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RESUMO

Neste trabalho, apresentamos ev:Ldencias experimentais

suficientes para propor o envolvimento direto do carreador
ADP/ATP no processo de abertura do roro dependente de Cg2+,

responsavel pelo fendmeno de transic8o de permeabilidade da

membrana mitocondrial interna. Comparando a protegdo
conferida pelo ADP -~ substratoc do carreador ADP/ATP,
ditiotreitol - redutor de grupamentos sulfidrila e butil
hidroxitolueno - seguestrador de radicais livres, mostramos

gue o ADP sempre foli o mais efetivo contra o dano
mitocondrial. gquando presente no meio de reagioc desde o
inicio. Esta protegio conferida pelo ADP parece ser contra
os efeitos especificos do Caz+ sobre a membrana,
independente do agente liberador utilizado ser um oxidante
ou foefato inorgénico. Esses resultados descartaram a
possibilidade de wum ataque de radicais de oxigénio aos
lipideoe ou proteinas da membrana como o evento priméario que

dispara a permeabilizacBoc mitocondrial.

@uando pré-incubamos mitocdndrias desenergizadas com
CaZ2+, mostramos uma diminuicBoc no contetdo de translocases
ativas na membrana, sensivel a pregenga de ciclosporina A.
Estes dados indicaram um envolvimento direto do carreador
ADP/ATP mna abertura do poro dependente de CaZ+. Nossos
resultados descartaram também a oxidac8o de grupos tiédlicos

desta proteina como a responsavel por sua inativacgio.

[ d



Nos experimentos com particylas sub-mitocondriais,
demonstramos pela primeira vez a abertura do poro dependente
de CaZ+, sensivel & ciclosporina A +também na membrana
invertida das particulas, o que descarta definitivamente &
interag@io da ciclofilina com o carreador ADP/ATP como o
mecanismo responsdvel pela abertura do poro dependente de
CaZ+. Esses experimentos também forneceram evidéncias da
existéncia de dois sitios de 1ligag3o para Ca2+ nsa membrans,

com efeitos opostos sobre sus abertura.

Os resultados apresentados neste trabalho., no seu
conjuntc., nos permitiram apresentar a nossa hipbtese pare o
mecanismo molecular de abertura do poro dependente de CaZ+,
modulado pelo carreador ADP/ATP. Sugerimos que a ligagds do
Ca®+ ao carreador, quando este estd no estado conformacional
‘¢ induz a dissociagio da estrutura dimérica funcional
desta proteina, transformandc gradativamente o préprio

carreador ADP/ATP no poro dependente de Ca2+.

Palavras Chave:

transicdo de permeabilidade, poro dependente de CaZ+,
carreador ADP/ATP. ciclosporina A, permeabilizacBo ds

membrana mitocondrial internsa.



ABSIRACT

In this work we presented sufficient experimental
evidences to propose the direct involvement of the ADP/ATP
carrier in the permeabilization processes of the inner
mitochondrial membrane. Comparing the protection conferred
by ADP -~ a subtrate of the ADP/ATP carrier., dithiothreitol -
a disulfide reductant and butylhydroperoxide - a radical
scavenger, it was found that ADP was always the most
effective against the mitochondrial damage, when present in
the incubation medium from the beginning. Our results also
indicate that the protection of ADP is against the specific
CaZ+ effect in the membrane, independently an pyridine
nucleotide oxidant - t-butylhydroperoxide or inorganic
phosphate were used and discard the possibility of an attack
of oxygen radicals on 1lipids or proteins of the
mitochondrial membrane as the primary event that triggers
the permesability transitionm of the inner mitochondrial

membrane.

Experiments where deenergized wmitochondria were
praincubated with Ca?+ ghowed a decrease on the content of
active ADP/ATP carrier, indicating a direct involvement of
this protein in the formation of an unespecifiec Ca2Z+-
dependent pore. They also discard the -SH oxidation as a
cause of the carrier Jinactivation. Our experiments with
submitochondrial particles provide good evidence for the

existence of two binding sites for Ca®+ in the mitochondrial



membrane . These results also discard ecyclophilin as mediator

of the pore opening.

Key Words

permeability transition, pore CaZ2+-dependent, ADP/ATP

carrier, cyclosporin A, mitochondrial inner membrane.



INTRODUCxQ

HOMEOSTASE DO CaZ+ CELULAR - SISTEMAS DE TRANSPORTE
ENVOLVIDOS

A demonstragio de que variaedes na concentrac8o de Caz+
citesblico livre ({Ca2+]1i) s8o imprescindiveis na regulaclo
de varios ©processos celulares fundamentais {contracio
muscular., secreclo e glicogenélise, entre cutros) evidenciou
a importéncia do Ca2?* como segundo mensageire no mecanismo
de sinalizac8c celular. Em condigbes de repouso  sua
concentrac8c no citosol é sempre mantida muito baixa {cerca
de 100nM) guando comparada & existente no liguido
extracelular (da ordem de mM). Assim, toda vez gue a [Ca®+7s
aumentsa em respogta a horménios= ou outros fatores
extrinsicos. acontece algum tipo de resposta intracelulsar
(Murphy et 81ii1,1880; Rasmussen & Waisman,1883;: Williams et
alii,1886; Carafoli,1887; Cobboold & Rink,1887; Duddy et
alii, 1989; Kawanishi et alii,1989).

A figura 1 mostra gue a manutengiic deste gradiente
entre o8 compartimentos intra e extracelulares envolve
sistemas de transporte de TaZz2+ principalmente através da
membrana plasmética, a qual, uma vez cessado o estimulo,
possui mecanlismos bastante senslveis para remover
rapidamente o CaZ+ que entrou {Rega, 1885; Hosey &
Lazdunski,1988) e da membrana do reticulo endoplasmatico,
principal responsavel pelo sequestrc do Ca=+ .intracelular

(Sekar & Hokin,1986; Berridge & Irvine,1889; Gill et



8131,18889). Além desses, as células também possuem um
sistema de transporte de CaZ+ mitocondrial, gque parece estar

relacionadoc principalmente

al Ca i
i
B) ca™ A
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Figura 1. Principais sistemas de transporte de Ca’* envolwvi-
dos na manutengfic de sua homeostase. MP - Membrana
plasmitice: a) difuszo passiva, b) canal sensivel
& voltagem, ¢) Ca™-ATFase, d) trocader Ne'/Ca™(sua
diregic depende do balango termodinBmico entre os
gradientes eletroguimicos de Na+ e Cr' e pode ve-
riar de acordo com O3 tecidos ou condigBes)., RE -
Reticulo endoplasméticoe: ) Ca™/ATPase, £} etiuxe
ativado por segunde mensageiro. MMI - Membrana mi-
tocondrial interna: g) transportador eletroforéeti-
¢c, h) trocador Nav/Ca'. Ce.X - Cs' ligado a pro-
teinas. (C&“Ji - Concentraglc de Ca' livre ne eci-
tosel,

com a ativagsio do metabolismo oxidativo (Hansford,iS85:
Unitt et alii,1889; McCormack et alii,1S880). Convém
ressaltar que. em alguns casos ha a necessidade da formagio
de um complexo entre o Ca®+ ¢ uma classe especial de
rroteinas de baixo peso molecular para se obter a resposta
desejada. Desta ligac83o ocorre a exposicBo de sitios
hidrofébicos que facilitam a interacfio do complexc com

enzimas moduladas por estea sistema. Troponina C.



parvalbumina e calmodulina s8o exemplos destas proteinas gue
ligam CaZ2+ com alta afinidade (Klee & Vanaman,198Z; Means &

Kasmussen, 1588).

Recentemente caracterizou-se a existéncia de um
gradiente de concentragdo de Ca2+ entre © nicleo e o
citoplasma., sugerindo a existéncia de um sistema de
transporte também na membrana nuclear. Este Bistema parece
operar com a concentragdo de Ca2* normalmente presente no
citosol de células de mamiferos, gasta ATP e pode ser
regulado pela calmodulina (Nicotera et alii,1983; Hernandez-

Cruz et alii,18s0).

Todos estes sistemas de transporte de CaZ+ diferem
tanto na afinidade quanto na capacidade de transporte e
eventualmente na sua import&ncia na manutencio de estados
fisiolbgicos ou patoldgicos nas células. Na verdade, também
tem sido amplamente demonstradoc que guando ocorrem danos em
algumas destas membranas envolvidas na manutencdc da
homeostase do Ca®* hé& o conseguente aumento na concentracio
age Ca%2* no citoscl. Este aumento., se mantido por um longo
periodo de tempo, pode induzir a Tformeglo de npumerosas
evaginagdbes na membrana dag células além de ativar enzimas
catabdlicas dependentes de <CaZ+, tails como Tfosfolipases.
endonucleases e proteases (LeMasters et alii,1o87;
Bond,1988; Trump & Berezesky,188%9; Orrenius et wmlii,1989).

