposta ao gradiente de
pH (veja Fig. 1 A e B). Na auséncia de tais &nions permeantes ou
quando o transporte destes é inibido, apenas 1 nmol de Ca27mg deé.
proteina é suficiente para descarregar totalmente o potencial
elétrico de membrana (DRAHOTA et alii, 1965).

InGmeras linhas de evigéncias tem mosirado que o Ca2+ é
captado por mitocdndrias através de um transporte mediado: (1)~
egpecificidade do transportador para Ca2+(ainda que transporte

. 2+ 2+ 2+ L.
também Sr , Mn e Ba  com menor afinidade)(LEHNINGER et alii,
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Figura 1- Movimento de ions associados ao actimulec liquido de Ca2+
através de membrana inter8§ mitocondrial,
(A)ActGmulo liguido de Ca na presenga de acetato
(Ac”) como &nion permeante; Ac permea a membrana
interna mitocondrial a forma protonada (HAc). (B) O©
acumulo liquido de Ca pode wutilizar fosfato como
gnion permeante; fosfato permeia a membrana interna
mitocondrial como é&cido fosférico (I—I3 PO, ). Onde
CR, cadeia respiratéria e TE, transportador
eletroforético.
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1967): {(2)~ o transportador apresenta alta afinidade por Ca2+com
Km entre 1 a 10 uM (BYGRAVE, 1977; CARAFOLI & CROMPTON, 1978;
SARIS & AKERMAN, 1980; NICHOLLS & AKERMAN, 1982; VERCESI; 1984);
(3)~ comportamento cinético apresentando saturagio e
sigmoidicidade, sugerindo cooperatividade a nivel do
transportador (BYGRAVE, 1977; SARIS & KKERMAN, 1980);  (4)-
inibic&o do transporte por Iantan;debs e vermelho de ruténio
(MELA, 1969; MOORE, 1971; REED & BYGRAVE, 1974);
(5)~identificacdic de sitios de ligagdo na membrana, sensiveis a
lantanideos. e vermelho de ruténio, que ligam Caa+com alta
afinidade (MELA, 1969; REYNAFARJE & LEHNINGER, 1969; REED &
BYGRAVE, 1974); (6)-estequiometria definida entre actmulo de
CaET . ejecdo de prdétons e consumo de oxigénio (BRAND, et alii,
1976; REYNAFARJE & LEHNINGER, 1877; VERCESI et alii, 1978).
Sabe-se também que a baixos valores de potencial de membrana, a
distribuicgio de Caej entre a matriz e o© espago extramitocon-
drial, ¢é mais compativel com um mecanismo de transporte
eletroforético do que com um mecanismo de troca eletroneutra

{ROTTENBERG & SCARPA, 1974; HEATON & NICHOLLS, 19767 NICHOLLS,

1978).

Varias caracteristicas deste transporte provam a existéncia
dé um transportador do tipo canal. Entre estas caracteristicas
destacam-se a dificuldade de saturagao do transportador
eletroforético por altas concentragdes de Ca2+ (NICHOLLS &
RKERMAN), a relativa falta de espe;ificidade peloc cétion (TEW,
1977; CROMPTON et alii, 1979), a alta velocidade de transporte
é? cAtion por unidade de transportador deduzido a partir da

existéncia de pequeno numero de sitlos de ligacg8o para
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~lantanideos (REED & BYGRAVE, 1974), o baixo coeficiente de
(] .

temperatura (NICHOLLS & AKERMAN, 1982), e particularmerite o fato

da atividade do transportador ser mantida mesmo a temperaturas

abaixo de zero {CHANCE et alii, 1979).

MECANISMOS DE EFLUXO DE Ca2+ MITOCONDRIAL

Tendo-se em_vista que o potencial de membrana € da ordem de
180 mV, nas condic¢Bes de repouso (MITCHELL & MOYLE, 1969; PADAN
& ROTTENBERG, .1973; LOTSCHER et alii, 1980), pode-se deduzir,
pela equagdo (2), que o gradiente de Ca2+ livre, através da
-membrana seria de 106, se o Unico meio de transporte de Ca2+pela
mitocSndria fosse o eletroforético. Porém a concentragdo de Ca
livre na matriz mitocondrial n8o excede 1mM, devido & formagéo
de CaS(PO4)2. Se a razdo entre Ca2+ intra e extramitocondriais
fosse 10 , a conéentragéo de Ca2+ citosdlico estaria na faixa de

-9
10 M e a mitocdndria acumularia o cétion continuamente, Tevando

4 sua calcificacg8o irreversivel.

Uma alternativa teérica para este comportamento seria a
existéﬁcia de um mecanismo eletroneutro para o efluxo do Cagf
mitocondrial. De fato had evidé&ncias para a existéncia de uma via
de efluxo eletroneutra independente da via de influxo.A primeira
destas evidéncias encontra apoio em aspectos termodinfmicos,
ou seja, engquanto a distribuigdo de Ca2+ observada através da
membrana interna é consistente com o equilibric estabelecido
exclusivamente pelo transportador eletroforético em baixos
valores de A$ e altas concentragdes de Ca2+ externo (NICHOLLS,

: 19?8§ CROMPTON. & HEID, 1978; ROTTENBERG & SCARPA,1974; PUSKIN et
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alii, 1976),em valores superiores de A$ e de baixo Caz+externo,
crescentes desvios s8o observados (PUSKIN et alii, 1976; MASARI
& POZZAN, 1976; AZZONE et alii, 1977 a; POZAN et alii, 1977;
NICHOLLS, 1978). A segunda linha de evidéncia para o© mecanismo
de efluxo independente, vem do efeito do vermelho de ruténio na
distribuigio de Ca2+'mitocondrial. A inibigdo da via de influxo
de Caz+ pela adic¢8o deste composto a uma suspensio mitocondrial,
apds a distribuigdo do mesmo haver alcangade o© estado de
equilibrio dinfimico, leva a uma liberacgdo liquida do ion (MOORE,
'1971; VABINGTON et alii, 1972; REED & BYGRAVE, 1974; HEATON &
NICHOLLS, 1976; FISKUM & LEHNINGER, 1981).

POZZAN et alii {(1977) sugeriram que o efluxo de Ca2+deveria
ser mediado pelo transportador eletrofeorético situado em regides
onde o potencial de membrana estivesse diminuido. DNo entanto,
existem evidéncias que sugerem que a via de efluxo de Ca2+seja
estruturalmente distinta do transportador eletroforético:
(1)- a poténcia relativa da série dos lantanideos na inibig#o
do efluxo em mitoclndrias de coragdo é bastante diferente

da extens8o com a gual estes inibem e} transportador

eletroforético (CROMPTON et alii, 1979} ; (2) anticorpos
preparados contra a frag8o glicoproteica, comcaracteristicas
semelhantes ao transportador eletroforético, obtida de
mitocdndrias por chogque hipotbnico, s8o efetivos na inibigdo do
influxo, mas nfo na inibigdo do efluxo (PANFILI, 1981).

As vias de efluxo de Ca2+ de diferentes tecidos podem ser
divididas em duas categorias com base em sua habilidade enl

serem ou ndoc ativadas por sdédio, como serad descrito a seguir.
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EFLUXO DE Ca®' S6DIO- DEPENDENTE

Em mitoc8ndrias de alguns tecidos como corag#do, misculo
eséuelético, cérebro, glindula pardtida, tecido gorduroso
marron, cbértex adrenal e rim, o efluxo de Ca2+ é fortemente
estimulado pela adig8o de NaCl ao meio de reag8o (NICHOLLS,
1978; AFFOLTER & SIEGEL 1979; NICHOLLS, 1980; CROMPTON, 1877;
CROMPTON, 1978; AL-SKAIKHALY, 1979). Quando vermelho de rutéqgo
é adicionado a estas mitocBndrias apdés ¢ acumulo de Ca2+em meio
livre de Na+,.observa-se apenas um efluxo liquido 1lento do
cdtion. A adic8o posterior de 10 mM de NaCl aumenta a velocidade
de.efluxo ern até dez vezes (NICHOLLS, 1978; AFFOLTER, 1979;
CROMPTON, 1977; CROMPTON, 1878}.

A cinética do efluxo de Ca2+ em mitocdndrias de coragdo tem
sido estudada com detalhes por alguns pesquisadores (CARAFOLI,

: ©
& CROMPTON 1978; SARIS & AKERMAN 1980; NICHOLLS, 1980; RIZZUTO

et alii, 1987). 0 efluxo de Caz+ nestas mitocbdndrias na auséncia

de Na' é muito lento (2 nmol de Cagfmg de proteina.min) porém na
presencga de Na' 20mM esta via apresenta atividade de 20 nmol de
ca®fmg de proteina.min (RIZZUTO et alii, 1987). '

AFFOLTER e CARAFOLI (1980) estudaram o mecanismo de troca
Na+—Ca2+em mitochndrias de coragfo, através do monitoramento de
Ay e concluiram que este efluxo era eletroneutro. Verificaram,
ainda  que, independentemente da estequiometria da troca
Ca2+-Na+:£1$ ndo deveria ~wvariar e gue esta eletroneutralidade
era assegurada pela translocagdo de prétons através- da cadeia
respiratéria particularmente na presenga de um &nion permeante,

como acetato (Veja esquema Fig. 2)

Até a algum tempo atréds, o efluxo de Ca2+de mitoc8ndrias de
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. . . 2+

Figura 2- Movimento de ions durante o efluxo 1liquido de Ca
' através da membrana interna mitocondrial. Na presenga
de um Bnion permeamtg como acetato (Ac ), ocorre um
efluxo liquido de Ca de mitocdndrias energizadas de
coragdo Su cérebro. Seja qual for a estequiometria da

4.+ ~

troca Ca /Na , ndo deve ocorrer nenhuma mudancga em Aw

ouApH. Onde CR, cadeia respiratdéria € AP, antiporter.
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figado era considerado como sendo insensivel a adigéoc de sédio,
porém, mais recentemente, HAWORTH et alii (1980}, NEDERGAARD e
CANNON (1980), HEFFRON e HARRIS (1981) e WINGROVE e GUNTER
(1986b) verificaram uma baixa atividade do efluxo de Cae*
dependente de sddio nestas mitocOndrias.