Esta ac8o conjunta pode levar a morie celular, conforme

sumarizado na figura 2.
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Figura 2. Papel hipotétice de ag3o do Ca® no mecanismo de da

no ceilular letal.

SISTEMA DE TRANSPORTE DE Ca2+ MITOCONDRIAL

Uma das fungies do aumento fisiolégico do ion Caz—+
(0,5-2,0uM) no citosol &€ sinalizar a necessidade do aumento
na producdco de ATP pelas células. Isto ocorre apés o CaZ~+
ser captado pelas mitocdndriae que, a0 contréric das
membranas Plasmatica e do reticule, ndoc possui ATPase
transportadora. A membrana mitocondrial interna possui um
sistema de transporte de (Ca=+ cujc mecanismec baseia-se ns
teoria guimiosmdtica da fosforilacéo oxidativa
(Mitchell,138961; Mitchell & Moyle,1988). Esta. envolve a
formacdo de um potencial protdonico { AuHT) durante a
regspiracio celular. composto pOr um componente elétrico (A
e por um componente guimico (HpH), relacionados entre si de

acorde com & equagdo: [uH =4y - 60ApH.

Assim, o bombeamento unidirecional de protons pelos

sitios de conservsagio de energias da cadeis regpiratdria.



armazenado na forma deste AuH*, esta acoplado & sintese de
ATF., alem de fornecer a forca préton motriz pars o
transporte ativo de metabélitos através da membrana interna.
Lesta forma, a entrada do Ca=Z+ nag organelas ocorre por um
processo eletroforético, em resposta ao rotencial elétrico {
8y} negative internamente e que constitul o principal
componente do AuH+r. O transportador responsavel por este
processo € sensivel a vermelho de ruténioc e s lantanidecs e
transport& outros cétions bivalentes além do Caz2+., For outro
lado, o efluxo do ion ocorre por).;“:::.utra via, envolvendo
possivelmente um mecanismo eletroneutro gue troca CaZ+ por
Na*™ ou H™, dependendo 6o tipo de tecido em guestéo {Scarpa &
Azzone,1870: Selwyn et alli, 1870: Moore,1971 Crompton et
alii,1976: Nicholls & Akerman »188%2; Akerman &
Nicholls, 1883; Gunter & Pfeiffer.1980). (figura 3.

H* H* H*

\
ANVANVAN

/ VoV N

SHz/\’s 1/2@50 -!SOmV\

Ca®* Ca’
P S e N
N e
Q®* Z2Na* H

4

Figura 3. Sistemas de transporte de CaZ2+ mitocondrial.
£1) Lransportador eletrolioretico: {z) trocador
CaZ+/ZNaw, particularmente ativo em mitoedSndrias de
tecidos excitéveis: (3) trocador Ca=+/2H*, presente em
mitocdHndriae de figado e outros tecidos. SHz-substrato
reduzido; S-substrato oxidado.




A existencia de vias distintas pars captagic e
liveracao do ion estabeiece um movimento ciclico e
ininterruptoe de Ca%+ atravég da membrana mitocondrial
interna. FPorém, este movimento ciclico € bastante lento em
condigdes fisioldgicas normais (Carafoli,i8986). No repouso,
0 transportador eletroforético esta praticamente inativo e a
concentragdo de CaZr livre na matriz mitocondrial [CaZvlm é
de aproximadamente 0,5uM (Somivo et al1ii,1881: Tsien.,1981:.
Entretanto, gquando a concentragBo citosélica aumenta o
suficiente. Ca2®+ ¢ captado pelas mitocondrias, estimulando a
atividade de +trés enzimas da matriz: complexo piruvato
gesidrogenase, isocitrato desidrogenase e complexo Z-
oxoglutarato desidrogenase. Nestas duas ultimas enzimas ele
atua como um modulador alcstérico positivo, mas sua acio
s0bre o complexo piruvate desidrogenase estd no estimulec da
fosfatase especifica, gque promove © aumentoc na rforma ativa

do complexo {(Hansford.l985: Unitt et alii.1989: McCormack et

alil.1ls80).

Aliém disso, aumentos Iisioclogicos de Ce%+ no citosol
tambeém alteram o filuxo especifico de ione H* & K+ através da
membrana mitocondrial interna (Panov,188Z2). Estas alteragdes
na condutividade especlifica para HT & K+ da membrans, gue
ocorrem, POr exXemplo, em resposta a horménios estimulsdores
da gliconeogénese (glucagon. adrenalinal e de hormbénios
mobilizadores de Ca%* {(vasopressina, oclitocina) parecem
estar relaclionados as mudancas conformacionais que ocorrem
no carreador ADP/ATP (Panov et &l1ii,1880), e postula-se que

sua principal func8o seria a de estimular a captacido do



rroprio Ca<+ pelas organelas atravées de sus energlizac8o
{Halestrap,1989; Panov.18823., conforme discutiremos mais

adiante.

TRANSICAO DE PERMEABILIDADE DA MEMBRANA MITOCONDRIAL
1. Considerac¢des Gerais

A manuten¢8o de uma baixa permeabilidade a H+, c&tions
€ 4anions pela membrana mitocondrial faz parte da hipotese
gquimiosmbGtica e, de fato, o movimento de solutos através da
membransa normalmente & feito Por transportadores
especificos. Entretanto, existe um mecanismo de transporte,
aparentemente latente, gque pode tornar as mitocondrias
transitoriamente permeaveis. A ativaglo deste sistema é
conhecida como transi¢do de permeabilidade. Ela pode ser
facilmente observada apds a ligagio de ions Ca2+ a sitios
interncs na membrana (Lé Qudc & Lé Quoc,1986: Vercesi et
21i3,1888), precedendo ou seguindo a administracdoc de outros
compostos, genericamente definidos como "agentes liberadores
de Ca®+". KEstas substéncias s8c bastante diversas com
respeito as suUaB rropriedades gquimicas a atividades
biclogicas. Para se ter uma idéia, Gunter e Pfeiffer (18807,
em uma revisdo recente, enumeraram cerca de 65 composLos
capazes de desencadear a transicdo de permeabilidade na
presenca de CaZ+., Dentre eles temos Iosfato, prooxidantes,
inibidores do carreador ADP/ATF e varios outros (Asimakis &
Serdhal,1877; Siliprandi et &1ii.1978; Harris et alii,1g79;

Pfeiffer et alii,1979; Roos et alii,1B880; Wolkowics &



MeMillin—Wood, 1880; Beatrice et alii,l1878; DiMonte et
alii,1884: Vercesi,1984; Rizzutc et alii.1987;: Hecedc et

8iii,ios8; Moore et &alii,1988; Pfeiffer et alii,l988:

Richter & Frei,1988; Le quoc & Lé Quéc,1989). Embora a forma
pela gual estas compostLtos ativam a8, transicao de
permeabllidade ndo esteja totalmente esclarecida, parece
haver um consensc de gque o0 produto final dela € uma
mitocGndria desacoplada, gue perdeu constituintes da matriz,
rerdendo sua capacidade de sintetizar ATP pois Tornou-se

incapaz de manter o potencial proténico { oy,

Na verdade, a existéncia da transicéo de permeabilidade
tembora ainda nfo exista um consensc sobre isto; tem sido
evidenciada desde o inicio dos trabalhos com mitocondrias.
sob o5 mais variados nomes {Gunter e Pfeiffer,1990). Ha
guase trés decadas varios grupos de pesquisa estudam o
mecanismo molecular envolvido no processo de transiglo de
permeabilidade da membrana mitocondrial mas, apesar de terem
ocorrido grandes avancos no campo experimental ao longo
destes Witimos anes, ele ainda nao esty totailmente
caracterizaqo. Embora a literatura existente sobre este
assunto seja multo ampla e fragmentada, tentaremos, na
introducéo deste trabalho, revisar a discussBo sobre o

mecanismoe molecular envelvide no disparo deste fenomenc.

Atuaimente a discuss&io se concentra na eveniual
abertura de um poro inespecifico, dependente de CaZ®+, o
verdadeiro responsével pela transicdo de permeabilidade,

conforme proposto por Crompton € colaboradores (Al-Nasser &

b



Crompton , 1886; Crompton & Costi, 1880, Crompton et
alii,1982). Embora a existéncia deste sﬁposto rorce tenha
sido postulada desde 1879 por Hunter e Haworth somente
agora, na década de 90, esta hipdtese egta sendo considerada

mais seriamente {Bernardi, 1982; Crompton et alii,l1Bsz;

Novgorodov et a1ii,1882).

A abertura de tal poro poderia ser a base do dano
mitocondrial que se observa durante situsgdes de hipdxis e
isguemia de um o6rgéoc. durante a subseguente restauracio 4o
fiuxo sanguineo pela reperfusdo ou no caso de aches toxicas
dge drogas e seus metabolitos (Crompton & Costi,1880;
Sokolov,1880). e acordo com este ponto de vista, no inicio
da reperfuséo, apds uma isquemia prolongada., guando a
[Ca=r]ja esta elevada ha uma sobrecargas de (Ca¥+r nas
mitocondrias gque, somada & outras condigdes que também
ocorrem na isguemia. tale como concentracao de fosfato
elevada, baixos niveis de ATP e ‘“stress oxidativo’,
disparariam a abertura deste poro (Crompton et alii,1B8E7:. O
conhecimento dos mecanismos envoelividos nesta perturbacic das
fungdes mitocondriais pode ser util, por exemplo, na pratica
médica, para o desenvolvimento de métodos de profilaxia e
tratamento de oOrgdos isquémicos ou em nipdxia ou durasnte o

transplante d& Orgaos.

A demonstracédo de gue concentracdes extremamente baixas
de ciciosporina A {(CsBA) €& capaz de inibir a abertura deste
poro (Fournier et alii,1987:; Halestrap & Davidson,1980;

Bernardi et &alii.l1982) sugere gque este seja wum poro

'..,I
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proteico, embora ainda nap tenha sido demonstrado gqual ou
guais as proteinas de favto envolvidas ne sua abertura.
Recentemente, teém sido discutids na literatura uma possivel
participacdo do carreasdor ADP/ATP (AAC) no processo de
abertura deste ©poroc dependente de CaZr (Halestrap &
Davidson., 1980; Novgorodov et alii,1881; Crompton et

alii.199z;: Novgorodov et alii.,l1ugz).

Por outro lado, a transiCio de permeabilidade & um
Processc gue poae ser totalmente revertido apenas com &
retirada do Ca** do meic de reacido. Mais recentemente
inclusive, a transicdo de permesbilidade tem 81do
investigada como um terceiro mecanismo de efliuxe de CaZ- .
além dagueles Jja& descritos, que trocam CaZ®+ da matriz por
ZH* ou ZbNar, que funcionaria em algumas circustancias
especlais (Gunter & Pfeiffer .i890: Nicolli et wlii.i®u3;.
Esta €, de fatoc, uma hipbétese atraente, pois a abertura
transitéria de um poro contribuiria para a ejeciao de
metabolitos acumuladosg pelas mitocondrias em algumas
situagdes para as guais nao ha, .por exemplc, transportsador

especifico (Halestrap & Davidson,1980).

I1. Permeabilizac¢80 mitocondrial - Uma breve revisdo

das hipéteses propostas para explicar seu mecanismo de agdo.

Durante & deécada de 70 foram estabelecidas algumas
condi¢gdes metabdlicas que na presenca de Ca2+ induziam um
aumento exXbtracordinariamente alto na permeabilidade da
membrana mitocondrial interna para ions e peguenas

moliéculas. As primeiras evidéncias experimentais sugeriam

o
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gue o a2+ mitocondrial podia ser controlasdo direta ou
indiretam@nte. por mucancas no estado redox do NAD(F)H e GBEH
intramitocondriais. Grande numero de publica¢bes mostravam
gue & oxidagio destes “"pools” peloe oxalcacetato. diamids,
acetoacetato ou t-butilhidroperdxido (t-~-buOUH), através do
sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase, era
condi¢do suficiente para se registrar erfluxoc de Ca=+ de
mitoedndrias isoladas guando previamente carregadas com O
cation {(Lehninger et alii,1878; Vercesi et alii,1878:
Richter et alii,1883:; Beatrice et alii,lB84:; Broekemeier et
alii,l985; Bernardes et alii,19B6: Vercesi,idB7). isto levou
a umAa primelira Pproposta., formuiada por Lehninger e
colaboradores, de gue esta oxidagfo ativaria a via de efluxo
Caz2+/2Hr {(Lehninger et alii.,1id78; Vercesi et alii,1978). Em
uma modificagldo desta idela., Richter e seu Erupo PpPropusseram
que., seguindo sua oxidagdo, © NADT seria hidrolizado a ADP-
ribose, nicotinamida e AMF por wuma NADase da membrana
sensivel a ATF. Isto resultaria na ADP-ribosilac8io de ums
proteina ¢a membrana interna, gque estaria diretamente
envolvida no mecanismo moliecular de liberacdc do Ca<2+,
hipdtese defendida até hoje por esse grupo (Frei et
211i,1985: Riley & Pfeiffer,1885; Richter & Kass,1991l:
Schlegel et alii,188Z).

Paralelamente, a literatura registrava que este eiluxy
era resultado de um aumento inespecifico na permeabilidade
aa membrans, refletido por um grande inchamento
mitocondrial, registrado pela diminuicBo na absorbéncia da

suspensdoc a 520 nm. Este., por sua vez, estava associsado ao
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colapso total em AY e a liberacic de outros componentes da
matriz tais como K+, MgZ+ e Ca2+, azlém de outros ions e

moleculas com massa molecular menor gque 1500 daltons.

Dentre as hiptteses que emergiram dessas observagdes,
uma das qgue durante muito tTempo esteve em discussido foi a
proposta por Pfeiffer e seu grupo, sugerindo gue a transicao
ce permeabllidade seria conseguéncia da remocdo de lipidecs
da membrana. De acordo com esta hipotese. a agdc do Caz+,
ativando a fosfolipase Az mitocondrial, associada & gueda na
raz8io GSH/GSEG, perturbaria o ciclo normal de deacilacio-
reacilacdo dos fosfolipideos da membrana. isto., por sua vez,
implicaria no acumulo dos produtos de degradacio da
fosfolipase Az; Acidos graxos livres e lisofosfolipideos. na
opinidc desse grupo, o5 verdadeiros responsaveis pelo dano.
Alem disso, a concomitante aqueda na razsdoc G3H/GSSG
diminuiria a atividade das enzZimas responsSaveis pela
reacilacdc (acil CoA sintetase e/ou acil CoA transferase).
Lases autores demonstrarasm ainda que ns pPresencsa de
inibideores da fosfolipase Az o processc de permeabilizacao
das mitocondrias tambem era inibido {Broekemeier et

8lii.l1980; Riley & Pifeiffer.1986; Pfeiffer et &lii.1f88).

Nesta mesma linha de racioccinio, Carbonera e
colaboradores descreveram gue uma grande variedade de
agentes e condicbes, todos levando & liberacfio de CaZ+ pelas
mitocondrias e & permeabilizac8o da membrana. aparentemente
envolviam a Iormagc8o de espécies reativas de oxigénio,

independentemente da concentracdo de GSH intramitocondrial.



Eeses autores mostraram qQue © butil-hidroxitolueno {BHT), um
sequestrador de radicais livres, rrotegia as organelas sem a
necessidade da restauragaoc ou manutencéoc dos niveis normais
de GS5H. e acordo com esta hipdtese, O aumento na
permeablilidade inespecifica seria consequéncia de danos na
membrana induzidos pels reroxidacio de seus lipideos

{Carbonera & Azzone,l189B88: Carbonera et alii,1bBs8),

Uma. outra hipdtese em discussdc & a sustentada pelo
grupo liderado por Vercesi. que propde que este processo
estaria assocliado ao 'cross—linking” de grupos ticlicos de
algumas proteinas da membrana (Fagian et 5111.1880;
Vercesi,1883). De fato. esses autores mostraram formacio de
agregados proteicos em particulas sub-mitocondriais e
mitoplastoe incubados na presenca de a2+ e diamida oun t-
buOOH. Eles mostraram tamioeém que tanto o processo de
permeabilizacido gquanto a polimerizacio rodiam ser
prontamente revertidos peia adicdo de ditiotreitol (DTT) ou
p-mercaptoetancl, conhecidos redutores de grupos SH (Fagian

et alii,i8sgo).

Ao mesmo tempo, a8 partir dos trabalhos do Erupo
liderade por Crompton, ficou demonstrado que as organelas
podiam s& re-selar em poucos segundos apds terem sofrido &
transicdo de permeabilidade. apenas com a adigSo de HEGTA ao
meio de reacdo (Al-Nasser & Crompton.1iU86: Crompton et
#111.1887: McGuinness 2t alii,l18s0;}. Estes autores
Dropuseram entés que a transicéo de rermeabilidsade

refletiria a presenca de um poro, seletivo e ativado por



Ca2+, gue abririsa guando o CaZ— intramitocondrial excedssse
seu liimite normal e Tfecharia com & simples remogic do ion.
e fatoc, na literatura msils recente, parece ndc haver mais
duvidas de qgque a transic8o de permeabilidade seja mediada
por um poro sensivel a c¢icleosporina A (Bernardi.l199Z;
Crompton et a&alii,l¥g82: Novgorodov et alii,l982), embora
exista alguns grupcs gue ainda discordam deste ponto de

vista (Kass et &#11i,188Z; Schiegel et alii,1882).