PreparacSes de mitocBndrias de cérebro exibem um estimulo
substancial do efluxo induzido por vermelho de ruténio na
presenga de Na+(CROMPTON, 1978; NICHOLLS, 1978; NICHOLLS, 1980).
Nestas as contribuigdes relativas dos efluxos dependente e
independente de sddio diferem das de coragdo dependendo do &nion
permeante presente no meio de reagdo. ZOCARATTO et alii (1981)
observaram gue na presenca de acetato, como &nion permeante,
ocorria um efluxo de Ca2t mesmo em meio livre de sédio, sendo
significativamente acelerado na presenga deste cation. Parece
portanto que mitocéndrias de cérebro, assim como as de coragdo e
figado, possuem ambas as vias de efluxo dependente e

independente de sédio.

EFLUXO DE Ca°' SG6DIO-INDEPENDENTE

CROMPTON et alii (1978) descreveram um mecanismo de efluxo
independente de Na+para mitocdndrias de figado, pulmdo, misculo
de ileo e misculo de Gtero. )

Vermelho de ruténio induz um efluxe liquido de Ca2+ em-
mitoc&n%rias de figado na auséncia de Na* {CARAFOLI & CROMPTON,
1978; CROMPTON, 1978; SARIS, 1980). Em altos valores deliw, pH

7,2 e temperatura de 37°C, este efluxo estéd entre 1 a 5 nmol de

2+ . ~
Ca’ /mg de protelna.min, dependendo do dnion permeante presente
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no meio, mesmo quando a concentragdo de Na* total & inferior a
50 wM (ZOCARATTO, 1982).

0 mecanismo de efluxo de Ca2+ em mitocdndrias de figado &
controverso. Contudo,‘para que um continuo movimento ciclico do
cdtion ocorra através da membrana mitocondrial , este deve ser
eventualmente trocado por prdtons (NICHOLLS & RKERMAN, 1982;veja
também a figura 3)., Embora o antiporter Ca2+/nH+ parega ser o
mecanismo mais provavel para o efluxo a alto Aw; € importante
enfatizar que hé pouca evidéncia direta para este mecanismo
(NICHOLLS & XKERMAN, 1982). _

Embora tenha sido proposta a existéncia de wuma troca
eletroneutra para o efluxo sdédio independente, GUNTER et alii
~{1983) observaram uma ampla variacdo da estequiometria Cazynﬂt a
medida que o pH variava, enquanto KKERMAN (1978) e TSOK0OS et
alii (1980) observaram que o efluxo nédo aumentava com © aumento
do gradiente de pH.

LOTSCHER et alii (1979) observaram um consumo  de Ca2+
insensivel a vermelho de ruténioc em particulas submitocondriais

P 2+ A
e especularam acerca da existéncia de um cotransporte Ca -Pi

no entanto nenhum estudo avangou no sentido de sustentar esta
idéia.

Em presenga de Mg2+ e ATP, para manter a estabilidade da
membrana, a atividade da via de efluxo de mitocéndrias de figado
é¢ independente do conteddo de Ca2+ mitocondrial total, mesmo
guando este é variado de 10-100 nmol de Céaf/mg de proteina,
desde que Pi esteja presente no meio de reagdo (ZOCARATTO
& NICHOLLS, 1982). Por outro lado, quando mitocfndria depletada
de Pi, acumula Ca2+ na presenga de acetato‘como &nion permeante,
o efluxo de Caa+ induzido por vermelho de ruténio aumenta a

. 2+ . 2+
medida que ¢ Ca da matriz aumenta, sendo que a 80 nmol de Ca
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/mg de proteina, a velocidade de efluxo é de 5 nmol de Cazfmg de
proteina.min , ao invés de 1 nmol de Ca2+/mg de proteina., min,
gquando na preseng¢a de Pi (ZOCARATTO & NICHOLLS, 1982). Disto se
~eoncluil que é o complexo Ca (PO4)2 que mantém o Ca2+ livre da
matriz abaixo da concentragido necessaria para saturar a via de
efluxo. 7

A liberag&o de Ca2+sédio independente em mitocédndrias &
estimulada por uma série de compostos capazes de causar ou a
oxidacg8o de nucleotideos de piridina ou de glutationa ou de
ambos (LEHNINGER et alii, 1978a; COELHO & VERCESI, 1980). Alguns
autores defendem a idéia de que as mitocdndrias estejam intactas
durante este processo (FISKUM & LEHNINGER, 1979; RICHTER & FRET,
1985; MASINI et alii, 1986), porém muitos dos dados disponiveis
indicam gue a liberagioc de Ca2+, sob estas condigdes, esté
associada ao abaixamento do potencial de membrana e vazamento de
prétons, potéssio, magnésio, nucleotideos de adenina, etc.
(BEATRICE et alii, 1980; NICHOLLS & BRAND, 1980; PALMER &
PFEIFFER, 1980; EARDSLEY & BRAND, 1982; BERNARDES et alii, 1986;

RILEY & PFEIFFER, 1986). :

Alguns estudos com mitbcﬁndrias de figado (LEHNINGER, 1978)
e coracgéo (pOELHO & VERCESI, 1980) mnostraram gue ocorria um
acentuado esﬁimulo do efluxc de Ca2+ da matriz. quando os
nucleotideos de piridina mitocondriais enddgenos encontravam-se
no seu estado mais oxidado. 0 fato de que o efluxo de Ca2+
induzido por NAD(P)+ ocorrer através de uma troca de Ca2+ da
matriz por 2 H+ do meio, € de maneira insensivel a vermelho de
ruténio, 1levou & suposig8o de que a velocidade da troca
eletroneutra Cag+ por 2 H+ seja regulada pelo estado redox do

NAD(P)} mitocondrial (FISKUM & LEHNINGER, 1979). Também foi

sugerido gque a oxidagdo de glutationa reduzida a glutationa

15



. _ 2
dissulfeto, e n8o a oxidag8o de NAD(P)H, leva a liberacgdo de Ca *

(JEWELL et alii, 1982; RILEY & PFEIFFER, 1985; VERCESI 1987).

Podemos concluir gue a operacBo simultinea de vias
distintas de captagdo e liberacgZo resulta em um movimento
ciclico e continuo de Ca2+ através da membrana mitocondrial
interna e que estas vias operam a uma velocidade muito baixa em
condi¢Bes fisiolédgicas (CARAFOLI, 19886) caracterizando a
existéncia de uma condigéo de fluxo constante real ( CROMPTON et
alii, 1976; iKERMAN & NICHOLLS, 1983). A operagic simultinea
destes dois fluxos em sentidos opostos fornece as bases para uma
regulag8o cinética da distribuigéo de Caz+ entre os

compartimentos intra e extramitocondriais.

EFEITO DO ANTIBIOTICO LASALOCID-A SOBRE O

TRANSPORTE DE Ca2+ MITOCONDRIAL

A alta energia de ativag#o necessaria para inserir um ion

dentro de uma regifio hidrofébica é a razdo para a -extremamente
baixa permeabilidade de membranas bioldgicas aos mesmos. Desde
gue a carga do iqn possa ser protegida da bicamada lipoproteica,
a permeabilidade ao ion deve aumentar. Isto é conseguido por
varios antibidticos produzidos por alguns microrganismos, bem
como por alguns compostos. sintéticos. Estes g¢ompostos sdo
conhecidos como ionéforos.

Os iondéforos s8o conpostos que tipicamente apresentam pesos
moleculares entrg 500 e 2000 e possuem um exterior hidrofébico,
sendo sollivel em lipf{deos, e um interior hidrofilico onde se
liga o ion (PRESSMAN, 1976). HA dois mecanismos pelos quais os

ionéforos podem funcionar: como carreadores mdveis ou como
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formadores de canal . Os carreadores mbveils difundem-se através
da membrana e podem catalisar ¢ transporte de aproximgggmente
100C ions por segundo (PRESSMAN, 1976); estes possuem alta.
especificidade, podem permear membranas artificiais e sdo
afetados pela fluidez da membrana (PRESSMAN, 1976) . Os
‘formadores de canal mostram pouca discriminag8o entre diferentes
ions, mas podem ser muito ativos, transportando acima de 1ogions
por canal por segundo (PRESSMAN, 1976).
O antibidtico X-537A ou lasalocid-A (figura 4A) é obtido
do microrganismo streptomyce (BERGER et alii, 1951). Sabe-se-—que

este antibidtico, semelhantemente a nigericina (figura 4B) forma
complexos lipéfilicos com cations monovalentes, aumentando a
permeabilidade de membranas naturais e artificials para Na+, K+,
cs'e H® (HENDERSON et alii, 1971; PRESSMAN, 1976). Lasalocid-A &
também capaz de complexar cétions divalentes como Ca2+e Mg?+
embora com menor afinidade e por esta razfo tem se mostrado Gtil

na manipulagdo da permeabilidade destes ions. em membranas

biolégicas (CASWELL & PRESSMAN, 1972).

concentragbes entre 0,05 e 0,1 pM, isto é, bem abaixo daquela em
 que atua como iondfore de Ca2+ e Mng inibe a oxidaglo de
glutamato ativada por DNF ou ADP e sugerem gque esta inibicdo
estd relacionada & complexacgio de Mgz+ pelo antibidtico. Em
outro trabalho (LIN & KUN, 1973b)estes mesmos autores observaram
que em concentfagﬁes também abaixoc daguela em que que.atua como
ionéforo, lasalocid-A inibe a oxidag8o de glutamato e isocitrato
por mitocdndrias de figado no estado respiratdério _ 3, manfendo

NADP no estado oxidado.
Esta propriedade do lasalocid-A em causar oxidagfo de

nucleotideos de piridina mitocondriais,levou PEREIRA DA SILVA. et
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alii (1984) a estudarem o efeito deste antibidtico sobre o
efluxo de Ca?* mitocondrial. Contrariamente ao esperado, estes
autores verificaram que o antibidtico em concentragdes da ordem
de nanomolar, inibe o efluxo de Ca?+ induzido por vermelho de
ruténio em mitocdndrias de figadeo. Esta inibig8o leva a uma

‘perturbacgio na distribuigdo de Ca.z+

livre através da membrana em
condicdes de equilibrio dinfmico, abaixando a concéntragéo
externa de Ca°’ livre em até 0,2 wM (PEREIRA DA SILVA et alii,
1984).

0 objetivo deste trabalho foi estudar o mecanismo pelo
qual lasalocid-A inibe o efluxo de Ca2+ em mitocBndrias animais.
Acreditamos que os resultadeos obtidos trouxeram informagdes
relevantes, nfo apenas acerca deste mecanismo, bem como sobre
outras propriedades deste sistema de transporte de Ca2+

localizado na membrana mitocondrial.
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MATERIAL E METODOS

1~ ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS HEPATICAS

As mitocbndrias hepéaticas foram isoladés segundo
SCHNEIDER & HOGEBOOM (1950), por centrifugag¢do fracionada, de
ratos Wistar, fémeas, pesando entre 180-250 g, mantidos em 3éjum
por 12 horas e sacrificados por concussdo cerebral.

0 figado, retirado imediatamente apdés a morte do animal,
foi lavado em solugdo de sacarose 250 mM contendo EGTA 1,0 mM, e
tamp&o HEPES 2,0 mM pH 7,2, picado com o auxilio de tesoura e
homogeneizado em homogeneizador tipo Potter-Elvehjem. Este
material foi <centrifugado por 5 min - a 755xg em centrifuga
refrigerada. O sobrenadante foi recolhido e novamente
centrifugado por 10 min a 7.900xg. Desta vez, © sobrenadénte foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso em sacarose 250 mM
_qutepﬁo EGTA 0,3 mM e tamponada com HEPES 1,0 mM em pH 7,2, e
finalmente centrifugado a .5:960£ém §§f.m1d” ﬁiﬁ;..ﬁ69éméﬁ£é.”5
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em
sacarose 250 mM tamponada com HEPES 1,0 mM pH 7,2 , de maneira a
se obter uma suspensfo mitocondrial de concentragfdo aproximada
de 100 mg de proteina mitocondrial por ml de suspenséo.

-

2~ ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE CORAGAO

As mitocBndrias de corac8io foram isoladas segundo VERCESI
et alii (1978), de ratos Wistar, fémeas, pesando entre

180-200g.
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Os animais foram sacrificados por concussdo cerebral e o
corag8o retirado foli imediatamente mergulhado em melo de
isolamento contendo de sacarose 250 mM, tampdo HEPES 1,0 mM (pH
7,2) e EGTA 0,5 mM. O material foi 1limpo de tecidos que n8o

fossem o© miocérdio e picado com tesoura o© mais finamente

ﬂpossivel.Lavou—se com a solugfio de isolamento por decantaglo até

que ndo saisse mals sangue do material., Ao material suspenso em
em aproximadamente 10 ml de solugdo de isolamento, fol
adicionado 0,1 mg de Nagarse (uma enzima proteolitica),e o

meterial permaneceu mergulhado neste solugfo por exatamente 10

min. Apds este perfodo o material foi lavado trés vezes com a

solugBo de isolamento por decantagfo e entfio homogeneizado com o
auxilio de homogeneizador Potter-Elvehjem. 0O homogeneizado foi
centrifugado por 5 min a 480xg em centrifuga refrigerada. O
sobrenadante foi recolhido e mais uma vez centrifugado por 10

min a 7700xg. O precipitade obtido fol ressuspenso em solugéo

~de isoclamento modificada pela auséncia de EGTA e finalmente

centrifugado por 10 min a 7700xg. O precipitado foi entéo

recolhidc e ressuspensc = em sacarose 250 mM,tamponada com HEPES

1,0 suficiente para que a concentragido da suspensao
fosse de 75 mg de proteina mitocondrial por mililitro de

suspensio,

3- DOSAGEN DE PROTEINA MITOCONDRIAL

As dosagens de proteina de mitocdndrias de figado e de
coracio foram feitas pelo método de biureto (GORNALL et alii,

1949) modificado pela adig8o de colato 1%. Fol wutilizado como

padrdo uma solugdo de soro albumina bovina 1%.
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4- DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE ca®’ LIVRE

As variag8es nas concentragdes de Ca2+livre no meio ‘de
incubagédo foram acompanhadas por eletrodo seletivo de cAlcio
(Calcium Selectrode F2112, Radiometer) (MADEIRA,1975). Os sinéis
' forem amplificados através de um acessério de alta impedéncia
(Sargent-Welch Scientific Co.), 1ligado a um registrador
potenciométrico. _

Em cada experimento, o eletrodo seletivo foil calibrado
por adigdes de solﬁgﬁo padrdo de célcio ao meio de reag8o para
concentracdes de cdlcio total acima de 10 uM, como mostrado na
figura S5A. Para a faixa de concentragéo d¢ 0,25 a 2,0 pM de Ca2+
livre a calibrac@io foi feita pela adigdo ao meio de reagédo de
uma mistura Ca27EGTA, usando-se como constante de dissociagfo do
complexo CaztEGTA em pH 7,2 e temperaturé de 30 C o valor de
4,5.10 M (PORTZEHL et alii, 1964, como mostrado na figura 5B

A concentragido de Ca2+ contaminante do meio de reagdo foil
- determinada por espectroscopia de absorgdo atbmica (Atomic

_Absorption Perkin Elmer, modelo 303). As amostras e as soluges

lantfnio, acido cloridrico, n-butanol e 4agua, de acordc com
GOLCHMAN & GIVELBER (1970) e as concentragdes de ' célcio
determinadas por comparacgdo com a curva padr8o previamente

determinada.

o 2
5~ DETERMINAGAGC DO EFLUXO DE Ca " MITOCONDRIAL POR ESPECTROSCOPIA
DE ABSORCAO ATOMICA

Em meio adequado foram incubados, sob agitagdo constante,

3 mg de proteina mitocondrial por ml de meio de reac8o. Dois
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Figura 5- Calibrag@io do eletrodo seletivo de Ca” (A) e gréafico

linearizado dos dados da calibracfo (B).

WA .qrh‘r;ﬁn de 200 nmol de Cad+ Pm___.a,},i.qu_nfnc: de. 20 a131Te 5 HRR

ao meio béasico de reagdo (1,0 ml a 25-30 C), permite
observar n8o linear do eletrodo e fornece os dados
para a linearizggﬁo grafica da figura B. A calibracgéo
em termos a Ca livre foi feita com adigdo de uma
mi Eura Ca  /EGTA que permite que a concentracgio de
Ca 1livre fosse de 2,0 uM. Em seguida foram feitas
adigasg de EGTA para obtermos concentragles menores
de Ca ( 0,25-0,50—0,73;1,0 e 1,5 uM).A figura A
mostra as adigdes de Ca .total até 200 nmol, adigdo
de mitocdndrias de figado de rato (MFR) e o estabele-
cimento do estado de Equilibrio din8mico &
concentracBo de 0,5 pM de Ca livre.
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minutos depois da adigdo da proteina, foi adicionado 0,7 uM de
vermelho de ruténioc e exatamente 2 min apds, retirou-se uma
aliguota de 2,5 ml e centrifugou-se imediatamente por 2 min em
microcontrifuga a 10.000xg. Recolheu-se 2ml do sobrenadante, aos
quais foram acrescentados 3ml de solugdo de éxido de
lant&nio/n-butanol/agua {segundo GOLCHMAN & GIVELBER, 1970). As
leituras de absorg8o foram feitas em um espectrofotlmetro de
absorg8o atdmica PERKIN ELMER 303. As determinagdes das
concentragdes de Ca2+ no sobrenadante foram feiltas por

extrapolagdes na curva de calibragfo obtidas com concentragdes

conhecidas de Cazf
6~-DETERMINAGAO DO POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA (AU)

0 potencial elétrico de membrana (A ¥) foi determinado a
partir da distribuigdo do cation lipofilico tetrafenilfosfbnio
(TPP+), entre o meio de reagdo e a matriz mitocondrial, com
eletrodo especifico contruido no laboratério de Biocenergética

do Departamento de Bioquimica, IB-UNICAMP, de acordo com KAMO et

ALAL (1979).
A membrana do eletrodo foi preparada da seguinte maneira, |
a 10 ml de de tetrahidrofurano, contendo 0,5g de policloreto de
vinila e 1,5 ml de dioctilftalato, foram adicionados 3,0 ml de
tetrafenilborato de sbdio 10 mM (dissolvidos em
tetrahidrofurano). A soluc¢8o obtida fol derramada em uha placa
de Petri (9.0 cm de difmetro) e foi deixado que o solvente
evaporasse & temperatura ambiente, A membrana assim obtida &
transparente e tem a éspessura de 0,15 a 0,20 cm. Um <fragmento
desta membrana foi colado, com auxilio de tetrahidrofurano, a

extremidade de um tubo de PVC de 5,0cm de comprimento e 0,3 de
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extremidade de um tubo de PVC de 5,0cm de comprimento e 0,3 de
difmetro. Este tubo foi entio preenchido com solugfo de TPP+
10 mM | TPP" in). O contato entre estid solug8o de TPPT  com o
eletrodo de referéncia Ag /AgCl foi feito através de uma
ponte salina de agar-KCl saturado. A diferenga de foréa
"eletromotriz { AE) entre o eletrodo de referéncia e o de TPP+,
foi medida por um potencifmetro (Beckman Expandomatic 8SS5-2)
ligado a um registrador potenciométrico (Linear Instruments
Co.). As concentragdes de TPP¥ no meioc de reagio foram
monitoradas continuamente e os valores de Ay calculados,

usando-se a equagaoc abaixo:

FAE/2,3RT

Ay = 2,3 RT log v _ 2,3 RT log (10 1)

F V' F

onde v, V elE representam o volume mitocondrial {(tomado como 1,4
$l), o volume do meio de reagio e o potencial do eletrodo,
respectivamente. O poencial de eletrodo é dado pelo gradiente de
concentragio de TPP* ([TPP+lin/[TPP+]ex) através da membrana do

mesmo (figura 6). Os valores de AE na calibragio foram

calculados pela equagdo:

+y
Q@ - 2,3 RT log ! TPP lin

F [ TPP*]ex
onde [TPP+)ex refere~se a concentragfio de TPP' no meio de reagio
e [ TPPT Jin= 10 mM. Os sinais do eletrodo ( AE) foram
quantificados com ¢ auxilioc de uma curva de calibragéio
construida com adig¢Bes conhecidas de TPP' ao meio de reagio

(figura 6C).
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Figura 6- (A) Construgdoc do eletrodo de TPP+;
. (B) diagrama dos aparelhos usados para medir 0
potencial de elétrico de membrana de mitocSndrias;
(C) curva de calibracgio do eletrodo de rppT.
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7- ESPECTRO DE FLUORESCENCIA DO LASALOCID-A

Uma solug8o de lasalocid-A 5 uM foi preparada em etanol
98 %. O espectro da solugBo foi tirado em um espectro.
fluorimetro AMINCO BOWMAN acoplado a unm registrador, 0
comprimento de onda de excitag@o selecionado para a obtengdoc do

espectro de emissdo foi 295 nm.