Cabe ressaltar gque a populac¢do mitocondrial ndo
responde de maneira homogénea durante essa transigdo de
permeabilidade. Uma sub-populacio mais susceptivel parece
gofrer a transicdo inicialmente, 2 o Ca?2+ liberado por esta
frag8o =se Torna disponivel para ser acumulado por uma sub-
populagio mais estavel. Quando esta também se torna
rermeabilizada. & populacdc como um Todo sS8e move Ppara o
estado de poro aberto. HiA assim uma distribuigedo dinamica
entre os esgstados aberto e fechado do poro na mitocéndria

permeabilizada {(Novgorodov et a2l1ii,1882%.

A demonstracio recente de gue a ciclosporins &, enm
concentragdes extremamente baixas {60-10C0pmcles/mg ae
proteina mitocondrisal), tambem & capaz de inibir a sbertura
deste porc {Fournier et &alii.l18B7). embora nédo =se saiba
ainds exatamente por gual mecanismo, vem em favor do ponto
de wvista mais atual gue defende gue a ‘transicio de
permeablilidade resultaria de um sistema de transgporte
especifico gue pode ser regulado (Bernardi,1982; Novgorodov

et alii,1892, Bernardl et al1ii,1893: Nicolli et 81ii.1883).
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Eecentemente, Bernardi e colaboradores publicaram uma
série de artigos gue indicam gue © poro pode ser modulado
pelos componentes do AuH+, ou seja, o poro permanece fechado
guando o pPH da matriz esté& abaixo de 7,0 e/ou guando AY esta
alto {Bernardi et alii,i¥%92) . e =ze abre com a despolarizacao
da membrana {(Bernardi,l1S88Z2). HEsses autores definiram também
trés sitios regulatdrios na membrana: um sitio de ligagdo
internc., gue guando ocupado por CaZ+ aumenta a probabilidade
do poro se abrir: um sitico de ligag¢l8o externo, que gquando
ligado mao cation aumenta a probapilidade do poro permanecer
fechado:; =) um sitio de ligacglo independente parsa
ciclosporina A, que guando ocupado pela droga também aumenta
a probabilidade do poro permanecer no esgtade fechado

{Bernardi et 811i,1i893: Petronilli et alii.l18823).

Hoje em dia, a principasl hipdStese alternativa de que a
transigio de permesbilidade seria mediada por alterachHes nos
lipideos da membrana, apds a ativagdo da fosfolipese Az pelo
Ca=~, parece menos provavel. Foi demonstrado que
{:c:ncentrrac; oes nanomclares de ciclosporina A inibem
completamente a tTransgigio de permeabilidade sem afetar =a
atividade da fosiolipase Az (Broekemeier et 8111,1988) e ha
sugestfes que a producBo de acil-lisofosfolipideo verificada
nos ensaios seja devido & contaminag8o das preparaciies
mitocondriais com  tracos de reticulio endoplasmatico
{Broekemeier et alii,1881), ou mesmo a uma acdo posterior do
sistema de fosfolipase Az, ativado numa segunda fase do
proces-so de permeabilizagico, como proposto por Morselli &

Pereira da Sijiva (1882).



CARREADOR ADP/ATP (AAC)

1. Consideracges Gerais.

A translocase de nucleotideos de adenins ou carreador
ADE/ATP (AAC) € uma proteina caracteristica das células
eucariotas e especlalizada para a troca de ADP3~ e ATP4-
entre o citoplasma e a matriz mitocondrial. A translocase
desempenha um papel importante na regulacio da fosforilacao
oxidativa nas mitocdHndrias {Tager et 81ii.1883) e na
determinacéo do conteudo e da razdoc dos nuclectideos de
adenina nas células (Davis & Lumeng,1875). Experimentos com
inibidores altamente especificos que se ligam seletivamente
a ela ou do lado externo da membrana {atractilato (ATR) ou
carboxiatractilato (CAT)} ocu do ladoe interno, voltado para =&
matriz mitocondrial {boncrecato (BKA)}. forneceram dados
importantes pars ) entendimento das propriedades &
mecanismos de Iuncionamento do carreador ndo somente como um
trocador ADPP/ATP (Klingenberg.1985) mas também como um sitio
de regulacdo da permeabilidade da membrana mitocondrial

interna {Panov et alii,isggZ).

H4& muito tempe fol demonstrado gque a mudangca na
velocidade de consumo de oxXigénioc do estadso respiratdrio 4
para © estado respiratdério 3. apds a adicdo de ADF era
seguida por uma contracdo de baixa amplitude gque podis ser
observada através do registro do aumento na absorbancia a
540nm. Durante algum tempo se acreditou gue este efeito era
devido a transigidc do estado i‘espiratério do repousso para o

“ativo"”. Na deécada de 70 entretanto., Klingenberg e seu grupo



demonstraram gue os inibidores do carreador ADP/ATF tambem
influiam nesse PpProcesso. Scherer & VKlingenberg (1874)
mostraram que o ATR abolia este aumento na absorbancia
induzido pelo ADP. enguanto o BEA aumentava ligeiramente
esta absorbéncia. Este mesmo grupo havia também verificado
efeitos distintos destes inibidores socbre a ligac8o do ADP
ao carreador (ATR ou CAT desligavam imediatamente ADP dos
sitios de ligacdo enquando BEKA inclusive aumentava um pouco
essa ligag¢do) (Klingenberg & DBuchholz,1873). Estes dados,
tomadeos em conjunto. levaram ao conceito aceito atée hoje de
que o© carreador pode ocuprar essencialmente dois estados
conformacionais diferentes na membrana, dependende da
orientagdo dos sitios de ligac8o de nucleotideos de adenina;
o estado "¢, com os sitios voltados para © citoscl, & ©
estade "m’, com os sitios de ligacg8o voltados para a matriz
mitocondrial (Weideman et al1ii.1870; Klingenberg,l1985,1882).
Por esta interpretacdo, o estado expandido. medido através
da diminui¢do na absorbncia em 5Z0nm. estaria associado com
o acumulo do carreador sobre a superficie externa e o estado
contraido com um acumulo sobre a superficie interna da
membrana. Desta forma, foi formulado na deécada de 70 o
mecanismo molecular de ’“'passagem por porc através de um

tnico centro de ligag¢do” {(Klingenberg,l1B888).

I11. Efeito de nucleotideos de adenina e inibidores do
AAC sobre a permeabilidade especlifica da membrana

mitocondrial.



As primeiras evidencias favorecendo & participacdo da
transliocase de nucleotideos de adenina- na regulacdo da
condutividade especifica para H+ e K+ da nmembrana
mitocondrial foram obtidas através de experimentos sobre o
inchamento osmotico de mitocdndrias isoladas de figado de
rato, incubadas em meio de KNOzs ou NH«NOa, na presenca de
concentragdes fisioldgicas de Ca<2+ (Panov et alii.l1980).
Como as mitocdndrias se comportam como osmometros ideais,
podemos escolher a composigdo do meio, condigles de
incubagio ou iondioros., de forma que o0 inchamento seja
limitado pela penetracio nas organelas de um &nion ou cation

especifico.

Assim. de acordo com Panov e colaboradores (1880), a
condutividade para H+* e K+ na membrana estaria relacionada
4&s mudangas conformscionais gue ocorrem no AAC. Quando o©
carreador egts no estado conformacional "m”, pels presencga
de ADP ou de BKA, ocorre uma diminuicdo na condutividade
rara H+* e K™ na membrana mitocondrial. Foi proposto que isto
facilitaria s energizagio mitocondrial, com o cdns&guente
aumento na captacdo do Ca22+ para o estimulo do metabolismo
oxidativo {(Zoccarato et alii.,1981i; L& Qudc & Lé Qubce,l1988;
Halegstrap.18B88). Por outro ladc, na presenca de CAT ou ATR
este efeitoc do ADP é revertido, ocorrendo inclusive um
aumentoc na permeablilidade especifica para H+* e K+ da

membrana {Panov,1832).

I1I. Particiragic do AAC no processo de formacgio do

poro inegsprecifico dependente de CaZ+_



Embora desde a década de 70 se demonstrasse que o
carreador ADP/ATP também estava de slguma maneira envolvido
na transicdo de permeabilidade (Harris et alii,1879:; Haworth
& Hunter, 1979 Hunter & Haworth,1979a,b) foi somente a partir
dos trabalhos dos Lé Quéc em 1988 que ficou evidente a
capacidade dests proteina favorecer ou impedir a abertura do
poro dependente de Ca2+, Esses autores demonstraram gque na
presenga de concentragles suprafisiolégicas de Ca2+ agentes
ou condi¢des que estabilizam o carreador ADP/ATP no estado
conformacional "¢” favorecem a permeabilizacdc da membrana
mitocondrial (L& Quoc & L& G@udc,1888,1889). Por cutro lado,
éuando o carreador esta no estado conformacional "'m” {com os
sitios de ligacdo voltados para a matriz mitocondrial), s&o
prevenidos todos os danos, mesmo na presenga de  alito
carregamento de - Ca2+. A demonstracdo da potente aclo
inibitdéria da ciclosporina A sobre a abertura do poro vem
dande uma contribuigfo importante para o entendimento do
tipo de relacBo que existe entre o carreador ADP/ATP e o

poro dependente de Ca=+,

Acredita-se gue o0 alvo principsl da ciclosporina A nae
celulas seja a ciclofilina, wuma proteina hidrossoltvel,
localizada no citosol celular. A ciclofilina bovina é
idéntica & enzima peptidil prolil cis-trans isomerase, cuja
principal fIunc8o parece ser acelerar o 'folding” proteico
{(Fisher & OSchmid, 1980). A ciclosporina impede a atividade
enzimética desta proteina por se ligar ao geu sitio ativo

{(Crompton et alii,1boZ). A cicleofilina foi tambem localizadsa

na matriz mitocondrial de Neurospora crassa (Tropschug et
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alii,1888) e recentemente Halestrap e colaboradores

detectaram atividade prolil isomerase tambem na matriz de

mitocHbndrias isoladam de figado de rato e coragdo bovino
{Halestrap & Davidson,l1380). embora ainda n8io se saiba ao

certo gqual a funcdo da ciclofilina intramitocondrial.

A discuss8o mails recente sobre © tipo de relacfo
existente entre o0 porc e o carreador ADP/ATP baseia-se em
duas propoetas. 0Os trabalhos pioneirog de Hunter e Haworth
sugerem & existéncia de estruturas separsadsas, poro e
translocase, mas gque interagem entre si {Haworth &
Hunter,1878; Hunter & Haworth.1879a.b). Em favor desta
proposta, © grupo de Novgorodov demonstrou recentemente gue
o efeito da ciclosporina A pode ser moduladoe pela interagéo
do ADP com um sitio de baixa afinidade. insensivel a CAT,
sugerindo uma acdo sinergistica dos dois agentes para fechar
¢ poro (Novgorodov et alii,i850; 1882). BSegundo esses
autores, esses dados Ifavorecem a idéia da presenga de um
s8itio de ligac8o na membrana para ADP, diferente do
carreador ADP/ATPF e possivelmente componente do poro. Estes
pesquisadores ndo descartam entretanto, cue © poro possa, de
alguma manelirs, estar intimamente relacionadco com  ©

carreador.

Por outro lade. © grupo de Halestrap propfem que o
proprio carreador ADP/ATP pode ser convertido em um poro
inespecifico (Halestrap & Davidson,18990). Esses autores
mostraram através de titulagBes do efeito da ciclosporina A

sobre a inibic8o da transicdo de permeabilidade e ligac8o a



ciclofiline, gque esta interacidoc blogueia indiretamente a

abertura do poro. De acordo com a hipétése deste grupo. o
porc seria formado pela interacSio da ciclofilins com O
carreador ADP/ATP, gque estaria favorecida gquando este esta
na conformag8o "¢ e liga PPi ou Pi do lado do citosol e

Ca2+ do lado da matriz (Halestrap & Davdison, 1880).

Assim, resolvemos neste trabalho investigar mais
detalhadamente a participacio do carreador ADP/ATP no
Drocesso de transicdo de permeablilidade da membrans
mitocondrial e. caso issoc se confirmasse. s necessidade ou
néo da interac¢do do carreasdor com a ciclofilina para a

abertura do poro dependente de (Ca=+.



OBJETIVOS

Nosso objetivo no presente trabalho foi investigar mais
detalhadamente o envolvimento do carreador ADP/ATP na
ativagsio da transigfio de permeabllidade da membrana
mitocondrial interna e abertura do poro inespecifico

dependente de Ca=+,

Do
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MATERIAIS E METODOS

Isolamento de MitocOndrias de Figado de Rato (MFR).

As mitocOndrias hepadticas foram isoladas segundo
Schneider & Hogeboom (1851), por centrifugagio fracionada,
de ratos Wistar, Iémeas, pesando entre 180-250g, mantidos em
jedum por 1< horas e sacrificados por concusséo cerebral. O
figado. retiradc imediatamente apds a morte do animal., foi
lavado em solugbo de sacarose 250mM tamponada com Hepes
10mM, pH 7.4, contendo EGTA O.5mM, picado delicadamente com
uma tesoura e homogeneizado tTrés vezes em homogeneizador
tipo Potter—Elvehjem. Este material foi submetide a8 uma
primeirsa centrifugacioe & B00xg por 5 minutos e O
sobrenadante resultante ol centrifugado a 12.100xg por 10
minutos. A fase lipldica superior foi retirada com o auxilio
de uma pipeta Pasteur e © sedimento ressuspenso na mesmsa
solucdoc de sacarose ZH0mM contendo EGTA 0,3mM e novamente
centrifugado a 12.100xg por 10 minutos. U sedimentoe foi
suspenso em s0iugdo de sacarcose 2Z50mM (sem EGTA), obtendo——se
uma suspensdo mitocondrial com concentracéo aproximasda de
100mg de proteina/ml. Todo © processo fTol realizado a uma
temperstura entre -4, A dosagem proteica fol feita pelo
método do biureto, moedificado pela adig¢8o de colato (Gornall
et alii,1iP48). utilizando-se albumina de soro bovina (BSA)

como padréo.

Preparac8c de Particulas Sub-Mitocondriais (PSM).



As particulas sub-mitocondriais foram preparadas de
gcordc com Les e Ernster {(1887), a partif de mitocéndrias
isoladas de figado de rato. As mitocdndrias foram congeladas
imediatamente apds seu isolamento, e mantidas a -60°C até
. obtengfio de material sulficiente (aproximadamente 1,5g) pars
a preparagdo das particulas. A suspens8c fol entéo
descongelada e diluida a uma concentracdc de proteina de
aproximadamente 30mg/m]l em meio de sacarose 2Z50mM, ATP BmM,
MgClze 6mM, PpH 7.4 e sonicadas trés vezes por 4bs com
intervalos de 1 min. Durante este passo as mitocébndrias
foram mantidas em banho de gelo. Este material foi submetido
a uma centrifugag8o a 15.000xg por 15 minutos, o
sobrenadante novamente centrifugadoc a 100.000xg por uma hora
e o sedimento, apds ser ressuspenso no mesmo meio de
sacarose, foi centrifugado mais 2 vezes a 100.000xg por 1
hora. O sedimento final foi ressuspenso em um meio de
sacarcose 250mM. Tris-HCl 10mM. pH 7.4, com uma concentraciéo

proteica final de aproximadamente 30mg/ml.
Determinac8o do Consumo de Oxigénio.

A respirsacdo mitocondrial foi medida através do consumo
de oxigénio. determinado com eletrodo tipo Claerk {(Yellow
Springs instruments Co.). A gualidade da preparacio
mitocondrial fol deduzida diariamente em funcdo dos valores
do contrbole resplratdrio (CR), obtide apds o término do
isoiamento das mitocdndrias. O CR é definido como a razio
entre a velocidade de consumo Jde {2z no estado respiratdrio 4

{respiracg8o de repouso subsequente ao termino da

28



foeforilac8o do ADP) e a wvelocidade de respiragdo de
fosforiiagao, obtida apés a adigéo -ée ADF {estado
respiratorio 3 {Chance & Williams,1956}. A suspensio
mitocondrial fol utilizada para os experimentos guando o CR

era igual ou superior a 5,0.
Determinagao da Concentracgdo de CaZ+ livre.

As variacles nas concentracdes de CaZ+ livre no meio
de incubagdo foram acompanhadas por eletrodo seletivo
{(Calcium bSelectrode FZ112.Radiometer), gque regimtra as
variacSes do CaZ+ presente no meio de reaglo (Madeira,l1975).
Os sinals foram amplificados através de um acessério de alta
impedéncia {Incibras), ligado a um registrador

potenciometrico.

Determinagc8o das VariacSes do Volume Mitocondrial

{ Inchamento Mitocondrial).