8~ DETERMINACAO DA VARIAGCAO DO VOLUME MITOCONDRIAL

Suspensfes mitocondriais s8c turvas e espalham luz
incidente. A luz espalhada é uma fungfo da diferenca do indice
de refragdo entre o contelido da matriz e o meio. Um aumento no
volume da matriz mitocondrial (ou tamanho da particula em
suspensfo) associado 4 entrada de solutos permedveis resulta na
aproximagdo entre o indice de refragio da matriz e do meio,
com consequente diminuic¢8o do espalhamento de luz.

Em nossés experimentos, © acompanhamento deste processo

- foi.. feito - através.. .da -leitura. .da absorbincia da-m-suspeﬂééo

mitocondrial, em espectrofotﬁmetro no«comprimentp de onda de 540
nm. O ajuste do valor méaximo de absorbincia foi feito com a
suspensdo mitocondrial Dbésica (sem adigdo da droga a ser
testada); enquanto que o ajuste do valor zero foi feito com o
meio bésico na auséncia das mitocbndrias, Foi conectado um
registrador ac espectrofoibmetro para que podéssemos acompanhar
as variag8es de absorb8ncia (ou volume mitocondrial ) em funcgio
do tempo. A diminuig¢Bo da absorbinciaz significou aumento do

volume mitocondrial ( ou inchamento mitocondrial).



9- MEIOS DE REAGAOQ

Os meios de reagao”émpregados na maioria dos experimentos
foram compostos de dois meios bésicoé:
Meio bésico I~ Sacarose 125 mM;
KCl1 65 mM
HEPES 3mM, pH 7,2
Succinato 2 mM
Rotenona 2 uM

ngt 1 mM
BSA 0,01 mg/ml
Meio- bésico II- KC1 130 mM
HEPES 3 mM

Succinato 5 mM
Rotenona 1 pM
Nas legendas das figuras apresentadas nos reultados os
meios serfo designados por meio béasico I ou II e gualguer
alterac8o destes serfio detalhadas nas legendas.

Os experimentos foram realisados & temperatura de 3C C.

O0s volumes dos meios de reagac utilizados em cada
experimento sZo dados nas legendas das figuras apresentadas nos

reultados.
10-REAGENTES EMPREGADOS

Diamida, succinato, malonato, ATP, HEPES, EGTA, rotenona,
oligomicina, tgtrafenilhidroborato de sbédio, tetrafenilfosfénio,
tetrahidrifuranoc e N-etimaleimida foram fornecidos pela Sigma
Chemical Company. Policloreto de vinila foil fornecido pela

Aldrich Chemical Company, © t-butilhidroperdéxido por Boehringer-
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Ingelhem, lasalocid-A por Hoffman-La Roche e cloreto de célcio
da Merck AG-Darmstad.

Os demais reagentes utilizados foram produtos comerciais
nacionais do maximo grau de pureza. Sempre que possivel os
reagentes foram utilizados na forma de sais de potéassio
’4dissolvidos em Agua.

Com excessfo do experimento de determinagido dos espectros
de fluorescéncia do lasalocid-A, este reagente encontra-se

dissolvido em agua.




RESULTADOS

EFEITO DE LASALOCID-A SOBRE A VELOCIDADE DE EFLUXO DE Ca2+

INDUZIDO POR VERMELHO DE RUTENIO EM MITOCONDRIAS DE FIGADO

- CARREGADAS COM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE ca?t .

Como discutimos anteriormente (INTRODUGAO), o efluxo de
Ca2+ mitocondrial mediado pelo antiporter Ca2+/2H+ , tem uma
velocidade méxima bastante pequena (Vmax=1,4 nmol de Ca2+/mg de
proteina.min) (RIZZUTO et alii, 1987) e podem ser determinada
quando as mifbcﬁndrias estéo carfegadas com baixas concentragaes
de Cazf Contudo, quando as mitocbndrias estdo carregadas com
concentraQSes altas de Cazf a adigdo de vermelho de ruténio
induz liberag8o liquida de Ca2+com velocidades bem maiores,
provavelmente devido a alteragdes da permeabilidade da membrana
causadas pelo céation, permitindo que um efluxo ndo mediado do.
mesmo ocorra {(WINGROVE & GUNTER, 1986a e b).

Som-o-objetivo-de-esclarecer se—o-efeito-—inibitérie -do

lasalocid-A sobre o efluxo de Cad+ mitocdndriai.esté relacionado
com ¢ mecanismo de libefagéo mediado pelo antiporter ou por uma
via inespecifica estudamos o efeito deste antibidtico em
mitocdndrias hepdticas carregadas com diferentes concentragles
do ion.

A figura 7 mostra as velocidades de efluxo de Ca2+ em
mitocﬁndrias carregadas com concentragdes de 5 a 130 nmeoles de
Ca27mg de proteina. A 1linha cheia mostra as velocidades de
efluxo na auséncia do inibidor. Pode-se observar que na faixa de
5 a 70 nmoles de Ca27mg de proteina, o aumento da velocidade de

efluxo é compativel com a cinética de um processé mediado, cuja
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Figura 7- Efeito do lasalocid-A sobre a veloclidade de efluxo de
ca?+* induzido por vermelho de ruténio em mitoc8ndrias
de figado carregadas com diferentes concentraclSes de
ca®t,

Nestes _experimentcs fol utilizado_o meio_bésicpm;,kna
auséncia de Mg?*te BSA, com adicdio de Pi 0,5 mM,

lasalocid-A 250 pmol/mg de proteina (linha tracejada)

ou na auséncia de lasalocid-A (linha continua) e

concentracdes variiveis de Ca2+(de 5 a 140 nmol de Ca2‘
/mg de proteina). Os experimentos foram iniciados pela

adigdo de proteina mitocondrial (lmg/ml) a 1ml de meio

‘de reacd@o. Apds 2 min foi adicionado vermelho de

ruténio (0,7 uM) e as velocidades de efluxo foram

determinadas com base na de calibracdo semelhante a
descrita na figura 5A mostrada em MATERIAL E METODOS.
Nos experimentos mostradeos na figura inserida foram
adicionados ATP 0,6 mM ,Mg 1,6 mM e BSA 0,05% e a
determinagio do Ca®'mitocondrial foi feita por
espectroscopia de absorgdo atbmica conforme descrito
em MATERIAL E METODOS. Os resultados mostrados na
figura inserida representam as médias de cinco
experimentos realizados com diferentes preparagdes
mitocondriais e o8 da figura maior o  mais
representativo de cinco experimentos realizados com
preparactes mitocondriais diferentes.
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2+

saturagdo é atingida em concentragles de cerca de 25 nmol de Ca

/mg de proteina, de acordo com WINGROVE e GUNTER (19B6a).
Todavia, em concentragfes acima de 70 nmol de Ca2+/mg de
proteina, as velocidades de efluxo aumentam bruscamente para
valores de até 10 nmol de Ca2+/mg de proteina, min, valores
~estes compativeis com um aumento da permeabilidade inespecifica
da membrana. A linha tracejada mostra um efeito inibitério do
lzzzlocid-A sobre o efluxo, que decresce entre 5 a 70 nmol de
Cﬁg?mg de proteina, estd ausente entre 70 a 110 nmol Ca2+/mg de
proteina e se torna bastante acentuado para valores acima de 110
nmol de Ca27mg de proteina. No grafico inserido na figura 7 s#o
mostradas as curvas de velocidade de efluxo de Caz+naﬂ presenga
de ATP + Mg2+no meio de reacgBo. Neste experimento, o Ca2+
mitocondrial foi determinado por espectroscopia de absorgéo
atfBmica. Verifica-se nesta figura Que, na auséncia do
antibidtico, um platd acentuado é estabelecido acima de 20 nmol
de Cazf semelhantemente ao obtido nas condigdes da figura maior.
Na presenga de lasalocid-A, o platd se apresenta menos acentuado
€ um pouco deslocadq para a direita, porém significativamente

mais nitido gue na figura maior.

LASALOCIDHA‘ESTIMULA A TROCA K+/H+ ATRAVES DA MEMBRANA INTERNA
MITOCONDRIAL |

Com o objetive de esclarecer se a iniﬂagéo do efluxeo de
Ca2+por lasalocid-A estéd relacionado a alteragdes causadas em um
ou ambos componentes do gradiente eletroguimico de prétons
QSuH+) realizamos experimentos para avaliar a atividade deste
antibiético como ionéforo catalisador da troca K+/ H (PRESSMAN,

o 2
1976) na faixa de concentragdo em que este inibe o efluxo de Ca ¥
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mitocondrial {(PEREIRA DA SILVA et alii, 1984). Isto deve ser
verificado uma vez que a troca de K+interno por H+ externo, em
mitocdndrias energizadas, colapsalpH, componente quimico de &qu
e como consequéncia aumenta o valor do componente elétrico { AY)
(NICHOLLS & AKERMA&, 1982). 0O esquema inserido na figura 8
\ﬁostra a troca de K+ externc por H* interno, na presenga de
nigericina ou de lasalocid-A em mitocOndrias desenergizadas. E
importante notar que nestas condigBes se di em sentido contrério
4 troca em mitocdndrias energizadas.