Como as suspensfes mitocondriais s8o turvas, elas
espalham a luz incidente. A. luz espalhada & uma funeic da
diferenga no indice de refracfo entre a matriz & o meio e
gualguer processo gue diminua esta diferencs iréd diminuir a
luz espalhada (Nicholls & Akerman,1982). Assim, um aumento
no voiume da matriz mitocondrial, associado com a entrads de
solutos permedveis, resulta numa aproximac8c entre o indice
de refragdo da matriz e do meio com a consequente diminuicdo
da luz espalhada. Esta propriedade das mitocéndrias fornece
um método gualitativeo simples para =me estudar o fluxo de

solutos atraves da membrana mitocondrial interna. As
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mitocOndrias prestam-se bem para a aplicagfo desta técnica
porgue sua matriz pode sofrer grandes variacdes de volume,
34 que a membrana initerna =ofre apenss desdobramentos de
suas pregas. U acompanhamento deste processc fol feito em
fung8c da diminuic8o da absorbancia em um espectrofotdometrc,
ajustado para um comprimento de onda de 52Z0nm, conectado a

um registrador potenciométrico.

Condigdes Experimentals para os experimentos realizados
com eletrodo de Ca<+ e para a determinacdo do inchamento

mitocondrial.

Os experimentos com eletrodo de CaZ2+ e determinacic do
inchamento mitocondrial a 5Z0nm foram realizados a 30¢C, em
meio bésico contendo sacarose 125mM, KC1 65mM, Hepes 10mM,
pH 7,2, succinato 5mM e rotenona 5uM. Para observarmos o
efeito protetor méximoc do ADP. aumentamos ¢ conteldo de ATP
enddgeno pré-incubando & suspensdo mitocondriasl com Fi ZmM
por 30s e adicionando oligomicina 0.5ug/mg em seguida para
paralisar & reac8o {(Klingenberg.1985). Este procedimento
permitiu uma malor wvelocidade de troca guandc ADP exdgeno
foi adicionado. favorecendo a ligagdc do ADP asc AAC que.
nestas condicdes, se enconitra na conformac8o "m” {L& Quoc &

L& Quoc,19881.
Determinacdo do Potencial Elétrico de Membrana (Ali]).

¢ potencial elétrico de membrana foi determinado a
partir da distrioulgido do cétion (tetrafenilfosfénio, TPP+)

ou &nion {(tetrafenilboro, TPB—) lipofilicos. entre o meio de
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reacdo e o interior das organelas. Estas determinacdes foram
feitag ocom eletrodos especificos construidos em nosso
laboratério de acordo com Kamo e colaboradores (1879) para

TPP+ e Vuckila & Hassinen (1888) para TPB-.

Condic¢Bes experimentais para o8 experimentos sobre

determinacio do potencial elétrico na membrana.

Nos experimentos de formac8c de &Y com mitocdndrias
isoladas, incubamos a 30°2C 1img de proteina mitocondrial/ml
de meio de reacdo contendo sacarose 250mM, Hepes 10mM, pH
7,2, succinato BmM, rotenona 4uM, Pi SmM e TPP+ 3JuM. . Fara
os experimentoe de formacd8oc de potencial elétrico em FSM,
incubamos por 3 minutos PSM (0,Bmg) em 1 ml de meio de
reac8o contendo macarcse 2560mM, Tris/acetato 10mM, pH 7.4 e
TPE~ 3uM, apbds © gue as particulas foram energizadas com a
adicdo de NADH 5mM. As demais condicles experimentais estdo

descritas nas legendas de cada figurs

Determinagio do Contetdo de carreadores ADP/ATP ativos,

presentes na membrana mitocondrial.

Como o CAT € um inibidor competitivo gue se liga 8o
carreador ADP/ATP com uma estequiometria de 1:1
(Klingenberg,1985), podemos estimar o contelGdo de AAC ativos
na membrana pela titulagdo do estado respiratério 3app com

CAT {(Henke & Jung.l1398l).

Para estes experimentos, pre-incubamos mitocdndrias
degenergizadas por 3 minubtos na presenca de diferentes

concentragdes de Ca%+., 0 excesso de Ca=Zr ol entdo quelado
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pela adi¢go de EGTA 0.5mM. Apés 1 minuto adicionamos
succinato S5mM e iniciamos a determinacdc do consumc de
oxigénio. Para a titulag8o foi adicionadoe ADP 1ImM. para =
determinacdo do estado respiratdric 3apr € ADP 1mM mais CAT
200pmoles,/mg, para se determinar a inibicdo de cerca de 25%
ac contetdo de transliacases ativas na membrana
{Schonfeld.1980). As demais c¢ondicBes experimentais estio

nas liegendas de cadsa figura.
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RESULTADQS

Efluxo de Ca2?+ por mitocOndrias incubadas em condigSes

oxidativas.

A figura 4 mostra que a adic¢8o de Ca2+ 50pM, seguida de
t-buOCH 5H50pM induz uma répida liberag8oc de todo o Ca=Z2+
acumulado (tracado d), indicando que nestas condigdes
experimentals coccorre a transeicio de permeabilidade na
membrana mitocondrial. XEste efluxo € prevenido na mnesms
extensdo tTanto por ADP guanto por DTT (tracgados a,b). BHT
por sua vez somente retarda o efluxo (tragado c) enguanto a
presenga de ATR, como esperado, potencializa o dano (tragado

e).

A protegdo conferida pelo ADP mostrou-se altamente
dependente da concentragio de t-buO0OH utilizada. A figura 5
mostra Que na presenga de uma concentracio baixa de oxidante
(50uM), ADP foil capaz de prevenir o efluxo mesmo com altos
carregamentos de CaZs+. Nestas condiedes. na presenga de ADP,
& agicdoc combinada de t—buOCﬁH.E){JpM e c¢erca de Binmoles
Ca=+r/mg de proteina mitocondrial causou somente um efluxo

transitério do ion {tragadeo .

Por outro lade. DIT, guandc comparado ao ADP. sempre
fol mais efetivo em proteger as organelas incubadas com
concentracdes mais altas do oxidante. comdo mostrado na
figura 6, tracado b. Podemos wverificar que apds a adicdo de
Caz+ HOuM e t-buOOH 100pM. © ADP ndo impede que ooorra um

gefluxo fransgsitdrio do ion (tracado a).



& figura 7TA mostra que & &8¢z do DTT parece estar
relacionada apenas com a prevengdo do efeitc do oxidante na
membrana sem influir no efeito do CaZ+, A resposta das
organelas ao efeito protetor do DIT =zobre o efluxce de CaZ+
induzido por Ca2+ 30pM e t-buCOH 100 uM (tragado a) & igual
ac efeito da presenca apenas de Ca2+ 30uM no meio de reacdo
{tracado ). Esta acBoc & oposta & do ADP, que parece ndo ter
efeito “"per se” na oxidagBo tidlica. embora seja capaz de

proteger s membrana dos efeitos do ion {figura 7B).

De fato, podemos observays pela Ifigura 8 gue o ADF é o
finico - entre o0s agentes tesmtados - capaz de prevenlr o
efiuxo de ©Ca2+ induzido por altos carregamentos do ion
{tracado a3. Neste caso, a presenga de DTT antes da adig8o
do Ca?r nfo exerceu efeito protetor algum sobre a membrana

{tracado b).
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Figura 4. Efeito de ADP. DTT. BHT e ATR sobre o efluxo
de Ca®~ induzido por t-buQOH em mitocondrias isoladas
de Tigado de rato. MFR (img/ml) foram incubadas segundo
as condicdes descritas em Materiais e Métodos. (&) ADP
200uM: (b) DTT ImM: (c) BHT 50uM ou (e) ATR 50uM foram
adicionados 1 minuto antes da adicdo de Ca®+ 30uM e t-
buOCH 5HOuM. O tracado (d) representa o© experimento
contr&le, onde somente Ca=r e oxidante foram
adicionados apds a oligomicina {oligo).
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Figura 5. (O _efeito do ADP sobre o efliuxo de Ca=-
induzido vor t-bullH dewpende do carregamento de (aZ—,
MFR (lmg/ml) foram incubadas nas mesmas condicaeg

experimentais descritas na figura 4. na presencs de ADP
20aM  onde  indicado. t-buOOH S0uM e diferentes
concentractes de Ca=r {(a) 30uM: (b) S0uM e (¢ SouM,
foram adicionados 1 minutc apéese o ADP. A linha
tracejada representa o mesmo experimento do tracado ()
mas na auséncia de ADP.
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Figura 6. DIT € o mais efetivo na inibigio do efiuxo de
Ca2r induzido por concentracdes maiores de T-buQOH, MFR

{1mg/ml) foram incubadas nas mesmas condieles

experimentals descritas na figura 4. {(a) ADP 200uM: (b}
DTT 1mM, foram adicionados 1 minutc antes do CaZ+50nM e
t~bulOH 100uM. A 1inha tracejads representa o
exXxperimento controle, onde somente Ca2+ e oxidante
foram adicionados.
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Figura 7. PFapel do DUT (A e ADP (E)
a%r &  t-bullH, MFR

g  parmeabilidade incduzids por O

{img/ml) foram incurpadss nas Mesmnas condicdes
experimentais descrivas na Ifigura 4. Em (A): {a) DTT
imM Toi adicionadoe 1 minuto antes da =adigio de (CaZ~
30uM e t-bullH 100uM; (b)) mesmo gue (a) ma= na auséncia

de DTT e t-buOOH. Em (Bj: {a) ADP 200uM foi adicionado
1 minuto antes da adic&oc de CaZ+ 30uM e t-bulOH 160M:;
{(b) mesmo gque (&), mas na auséncia de ADE e OaZ+. A
linha tracejada represents o experimento controle. onde
somente o CaZ+ e oxidante foram adicionados.
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Figura 8. Hieito do ADE e DITT sobre o efiuxg de Ce2r em
mitocondriag  carregadas com alto Ca2r MFR  (img/ml)
IToram incubadas nas mesmas condicdes experimentaie
descritae para a figura 4. {(a) ADP 200uM: (b)) ITT 1mM
foram adicionados um minutc antes da adicdoc de (a=r
150uM. O experimento (c) representa o experimento

contrdle, apenas com & adicia de (Ca2~ lﬁQuM onde
indicado.
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Inchamento de mitocondr-ias incubadas na presenca de

Caz2+ e Pi.

@uando, ac invés do oxidante, utilizamos Pi como agente
indutor da permeabilizacido mitocondrial, podemos observar
gue a adicdo de Ca¥+ HOuM seguida por P1 10mM induz ums
diminuicdoc na absorbanciz =& 5Z0nm aque correspondes & um
aumento na permeabilidade inespecifica da membrana
mitocondrial interna (figura Y, tragado d). Fodemos
observar que somente o ADP., dos inibidores testados foi
capaz de dinibir totalmente a <transic8io de permeabilidade
{tracgade al). O tragado b mostra que o DIT foi capaz somente
de atrasar a fase inicial do processo enguanto o BHT
praticamente ndo teve efelto protetor algum {(tracado o).
Agui. novamente come esperado. © ATR ascelercu os efeitos

combinados de Ca<%+t e Pi (tracado e}.

Como & proteclo conierida pelo ADFP & semelhante a do
EGTA gquando se registra <« inchamento mitocondrial de
mitocdbndrias carregadas com Ca=+r e Pi, rsalizamos os
gxperimentos das figuras 10 & 11 com o objetivo de verificar
a participacic do carreador ADP/ATP no procegso. & Ifiguras 10
mostra gue egta TDroLesiac QCorYre egpecifticaments com
nuclieotideos de adenina (tragados a. b1, sendo ague Ghp
inclusive potencializa o dano (tragado ¢). Além disso.
pademcs verificar pela figura 11 que a adicio de atractilasts
(ATR) onde indicadco, fol capaz de reverter somente o efeito
protetor dos nucleotideos de adenina, sem afetar a ac8c do

BGTA.
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Figura 9. Efeitc de ADP. DTT. BHT e ATR _sobre o
inchamento  mitccondrisl  induzico por. alitas
concentraces de CaZ2+ e fosfato, MPFE (imgs/ml) foram

incubados nas mesmas condicdes experimentals descritas
em Materiails e Métodos. (a) ADP 200uM; (o) DITT 1mM: (¢
BHT 5CuM e (e ATR 5H50uM foram adicionados 1 minuto
antes da adig8o de Ca=2* 50uM e Pi 10mM. 0 tracado (d)
representa 0 experimento contrile, onde somente (CaZ+ e
Pi foram adicioconados onde indicado.
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Figursa 10. REspecificidade do  efeito praotetor de

ruclectidecs de adenina sobre o inchamento mitocondrial
induzido por Cazr e Pi., MFR {img/ml) foram incubadas
nas mesmas condigdes experimentais descritas na figura
9. (ab)ADP ou ATP 200uM; (&) GTP 200uM; (e) GDF 200uM
foram adicionados 1 minuto antes da adicdo de CaZ+ 50

e Pi 10mM. O tragado {d} representa ¢ experimento
contrdle, feito somente na pressnca de Ca%+ e Pi.
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Figura 11. ATEK reverte somente a protegic conferids por
nucleotideos de adenimna ac inchamento mitocondrial
induzido por Ca2+ e Pi. MFR (imgs/ml) foram incubvadas
nas mesmas condicdes experimentais descritas para a
figura 9. {(a) ADF ou ATP 200uM e (b) EGTA 500uM Ioram
adiciconados 1 minuto antes da adicio de Ca=+ HO0uM e Pi
1tmM. O tracado (¢} representa ¢ experimento controle,
feito somente na presenca de Ca2+ e Pi. ATR 50uM foi
adicionado onde indicado {(linha tracejada).



08 efeitos protetores do ADP e da ciclosporina A sobre

o colapso em O induzido por altas concetragges de Ca2+ e Pi

s830 distintos.

As figuras 12 e 13 mostram que a adigdo de CaZ2+ 50uM =&
mitocHndrias incubadas na presenga de Pi 5mM induz uma
rapida queda no rpotencial devido aoc actmule do ion no
interior das corganelas. seguida por uma fase mais lenta de
diminuig¢8o em 4 a niveis muito baixos (tragado a). Esta
Tase é indicativa de am sumento na transigéo de
permeabilidade na membrana mitocondrial. Podemos verificar
pela figura 12 gue o ADP Z00uM. guando adicionado antes do
Ca=z2+ protege totalmente as organelas da despolarizacic na
membrana (tracade b). O ADP também €& capaz de reverter
parcialmente © processo de permeablilizagdo quando adicionado
imediatamente apdés o inicic da gqueda em BT{I {tragado <).
Entretantc.,. guando adicionadoe na auséncia de um potencial
mensuravel, ele perde a capacidade de repolarizar a membrana

{tracado d}.

Guando realizamos o0 mesme experimento da Tfigura 12
substituindo o ADP por ciclosporina A (LsA), podemos
obgervar gque a presenga de CsA € capaz de reverter
totalmente © efeitc do Ca®+ gobre a gueda do potencial
elétrico de membrana (Figura 13, tracados b.c.d) mesmo
naguelas condicdes onde o ADP jad n8oc & mals capaz de atuar
{(tracado d). A linha tracejada mostra gque a adi¢8o anterior
de CAT n&oc impede a revers@c da gqueda em A pela CsA. Alem

disso, os dados da figura 14 mostram gue na pregenga de UsA
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e na auséncia de ADP, a adicéo posterior de CAT ndo tem
efeito salgum eobre o O (Figura 14, tragadoe ). Entretanto.
guando ADP tambem egtd presente no meio de reaciso a adicéo

de CAT induz uma gueda parcial em QW (Figura 14. tracadc bi.

2+

app Ca

200~

180

AyimV)

160~

a,d

vl S—

%

Figura 12. Efelito de ADP sobre a gueds em Oy lInduzids
por CaZ* e Pi, MFR (img-ml) foram incubadas segundc as
condigdes descritas em Materialis e Metodos e Ca2+ LOuM
foi adicionado em todos 08 experimentos onde indicado.
{a) mnenhuma outra adic&oc: (o) ADP 2Z0UuM adicionado
antes da adicdo de Ca=2+; (¢) ADP 2Z00uM adiclonade
durante a queda no ﬂv; (d) ADFP 200uM adicionado apds o
colapso em B?.
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Figura 13. Efeito da cicliosvorina A sobre a gqueda em OV
induzida por CaZ+ e Pi. MFR {(img/ml) foram incubadas
nas mesmas condi¢fes experimentais descritas para a
figura 12, substituindo—s=se ADFP por ciclosporina A {Ush)
C.5uM. A linha tracejada representa ¢ mesmo experimento
de {(d}, com a adigdo de CAT Z.5uM onde indicado.
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Figura 14. CAT reverte wmarcialmente o efeito combinade
ge CshA e ADE sobre s gueda em O induzida por Cazr e
Pi. MFR (iImg/ml) foram incubadas nas mesmas condigdes
experimentals da figurz 12, com a adigBo de CsA 0.5uM
seguida da adig8c de CAT 2Z,5uM onde indicado, na
auséncia {a) ou na presencsa de ADP 200uaM (b;.
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Efeito do Ca®* sobre o conteugo de carreadores ADP/ATP

ativos na membrana

O CAT é um inibidor especifico do carreador ADP/ATP,
com uma esteguiometria de inibig8c de 1:1. Assim, podemos
estabelecer gquantos pmoles de carreador estdo ativos na
membrana diretamente da c¢oncentragioc em pmoles de CAT
necessarios para inibir totalmente a respirac¢8o estimulada
pelo ADF. Realizamos ent8ic os experimentos da figura 15 cujo
protoceolo estabelecia um tempo de pré-incubagéo das
mitoctndrias com Ca®+ na auséncia de substrato respiratdrio.
com © objetivo de simular as condigd8es da figura 124.
Podemos observar claramente pela figura 15 gue a velocidade
de respirac8o no estadeo 3aprp foi sendo gradativamente
inibida com o aumento na concentraciic de CaZ+ presente no
periodo de pré-incuba¢ioc. Na presenca de 860uM de Ca?+, a
mesma guantidade de CAT (Z200pmoles/mg) que no experimento
contrbéle era suficiente para inibir cerca de 25% dos
carreadores ativos na membrana {(figura 15 A, tracgado ¢
inibe agora totalmente a entrada do ADP (figura 15 C,
tragcado c¢). Estes dados mostram que mitocéndrias gque
sofreram & transigidc de permeabllidade também soirem
inativagdo do carreador ADP/ATP, dependendo da quantidade de