A figura 8 mostra que na faixa de concentragdio de 0,025
a 0,5 nmol de lasalocid-A/mg de proteina, este, analogamente a
nigericina, causou inchamento de mitocdndrias hepaticas nédo
energizadas suspensas em acetato de potéssio., Este inchamento
. mostrou ser dependente da concentragfo do antibidtico na faixa
- de concentragio estudada. O esquema inserido na figura 8 mostra
como se da a troca K+/H+ em meio contendo acetato de potéassio,
através da membrana interna mitécondrial. 0 actmulo de acetato
de potassio e &gua na matriz mitocondrial é o responsavel pelo

aumento do volume miteocondrial que pode ser verificado pela

....d..imin.giﬂgg‘o“..da.....abso.pb.éng.ia da.:.guspen.sgg...mi..t.@.c.gnﬁpial.,........... U

EFEITO DO LASALOCID-A SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA EM
MITOCONDRIAS DE FIGADO E CORAGAO

A troca K /H' catalisada por . lasalocid-A e o
consequente colapso deE pH _causoa. um  aumento do potencial de
membrana de aproximadamente 10mV tanto em mitocdndrias de figado
duanto de coragdo como pode ser visto nas figuras ¢ A e B. E
interessante notar que tanto na presenga do antibidtico (linha

tracejada) quante na sua auséncia (linha continua) a adig8o de



Figura 8- Efeito do lasalocid-A sobre o inchamento mitocondrial
0 meio utilizado continha acetato de potassio 100 mM,
oligomicina 1 pg/ml e rotenona 5 pM. Foram adicionados
0,5 mg de proteina mitocondrial a 2ml de meio. Os
experimentos foram iniciados pela adigdo 25, 62,5,
125, 250, 500 pmol do lasalocid-A ou O,5pg de
nigericina (Nig.)lmin apds as mitocSndrias, ou na
auséncia do antibidtico (C). O esquema inserido mostra
o mecanismo da troca de K /H em mitocdndrias
desenerglizadas,
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Figura 9 -Efeito do lasalocid-A sobre o potencial elétrico de
membrana de mitocondrias hepiticas e cardiacas.

Em .ambos .os  experimentos foi empregado o0 meio
basico-IT com adigSoc de TPP' 3 uM. Os experimentos
foram iniciados pela adigio de 1 mg de proteina
mitocondrial de coracioc (MCR), figura B, ou de figado
(MFR), figura A, a 1 ml de meio de reagdo. Nos locais
indicados nas figuras, foram adicionados 250 pmol de
lasalogid—A (linha tracejada) e posteriomente 20 nmol
de Ca . As linhas continuas representam 0s
experimentos na ausé&ncia do antibidtico. Nos
experimentos com mitocdndrias de coragdo o meio de
reagsio II, onde a concentragdo de KC1 ¢é maior, €
empregado devido a maior estabilidade destas

-

mitocbndrias neste meio.
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Ca2+ causou uma diminuig8o transitéria do potehcial de membrana
(AY); porém na presenca do inibidor Aw se mantém mais estével.
EFEITO DE LASALOCID-A SOBRE O EFLUXO DE C§+INDUZIDO POR VERMELHO
DE RUTENIO EM MITOCONDRIAS HEPATICAS E DE CORACAO

Os efeitos de lasalocid-A tanto na distribuigdo de Ca2+no
estado de equilibrio din8imico, guanto na velocidade de liberagéo
de Caz# induzida por vermelho de ruténio, sdo mostrados nas
figuras 10 A (mitoc8ndrias de corac8o) e B (mitoc8ndrias de
figado). Podemos observar que tanto em mitocdndrias de figado
quanto nas de coragfo a adigfoc do antibidbtico (linha tracejada)
diminuiu a concentragio de Cae+ extramitocondrial no _estado de
equilibrio dinfmico. A subsequente adig8o de vermelho de ruténio
a estas preparagfes causou uma liberacdo 1liquida do cation
devido a inibigaq do influxo eletroforético. Como esperado, as
velocidades de liberacio de Ca2+foram menores na presenga de

lasalocid-A, o gque explica a mudanga no nivel de tamponamento do

B tion. . no..estado. de. eguilibrio QinEmi e e e i

EFEITO DO LASALOCID-A SOBRE O EFLUXO DE Ca2+ sODIO-DEPENDENTE
EM MITOCONDRIAS DE CORACAO

A figura 11 mostra que gquando se adiciona vermelho dé
ruténio & suspensdo de mitocdndrias de coragBo, -apds
estabelecido o estado de equilibrio dindmico, ocorre um efluxo
de Ca2+lento; porém na presenga do lasalocid-A (linha tracejada)
este efluxo € inibido em aproximadamente 30%. Quando NaCl foi
adicionado, apdés vermelho de ruténio verificamos um acentuado

' 2+
estimuleo do efluxo passando de 1,2 nmol de - Ca /mg de -
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" induzido
por vermelho de ruténio em mitocdndrias hepaticas e
cardiacas, ’

Em ambos os experimentos foram usados % ml de meio
basico-II com adi¢8o de 20 nmol de Ca” e Pi 1 mM. Cs
experimentos foram iniciados pela adigio de (A) 1 mg
de. proteina mitocondrial de coragiio ou (B) 1 mg de
proteina mitocondrial de figado. Lasalocid-A foi
adicionado no local mostrado na figura, assim como
vermelho de ruténio 0,6 pgM. As linhas contfnuas
representam os experimentos controle e as tracejadas
representam presenga de 250 pmol de lasalocid A.
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Figura 11-Efeito de 1lasalocid A sobre o efluxo de Ca2+sédio

_—dependente em mitocdndrias de coragfo. . .

” QO_meiQm”empregadpm_nestemmexperimentommfgi_mmcwm méi§; m1: . 

bisico-II com a adigB0 de Pi 1mM e lasalocid-A 250
pmol (linha tracejgda). Os experimentos foram
iniciados pela adigB30 de 1 mg de proteina mitocondrial
de coragdo (MCR) a 1 ml de meio de reagdo. Em
intervalos de dois minutos, 0,6' uM de vermelho de
ruténio e NaCl 5 mM foram adiclonados aoc meio. O
tragado em 1linha continua representa auséncia 32
antibiético. Foram adicionados ao meio 20 nmol de Ca
antes das mitocbndrias.,
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2
proteina.min (na auséncia do lasalocid~A) para 15 nmol de Ca 7mg
de proteina .min. Verificamos que ~ este efluxo ({sbdio-
dependente) ndo é inibido pelo antibidtico.

2+

A INIBICAO DO EFLUXO DE Ca PELO LASALOCID-A E INDEPENDENTE DE

VARIAGAO EM ;A pH

Com base nos experimentos anteriores pode-se assumir,
como hipdétese, que o lasalocid-A inibe a troca 03272H+ em baixas
concentragdes de Qa2+ total, por causar a diminuigdo no valor de
ApH, através da membrana mitocondrial interna. Realizamos alguns
experimentos com o propésitg de testar esta hipbtese. Assim
testamos o efeito de diferentes concentragdes do antibiéticd
sobre as velocidades de efluxo de Caz+ s em condigles
experimentais nas quais wuma grande variagédo de /\pH foi
cbservada,

A figura 12 mostra gque o potencial de membrana, medido

por eietrodo seletivo de tetrafenilfosfénio, néo foi

2
completamente regenerado apds a adigido de 20 nmcl de Ca +/mg de

proteina, na presenga de NEM, o qual inibe o influxo paralelo de

fosfato e a consequente queda em ApH {NICHOLLS, 1978; HAWORT et
alii, 1980). Nestas condigSes experimentais, a adigdo de
concentracdes crescentes de lasalocid-A, causou a regeneracgéo de
Aw e a consequente diminuigdo de ApH, ‘devido a troca de K
internoc por H+ externo. Assumindo que - na presenga de
concenfragﬁes de lasalocid-A de 100 pmoles/ ﬁg de proteina, ou
seja; na maior concentragéoc empregada,ﬁgﬁi foi completamente
colapsado pela troca de K+interno por H+ externo, foi possivel
calcular ApH para diferentes concentrag¢fes do antibidtico, nas

condigdes da figura 12, pelo uso da equacgdo (1), mostrada na
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Figura 12-Variagdo em ApH e AY causadas pelo lasalqcid—A na

presenca de N-etilmaleimida (NEM) e Ca'ff“_ o

A 1ml de meioc basico-1 foram adicionados TPP 3 pM.
Os experimentos foram iniciados pela adig8o de 1
mg de proteina mitocondrial (MFR) ao meég, seguido das
adigles de 60 pM de NEM e 20 nmol de Ca em intervalos
de 1 min. Finalmente foram adicionados 0, 25, 50, 75,
100 pmol de lasalocid-A. Acima desta dltima
concentragdo de lasalocid-A ndo se verificou nenhuma
elevagdo de AY. Os valores de Ay foram calculados como
na curva de calibragfio mostrada em MATERIAL E METODOS,
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pagina 4. Os valores obtidos em cada concentragBo de lasalocid-A
s80 apresentados entre parenteses na frente dos respectivos
_tragados.
A figura 13 mostra que em presenga de acetato de potéssio
30 mM, ZS@ é quase que . totalmente regenerédo apbs a adig8o de
JEO nmoles de Ca2+ /mg de protefna, Nestas condigBes /J\pH &
pequeno e as mudangas causadas por lasalocid~A, tanto em leH
quanto em AP, séo.minimas.

Nas condigﬁeshexperimentais descritas nas figuras 12 e 13
foram deterfminadas as veloéidades de efluxo:de.Cgatinduzidas por
vermelho de ruté&nio.’

No grafico apresentado na figura 14 vemos que tanto sob
as condigdes da figura 12 ,ou seja, na presenca de NEM (tracgado
a) quanto nas da figura 13, na presenca de acetato (tragado ©b)
os valores maximo de inibig8o da liberagdo de Ca2+alcangado pelo
antibidtico, foram praticament¢ iguais nas duas condig8es (cerca
de 55% de inibig8o). Contudo, notamos que nas condigfes da
figura 13, em que tantofﬁpH guanto Aw praticamente néfo variaram

ot X L o~ 2+, .
a inibigdoc da liberacio de Ca foi,para as concentracgdes menores

EFEITO DA VARIAGAO DE Ay SOBRE A LIBERACAO DE Ca2+ MITOCONDRIAL

Com o objetivo de testar se o menor grau de inibig8o do .

2+
efluxo de Ca nas condigaes experimentais da figura 12, estava

associado ao abaixamento de A$, realizamos o085 experimentos
apresentados na figﬁra 15 A e B,

Mantendo ApH constante e em Valores pequenos, pela
presenga de acetato de potéassio medimos as Veloéidades de efluxo

2+ | . A s .
de Ca induzidas por vermelho de ruténio, em diferentes valores
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de potéassio.

A 1ml de meio melo basico-I foram adicionados acetato
de potassio 30 mM e .3 uM de TPP* 0 experimento foi
iniciado pela adigZo de 1 mg de proteina mitocondrial
{MFR); em intervalos de 1 2xixin foram adicionados,
sucessivamente, NEM 60 uM, Ca 20 pM e finalmente 100
pmol de lasalocid-A. Os valores dos potenciais foram

determinados como descrito em MATERIAL E METODOS.
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Figura 14-Efeito da concentragdoc de +1asalocid—A sobre a
velocidade de liberagfio de Ca . o4
Com auxilio de eletrodo seletivo de C N foram
determinadas as velocidades de efluxo de Ca induzidos
por vermelho de ruténio (V.R) nas mesmas condigles
experimentals descritas na Fig. 12 (tragado a) e na
Fig. 13 {(traggdo b). Para que se verificasse o efluxo
liquido de Ca , V.R 4 pM foi adicionado 2min. apds a
adigao de Ca , em ambos os experimentos. Em ambes oS
trag8dos os pontos representam médias de trés
experimentos, com preparacdes mitocondriais
diferentes.
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de AU. Isto foi possivel através da inibig8o progressiva da

oxidag8o de succinato por concentragdes crescentes de malonato.

A figura 15 A mostra a titulaglo de At com este inibidor da

desidrogenase succinica, e a figufa' 15 B as wvelocidades de
efluxo de Ca2+ noé diferentes valores de AJ, obtidos pela
‘titulagﬁo-com malonato, na auséncia (circulo vazio)e na,présenga
de 100 pmol de lasalocid-A (circulo cheio),.

Podemos observar que, em valores menores de Aﬁ, embora as
velocidédes de efluxo de Ca2+sejam maiores, a percentagem de
inibigdo pelo antiﬁiético diminui, sendo de 7% quando Ay & igual

a 152 mV e de 40% quando Ay é igual a 205 mV.

s

COMPORTAMENTO CINETICO DA INIBIGAO DO EFLUXO DE ca®t  INDUZIDO

POR LASALOCID-A

Na figura 16A s80 mostradas as retas obtidas quando
colocamos em um grafico o inverso da velocidade de efluxo em
fung8o da concentragdo de lasalocid-A (modelo de Pixon). 0 tipo

de intersecglo obtida pelo tragado das duas retas 1indica que

lasalocid-A inibe o efluxo de Ca2+induzido por vermelho de
ruténio por um processo competitiyo.

-EStes resultados sfdo confirmados guando cclocamos em um
grafico do tipo duplo reciproco, os dados obtidos no experimento
inserido na figuré 7. A partir_desteagréfico obtivemos um Vmax
de efluxo de 2,0 nmol de Caz?mg de proteing.min, Km = 13 nmol de
Céefmgude ﬁr@teina mitocondrial, na auséncia do antibidtico, e
Em= 62,5 nnmol de Ga27mg de proteina mitocondrial, na presencga do
antibiético. O valor da constante de inibig3o para 1asalokid—A

foi de 67 pmol de lasalocid-A/ mg de proteina mitocondrial.

WINGROVE e GUNTER (1986a) encontraram valores menores que 08

a4




de Ca mitocondrial.

A %+ml do meio basico I foram adicionados 20 nmol +de
Ca” , 20 mM de acetato de potéssio e 3 uM de TPP |,
Iniciamos os experimentos pela adigdo de 1 mg de
proteina mitocondrial. Um minuto e meio apbés foi
iniciada a titulag@oc do potencial pela adigdo de
malonato de maneira que sua concentrag8o final fosse
0,5, 0,7, 1,0, 1,2 e 1,5 mM (nos pontos indicados
pelas setas) Com o auxflio de eletrodo de TPP* foram
determinados os valores de potencial de membrana (A ¥)
nos patamares estabelecidos (A). As velocidades de
efluxo de Ca foram determinadas em cada um destes-
valores deA@, na presenga de 100 pmol e auséncia de
lasalocid-A, apds adigHo de V,R., 2 pM e os resultados
obtidos estdo apresentados B. Em (B) os pontos obtidos
representam as médias de trés experimentos  com
preparacgdes mitocondriais diferentes. )
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2+

Figura 16-Comportamento cinético da inibicdo do efluxo de Ca” =

poer lasalocid-A. ,
Nas condigdes expsgimentais descritas na Fig. 13, (a)
na preseng¢a de Ca contaminante (10 M) e (b) com
adigdo de mais 10 nmol de caltconcentracio final de Ca*
20 M) com concentracdes varidveis de lasalocid--A2+
foram determinadas as velocidades de efluxo de Ca
induzidas por vermelho de rut€nio (4 uM). O inverso
das velocidades (1/V) foram colocadas em grafico em
fun¢fo da concentrag¢fio de lasalocid-A empregada (Fig.
A). A figura B mostra o grafico de duplo reciproco

. feito a partir dos dados do grafico inserido na Fig,
7, os circulos vazios correspondem aoc experimento na
presenga de 250 pmol de lasalocid-A e os circulos
cheios na auséncia do antibidtico.
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apresentados aqui sendo Vmax= 1,2 nmol de Ca2+/mg de proteina.
min e Xm 8,4 nmol/mg proteina, contudo estes autores
desenvolveram um procedimento no qual a mitocﬁndrié.é depletada
de Ca2+ endbégeno., Eles acreditam que mitocSndrias depletadas de
$a2+sﬁo mais resistentes & permeabilidade induzida por ¢32+ .
- Nossos experimentos, pelo contréario, sdo reéalizados em

- 2+
concentragdes maiores de Ca .

EFEITO DE LASALOCID-A SOBRE A RETENGAO DE Ca2+ NA MATRIZ DE
MITOCONDRIAS HEPATICAS NA PRESENGA DE AGENTES LIBERADORES Do
CATION

As figuras 17 A e B mostram o efeito de lasalocid~A sobre
a retengdo de Ca2+ por mitocbndrias quando estas s&o submetidas
34 presenca de altas concentragSes de fosfato (A) e t-butil
hidroperéxido (B)}. Os hidroperdxidos induzem liberagdo de Ca2+de
mitocdndrias intactas por um mecanismo controlado pela razdo
entre os nucleotideos de piridina oxidados e reduzidos (VERCESI

et alii; 1978; LOTSCHER -et alii, ~1980; - HOFSTETTER ~-et alii,

3

1981). A diamida também induz liberagio de Ca“ mitocondrial
(dado nd3o mostrado) por ser um oxidgnte de grupos SH de
membranas e de nuCledtideos de piridina (XKURANTSI-MILLS &
LESSIN, 1881; RIZZUTO et alii, 1987b). Nada se conhece sobre o
mecanismo molecular de liberagéo de Ca2+induzido por fosfato,
porém, fortes evidéncias indicam que todos estes agentes na
presencga de Ca2+ induzem aumento inespecifico da permeabilidade
da membrana mitocondrial (PFEIFFER et alii, 1979; VERCESI et
alii, 1988).

Verificamos que na presenga do antibidtico (linhas

— 2+ ”
tracejadas) a reteng8o de Ca na presenga destes agentes, ¢
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‘Figura 17-Efeitos de lasalocid-A sobre a retengfo de Ca na

matriz de mitoc8ndrias hepiticas incubadas na presenga

de agentes liberadores do ion. 54 '
A 1 ml de meio baAsico-I (na aus Qcia de BSA e Mg )

foram adicionados 80 nmol de Ca e 100 uM de t-butil

hidroperdéxido (t- But-0O0H) (A) ou Pi 3 mM (B). A linha

pontilhada representa o experimento controle (na

auséncia de lasalocid-A e de agentes liberadores)

enquanto a tracejada, a presenga de 250 pmol de

lasalocid~A e agentes liberadores e a linha continua,

presenga apenas dos agentes liberadores, no meio de
reagdo. experimentos foram iniciados pela adig8o de 1

mg de proteina mitocondrial (MFR) ao meio de reacgfo.

A linha pontilhada representa auséncia de lasaloci-A e
t-But~0O0H.
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maior que na sua auséncia (linha cheia}). O0s resultados na
presencga de diamida (dados ndo mostrados) s8oc similares aos

observados em presenga de t-butil hidroperéxido.

EFEITO DE LASALOCID-A SOBRE- A MANUTENGAO DO POTENCIAL DE
 MEMBRANA AY) DE MITOCONDRIAS HEPATICAS NA PRESENCA DE AGENTES

LIBERADORES DE Ca®®

Nas figuras 18 A e B s8c mostrados os tragados de
potencial de membrana, obtidos com o auxilio de eletrodo
seletivo de tetrafenilfosfénio, em condigdes experimentais
semelhantes &4s dos experimentos da figura 17.

Como podemos observar, na presenga de fosfato o potencial

de membrena decresce progressivamente na auséncia de lasalocid-A

(1inha cheia), contudo, na sua presenca (linha tracejada) a

'retengao de um alto potencial de membrana € mantido por um maior

periodo de tempo. Verificamos efeito semelhante na presenga de -
diamida (dado n3b mostrado) ou de t-butil hidroperdxido, que

causam , na auséncia do antibidético um répido decréscimo no

CPOTENCTAT AE MEMBIANA, .

¢ - 2
POSSIVEL COMPLEXACAOC DE Ca * POR LASALOCID-A

Alguns trabalhos t&€m mostrado que o antibidtico
lasalocid-A formé .céﬁplexos com cétions mono e divalentes
(PRESSMAN, 1976; HENDERSON, 1971; DEGANI & FRIEDMAN, 1974) e que
estes complexos ééo estabilizados pelgldimimuigéo da polaridade
do meio no qual os mesmos se encontram (DEGANI & FRIEDMAN,
1974). O antibidtico lasalocid-A apresenta, gracas &as suas

caracteristicas estruturais, a propriedade de fluorescéncia
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Figura 18-Efeito de lasalocid-A sobre a manutengao do potencial

elétrico de membrana ( ¥) de mitocandgias hepédticas na
presenga de agentes liberadores de Ca . : o4

A 1ml de meio bésico~I (na auséncin de BSA e Mg~ ")
foram adicionado 60 nmol de Ca s TPP 3uM,
lasalocid-A 250 pmol e 100 pM de t-butil hidroperdéxido
(A) ouPi 0,2mM (B) e a seguir 1mg de proteina
mitocondrial. A linha tracejada representa a presenga
de lasalocid-A e agentes 1liberadores e a continua,
apenas agentes liberadores. A linha pontilhada represe

o controle { ausénecia de lasalocid-A e de t-But-00H).
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Figura 19-Efeito de diferentes concentragles de Ca2+ sobre o
- espectro de fluorescéncia de lasalocid-A
O espectro de emiss8o de fluorescéncia do lasalocid-A
5 uM em etanol 98% foi obtido com comprimento de onda
de excitacgdo de 295 nm. Os espectros foram obtidos na
presenga de (a) 84 (b) 50, (c¢) 100, (d) 150, (e) 200 e
(f) 300 uM de Ca .
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quando excitado em comprimento de onda adequado. Contudo, quando
este encontra-se comglexado a um cation, a intensidade de

fluorescéncia dimimui (DEGANI & FRIEDMAN, 1974).

A Fig. 19 mostra a dimimuigdo da intensidade de
‘emiss&8o de fluoréscencia, pelo antibidtico excitado em 295 nm, a
medida que aumenta a concentracgio de Ca2+adicionado 4 solugdo do

antibidtico em etanocl.
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DISCUSSAO

Embora haja consenso no que se refere ao mecanismo de
captag8o de Ca2+por mitocﬁndrias de vertebrados, os mecanismos e
‘o controle das viés de efluxo ainda nédo s8o bem compreendidos.
Enquanto o transporte eletroforético parece ser a tnica via de
influxo de Ca2+ nestas mitoc8ndrias, a safda do cation pode
ocorrer através de diferentes vias. Estas apresentam
importéincias relativas diferentes dependendo do tecido de origem
e da quantidade de Ca2+ com a qual a mitocdndria tenha sido
carregada (NICHOLLS & AKERMAN, 1982 ). Além disto ha uma série
de agentes e condig¢8es que s8o determinantes da retengdo ou
gliberagéo de Ca2+ pelas mitocdndrias (VERCESI et alii, 1978a b;
”NICQQLLS_&_EKERMAN,”1982)f”Neste trabalho estudamos ¢ efeito de
lasalocid-~A sobre o efluxo de Cae* em mitocBndrias de figado e
coragio em algumas destas condigdSes e acreditamos que 08

resultados obtidos trazem algumas informagles relevantes

liberagido de Ca2+ mitocondrial deveria ser dividida em trés
partes, se considerarmos a amplitude do carregamento de ' Ca

imposto &as mitocbndrias. Com base nos diferentes efeitos
obsgrvados em fung8o das concentragles de Ca2+ empregadas,
consideraremos como niveis intermediirios de Ca2+uma faixa entre
70 e 110 nmol de Ca27mg defproteina mitocondrial. Nesta faixa de
concentragdo, lasalocid-A estimula levemente ¢ efluxo do ion.
Assim, consideraremos como baixo ou alto os niveis inferiores ou

superiores ao intermediério, respectivamente. Nestas 1dltimas
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2
condig¢des, o lasalocid-A causou inibig8o do efluxo de Ca +,

embora por mecanismos claramente distintos em cada condi¢ao. Nas
condigfes de baixoe carregamento, o efeito inibitério do -
lasalocid~A parece ser devido &4 sua interag8oc direta com o
translocador responsavel pelo efluxo do cation. Em altos niveis
do cAtion, a inibigdo poderia ser causada pela prevengal da
abertura de poros induzidos por Ca°'na membrana (Al-NASER &
CROMPTON, 1986 a e b; HAYAT & CROMPTON, 1987; CROMPTON et alii,
1988), pelo lasalocid-A. De fato a manutengfio do potencial
elétrico de -membrana, nestas condi¢8es, apoiam este tipo de
interpretagio.

Deve ser- mencionado também que observamos uma variacgéo
significativa nos 1limites destes intervalos em fungdo das
diferentes preparac¢fes mitocondriais e da composicéo dbs meios
de incubacgio (resultados ndo mostrados). Esta (ltima observacéo
estd de acordo com outros dados da literatura indicando que
diferentes preparag¢fes mitocondriais, incubadas em condigdes
idénticas, ou uma mesma preparagdo, incubada em melios de

ccmposi@ges quimicas diferentes, apresentam respostas distintas

"
-

2 uma mesma concentragdo de Ca2 (NICHOLLS & EKERMAN, 1882;
PFEIFFER et alii, 1979; RIZZUTO et alii, 1987b) .Acredita-se que
estas variagles de respostas mitocondriais ao Ca2+dependem de
varios fatores,entre eles: conteiido de nucleotideos de adenina e
de Mgagndégenos (NICHOLLS & BRAND, 1980; NICHOLLS & SCOTT, 1980;
PALMER & PFEIFFER, 1981; ZOCCARATO et alii, 1981), estado de
oxido- redugfio dos nucleotidecs de piridina (LEHNINGER et alii,
1978a; PALMER & PFEIFFER, 1981), contelido de glutationa reduzida
(ORRENIUS et alii, 1983; BEAfRICE et alii, 1984) e atividades

das enzimas mitocondriais fosfolipase A2 (PFEIFFER et alii,
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1979) e NAD-glicohidrolase (MOSER et alii, 1983).

Os dados obtidos a partir do estudo c¢inético, indicam que
o lasalocid A, em baixos niveis de Ca2+, inibe competitivamente
a liberagio de Ca2+ Na+—inde9endente em mitécﬁndrias de figado.
Isto favorece a interpretacgfo de que had uma interagfo direta do

2 ,
antibidtico e o carreador do efluxo de Ca + e sustenta os

resultados que descartam um mecanismo indireto dependente das

alteracgles em ApH e/ou A$.

A diferenga de comportamento da inibigdo do efluxo por
Lasalocid-A (Fig. 7), dependente da presenga ou ndo de ATP e
MgCl no meio de incubag3o, pode estar relacionada a um possivel
efeito duplo do antibidtico como serd discutido adiante., Uma
outra diferencga observada, refere-se ao efeito de concentragles
crescentes do antibidético em mitocdndrias carregadas com baixo
Ca2+em presenca ou ndo de altas concentragdes de acetato, o gqual
colapsa o componenté quinmico (/A\pH} do potencial eletroquimico de
prétons. Como fol observado na Fig. 14 e em outros experimentos

nio mostrados, em altas concentragdes de lasalocid-A, a inibigdo

méxima alcancada na presenga de acetato (Fig. 14 tragado b) ou

na auséncia do &nion permeante (Fig. 14 tragado a)  sdo
praticamente iguais , Este fato é indicativo de que a inibigao
do efluxo de Ca’'Na'- independente nio & secundaria & diminuiglo
em ApH. Contudo, o© menor grau de inibig8o observado na auséncia
de acetato, em baixas concentragdes de lasalocid-A, pode ser
explicada pelo menos em parte, em fungio dé diferengas em Aﬁ.

Com respeito a relagdo entre Aw e a distribuigdo de Ca2+
através da membrana mitoc8ndrial interna, uma série de estudos
(ROTTENBﬁRG & SCARPA, 1974; PUSKIN et alii, 1976; POZAN et alii,
1977; NICHOLLS, 1978) indicam que em Ay superiores a 130 mV, a

2+ . e s s
distribigéo de Ca nido esta em equilibric com o© potencial de




membrana. Todavia, outros autores mostram que alguns fatores,
como condigdes experimentals diferentes, podem causar
modificag8es nesta distribuigéo (BERNARDI et alii, 1983). Nas
nossas condigdes experimentais, observamos que as velocidades de
efluxo de Caainduzidas por vermelho de ruténio aumenta levemente
4 medida que13$ diminui de 200 a 150 mv (Fig, 15). Estes
resultados certamente explicam o menor grau de inibigdo do
efluxo de Ca2+ em N inferiores, condic¢8es nas gquais parte do
efluxo de Caz* ocorre, presumivelmente, pelo reverso da via de
influxo, a qual nido estd sujeita & 1inibig8o por _lasalocid-A
(PERETIRA DA SILVA .etialii, 1984). Esta hipdtese é confirmada pelo
experimento: da Fig.15, em 'que ¢é mostrado que quando Af &
diminuido pelo uso de malonato, a percentagem de 1inibigdo do
efluxo de Cag+ pelo antibidtico, também diminui. Nesta figura é
mostrada uma inibig¢do do efluxo de Ca2+ de aproximadamente 40%
" guando Ay é igual a 200 mV, e de apenas 7%'quand0'o'vaior de AQ é°
152 mV,

A similaridade entre os efeitos do 1lasalocid~-A sobre as

2+ +
velocidades de liberagdo de Ca Na -independente, em mitocdn-

2+ -+ - .Y 2 4 T
Ca Na -dependente em mitocdndrias de coragido apolam as propos-—

tas (RIZZUTO et alii, 1987a; WINGROVE & GUNTER, 1986a) de que as
vias de efluxo Na+ ~-dependente e independente s&o .entidades
distintas e que em mitocdndrias de coragdc o efluxo Na+
~independente ndc representa um componente residual da via Na+
~dependente.

Em relagdo ao estimulo do efluxo de Ca2+ induzido por
lasalocid-A, em niveis intermediérios de Cé2+, devemos recordar

os resultados de LIN e KUN (1973a) mostrando que este

antibidético na faixa de concentra¢idoc usada neste trabalho, causa
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dissociagdo de Mgg*ligado 4 membrana, se ATP + Mg2+n§o estiverem
presentes no meio de incubag8o. Outros estudos t&m mostrado,
também, que a pefda de Mg2+ ligado & membrana estd associada ao
aumento na permeabilidade da mesma ao Ca2+(KUN et alll, 1969;
BINNET & VOLFIN, 197%; HOSER et alii, 1976; COELHO & VERCESI,
1980}, Por esta razdo, acreditamos que o aumento nas velocidades
de liberagdo do cation nesta faixa de concentragdo, estAd na
verdade, relacionado ao aumento na permeabilidade da membrana
causada pela perda de Mg2+ estrutural induzido por Ca2+ {KUN et
alii, 1969; BINNET & VOLFIN, 1975; HOSER et alii, 1976) e que

este efeito é potencializado por lasalocid-A, Esta

efeitos de lasalocid-A, em mitocdndrias carregadas com Dbaixos
niveis de Cazf na presenga ou auséncia de ATP+Mg2+. Na auséncia
de ATP+Mg2f condigdes em que lasalocid-A promove dissociagdo
'dé”Mgziligédo 5 membrana (LIN &”KUN;'197§é};mamliﬁéfa§§d a4 ca2+
por uma via insensivel ao antibidético estaria estimulada. Isto
faz com que a extensdo do platd da curva tracejada da Fig.7

(lasalocid-A presente) seja diminuido deslocando-a para a

presenga de lasalocid-A se iguala e posteriormente supera a
velocidade observada na auséncia do antibidtico. Isto nfo ocorre
na presenca de ATP + Mggf condigbes em que a dissociagio de
Mg2+ estrutural da membrana, por lasalocid-A é prevenida (LIN &

KUN, 1973). Nestas condigdes as caracteristicas de
permeabilidade da membrana n&o s8o alteradas pelo antibidtico e
o efluxo de Ca2+ Na+—independente & mediado e portanto sensivel
ac lasalocid-A. E importante enfatizar que es%e estimulo do
efluxo de‘Ca2+ pelo lasalocid-A, em uma faixa intermediéria de

concentragdo do ion, fol reproduzido em uma série de preparacgdes
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de mitoe8Sndrias de figado de rato.

52 estas interpretagles s8o corretas, poder-se-ia, entdo,
concluir que o carregamento limite de Caa+, noe qual ocorre a
transigé@o de um procésse puramente mediado para um processo
misto de efluxo mediado e nio mediado, depende da manutengédo ou
néoc de uma quantidade determinada de Mga+ ligada & membrana.
Portanto, os varios agentes ou condigles que promovem ou
previnem uma dissociagdo do Mg2+ da membrana, deve mudar os
limites de carregamento de Ca2+que causam esta transigio de
permeabilidade para valores inferiores ou superiores,
respectivamente., Contude, os experimentos realizados com
" mitocbndrias carregadas com altos niveis de Ca2+, indicam que
ocutras alteragdes na estrutura da membrana, as quais podem ser
prevenidas por lasalocid-A, devem sér responsaveis . por
velocidades maiores de 1liberagdo de Ca2+, como pode ser
verificado nos experimentos da figura 7. Nesta faixa de
céncentragﬁo de Ca2+as velocidades de liberac3o do me smo
aumentam drasticamente com o aumento da concentrag8io do cAtion,

na asus8necia . de. lasaloci d-A, Lenguanto. .gue na. sua presencga, este

intenso aumento é bloqueado. Esta propriedade do lasalocid-A,
favorece a reteng8o de Ca2+, pela mitocdndria, mesmo na presenga
agentes liberadores tais como fosfato, e oxidantes de
nucleotideos de piridina e de grupos tidlicos de membrana,
Sabe-se que os anestésicos locais apresentam a habilidade de
deslocar Ca2+ligado a membranas biolbgicas, devido a sua
propriedade de inserir-se entre dois ponfos de ligagdo do cation
na superficie da membrana, aumentando desta forma a dist@ncia de
ligacdo entre o Ca2+e o ligante (LOW et alii, 19?8). Segundo
estes autores a modulaggo de fungdes biolégicas pelo

2+ . .
deslocamento de Ca induzidas por anestésicos locals, poderia



scorrer por um dos dois processos descritos a seguir:(i)- a
ligag¢Ba do Ca2+ a um sitio especifico da membrana poderia ser um
requerimento funcional para um processo biolégico,A entdo, séu
deslocamento levaria & interrup¢8io do processo; {(ii)- a elevagio
dos niveis do Ca2+livre (deslocado) poderia levar & saturagéo de
certos sitios de ligac@o de Cs.2+ que deveriam permanecer
desocupados nas condigdes fisiolébgicas.,

Em trabalho recente _destewhlaboratério s&o mostradas
evidéncias de que ¢ processo de permeabilizacdco da membrana
mitocondrial por Ca2+ mals agentes liberadores do cétion, &
‘dependente da ligac8o do mesmo a sitios localizados na face
interna da membrana e que os anestésicos Zocais'prgéégém contra
estes efeitos (VERCESI et alii, 1988). Com base nos efeitos
causados pelos anestésicos 1locais e por analogia com a
propriedade do lasalocid-A em dissocizr MgZTKUN & LIN, 1973a), e
possivelmente Caaj da membrana mitécgﬁgrial, nés ﬁfépéhés que . ©
lasalocid-A fa&orece a retengdo do cation no interior de
mitocSndrias de figado por prbmover o deslocamente do mesmo de

sitios de ligacgdo relacionados a permeabilizagdo da membrana. De

AR e éX;)é'I_"i'r?iéritdS' CdE T FigUrA "1_6:' A6 B indicam  que 6

lasalocid-A também compete com Ca por sitios de ligacdo
associados ao mecanismo de seu efluxo mediado.

£ importante mencionar que as baixas concentragdes de
lasalocid-A empregados nestes experimentos n8o s8o suficientes
para explicar o mecanismo de inbigfo do efluxo de Ca2+em fungdo
da diminuig8o da forma livre do cation, devido a sua complexagio

com lasalocid-A.
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RESUMO

Em trabalho anterior, PEREIRA DA SILVA et alii (1984),
spresentaram evidéncias de que lasalocid-~A, em concentragdes
bastante abaixo da necessiria para agir como ionéforo de Ca2+ '
inibe o efluxc do mesmo em mitocbndrias de figado. No presente
trabalho, estudamos o mecanismo desta inibi¢do em mitocdndrias
de figado e de coragdo. Primeiramente, observamos que
lasalocid-A, na faixa de concentragdo usada nestes experimentos
(0-250 nM), promove a troca eletroneutra de K+ por H+ através da
membrana interna mitocondrial e como consequéncia pode causar
alteracBes importantes nos valores de ApH e By (os componentes
quimico e elétrico do potencial eletroquimico de prétons (AwHT).
0 efeito indireto destas alteracBes na inibigd3o da liberagdo de
Ca2+ mitocondrial foi descartado pelos nosscos experimentos nos
quais sHo mostrados tréé padrdes do efeito de lasalocid-A,
dependendo do carregamento de Ca2+ mitocondrial. Em baixo
carregamento de Ca2+ (5~70 nmol de Ca2+ /mg de proteina), sob

" 2+ .
condigdes experimentais nas quais a liberagdo de Ca é-

2+ .+
supostamente mediada por um anliporier Ca /2H 68 Tdados

cinéticos, indicam que lasalocid-A inibe o efluxo do cation por
um mecanismo bompetitivo. A troca Ca2+/2Na2+, a via dominante
para o efiuxo de Ca2+em mitocéndrias de coragdoc, ndo fol afetada
por lasalocid-A. Em carregamento intermedidrioc de Caa+ (70~110
nmol de Ca2+/mg de proteina), lasalocid-A estiﬁhla levemente a
liberagdio de Ca2+. Esté efeito parece estar relacionado a um
aumento da permeabilidade da membrana causada pelo deslocamento
de uma quan%idade determinada de Mg2+ estrutural ligadeo a
membrana. Finalmente, em alto carregamento de Ca2+ (110-140

24
nmol de Ca /mg de proteina), lasalocid-A aumentou a habilidade
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de retengdo de Ca2+ pela mitocbndria, mesmo na presenga de
agentes liberadores de Caz+ , tais como fosfato e agentes

oxidantes de nucleotideos de piridina mitocondriais. A

] manutengio de valores altos de potencial de membrana nestas

condigBes, podem sugerir que lasalocid~-A &€ um potente inibidor

da abertura de “poros'" induzidcs na membrana pelo cation.
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SUMMARY

A previous communication - (PERﬁiﬁA. DA SILVA et
alii,1984)presented evidence that lasalocid-A, at concentrations
far below those required to act as Ca2+iencphore, significantly
inhibited Caa*efflux from liver mitochondria. In the present
work we have studied the mechanism of this inhibition in liver
and neart mitochondria,. Firstly it was observed that
lasalocid-A, in the range of concentration used in these
experiments (0-25C nM), promotes the eleectroneutral exchange of
K+ for H+ across thé inner mitochondrial membrane and as a
consequence can cause important alterations in the values of ApH
and L (chemical and electrical components, respectively, of the
alectrochemical membrane potential (&wﬁ+)). The indirect effect
of those alterations in the inhibition of mitochondrial Ca2+
release was ruled out by our experiments which have shoﬁn three
patterns of lasalocid-A effect, depending on the size of
the mitochondrial Caeioad. At low Caa+loads (5-70 nmol Ca2+/mg

24
protein), under experimental condltlons in which Ca release 1is

supposed to be medlated by a Ca /2H antlporter; the klnetlc ‘data

_indicated that lasalocid-A inh;bits the efflux of the cation by
competitive mechanism. The Ca2+/2Na+ antiporter, the dominant
pathway for Ca2+eff1ux from heart mitochondria, was not affected
by lasalocid-A. At intermediate Ca’loads (70-110 nmol Ca° " /mg
protein), lasalocid-A slightly stimulates Ca2+release. This
effect appears to be due to an increase in membrane permeability
caused by the displacement of _a pool of structural membrane
bound Méa. Finally, at high Ca2+loads (116-140 nmol Ca2+/mg
protein) lasalocid-A, enhances the ability of Cag+retention by

. . : . 2+
iiver mitochondria even in presence of Ca releasing agents such
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as phosphate and oxidants of the mitochondrial pyridine
nucleotides. The maintenance of a high membrane potentiall under
these conditions may suggest that lasalociééA is a potent
inhibitor of "pore" opening induced in the membrane by the

cation.
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