CaZ2+ presente no meio de reag8io (figura 15 A.B.C).
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Figura 15. Incubacis de mitoctndriss desenersizadas com
La®r diminul o contewdo de fLTranglogases ativas  ns
pembrana. mitogondrisl. MFE {(1mg/mi) foram incubadas
como descrito emn Materiais e Metodos COom 3
concentragbes de Ca=+ diferentes: (A} 10uaM: (B) 30aM =
{0y BUunM. Apds 3 minutos de pre-incubacdoc. EBEGTA O, DmM
fol adicionado antes do succinate (SUC) 5mM. As outras
adicdes Ioram: (a) ADP 1ImM: (b)) nenhums outra adicioc:
{(ey CAT 20Upmoles/mg., adicicnado 1 minuto antes do ADP.
A linha tracejada representa 08 mesmos experimentos de
{a) Teltos na presenca de vermelho de ruténic (RR) HuM.



Trés condic¢des impedem a diminui¢8Bo do conteiddo de BAC

ativos na membrana mitocondrial pelo Ca=2+,

Como a ciclosporina A € wum potente inibidor do poro
dependente de Ca<2+, realizamos a titulagio do contendo de
AAC ativos na membrana nas mesmas condi¢des descritas para a
figura 15, porém na presenca de ciclosporina A (CsA) durante
o periodo de pré-incubacio com o ion. Os resultados da
figure 16 mostram claramente aque a ciclosporina A foi capaz
de proteger o carreador da perda de atividade gue ocorre com
a pré-incubac8o de mitocdndrias desenergizadas com alto Caz+

{tracados d.,e,f).

Convem ressaltar que, embora a ciclosporina seja capaz
de impedir & inativa¢8o do carreador ADP/ATP induzida pelo
Ca=2+, ela praticamente néo tem efeito sobre a gquantidade de
carreadores ativos na membrana na auséncia do ion, conforme
rode ser observado na Tabela I. A Tabela I mostra ainda gue
a velocidade de consumo de oxigénio pode ser restaurada a
valores muito proximos dos niveis do controle em mais duas
situagdes distintas. além daguela descritsa na figura 16: com
s adigdo de vermelho de ruténiio no pericdo de pré-incubagio
ou com a adicdoc de FCCP - um desacoplador - apés o estimulo
do consumo de oxigénio pelo ADP. O fato do FCCP ser capaz de
restabelecer a velocidade méxima de consumo de oxigénio
indica que a inibi¢8o observada na respirag8o estimulada
relo ADP & de fato devida a inibic8o do carreador ADP/ATP,

Além disso. podemos observar pela tabela I que a presenca de
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TTT no periodo de pré-incubsecdo ndo fol suficiente pars

rrevenir o efeito do Ca®+ sobre a atividade do carreador.

Tabela 1. Titulac8o d ; 5
mmmmmmgamm
MitocdHndrias de figado de rato (img/ml) foram pré-
incubadas nas mesmas condicdes experimentais descritas
para a figura 15. Quando presentes, DTT 1mM, RR 5HuM ou
CesA 0O,5uM foram adicionados ao meio de pré-incubsgdo.
FCCP G.8uM, guando presente fol adicionado apds o ADP.

velocidade de consumo de Oz
{ng &tomo Oz.mg-i.min—1)

Condictes Experimentais|estado 4 |estado 3app | estadodrcor
EGTA ©0.5 mM 63.9 336.8

EGTA 0.5mM + CAT 181,7

Ca2+ 10uaM 7G,8 340,0

Ca®+ 10uM + CAT 190.8

CaZ+ 50uM 71,0 142.0

Ca2+ 50uM + CAT 85,2

Ca®+ 50pM + DIT 70,9 128.,0

Ca2+ 50uM + FCCP 71,0 142.,0 338.5
CaZ+ 50uM + RR 85,8 341.2

CaZ+ 50uM + CsA 70.8 344.,3

EGTA O.5mM + CsA 88,2 335.9

EGTA 0,.5mM + CAT + CsA 193,0

i
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Figura 1o. Titulag¢8c 4o conteudo de transiocases ativas
na membransa mitocondrial na presenca de ciclosgporina A
no _periode de pre-incubacgdc com  ws=r, MFR  {img/mi)
foram incubsasdas nas mesmas condicdes da Iigura 1o,
ausencia (linha cheia)

na
ou presenga de UsA 0.5uM {(linha
tracejadal. Apts 3 minutos de pré-incubacico. EGTA O.5mM
foi adicionado antes do succinato (SUC) H5mM. (8) & (d)
nenhuma outra adicéo: (b) e (e) ADP 1mM edicionado onde

indicado: () e (I CAT Z0Upmolessmg. adicionade antes
do ADP 1mM.
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Caracterizag8o do poro dependente de CaZ+em Particulas

Sub-~-Mitocondriais (PSM).

Com o objetive de testarmos a necesmidade da interacso
da ciclofilina com o© carreador ADP/ATP para a abertura do
poro dependente de Ca?+*, reaslizamos o8 experimentos das
figuras 17 a 18 com particulas sub-mitocondriais (PSM), gque
s8o destituidas de ciclofilina por ndo possuirem os
componentes da matriz mitocondrial. Podemos observar pela
figura 17, através do eletrodo de TPB- gue nossa preparacdo
de PSM € do tipo invertido, uma vez que é capaz de gerar um
potencial elétrico na membrana (positivo internamente) apés
s adicdc de NADH. Esse opotencial pode ser inibido na
presenga de rotenona. sendo restaurado por adicdes de
succinato. Assim, a medida deste potencial pode ser
utilizada para registrar mudangas nas caracteristicas de

permeabilidade da membrana das particulas.

Curiosamente, guando adicionamos uma grande gquantidade
de CaZ2+ a0 meic de incubacd8o {500uM). cbservamos que nso
havia gualguer alterasfic no potencial formado pelas adicl8oc de
NADH (figura 1iB8. tragado a). Pelo contrario, a adicdo de
CaZ+ 100aM ao potencial 18 formado era sempre seguida pelo
aumento na captac@o de TPB-, que voltava em seguida para os
mesmos niveis anteriores. Por outroe lado, na presenca de
EGTA 1mM as particulas exibiam o mesmo perfil de resposta
apbs a adig8o de NADH (tracado b). Realiizamos entio os
experimentos ca figura 19 com uma concentracl8o bastante

baixa de Ca=" e podemos cbservar gue, na presenca de
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aproximadamente SuM de Ca®* ocorre uma lenta liberagac de
TPE- para © meic de reacidc. indicando qQue nestas situacio &
possivel desencadsar a Lransicdc de permeasbilidade =m
rarticulas sub-mitocondriais {(figura 18, tracado a}. Fodemos
verificar também que a presenga de ciclosporina A (tracado
D) & capaz de impedir esta gueda no AW, da mesma maneira que

zltas concentracdes de Ca<+ ou a quelac8o total do ion rels

presenca de EGTA (figura 18, tracados a. b).

210
S
E
=. 180-
<1

150

—

*

NADH

suc

Figura 17. As particulas sub-mitocondriais iscladas g80
do  tipo invertida. caparzes de  gerar  um. potencisgl
transmembrana., PSM (0.bmg/ml) foram incubadas como
descrito em Materiais e Metodos. NADH 5mM. rotenona
(ROT)Y 5uM, succinatc (SUC) EmM e antimicina A (AA) 1uM
foram adicionados onde indicado.
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Figura 18B. Altos carregamentos de CaZ2+ impedem &

abertura do poro dependente de Ca®* em particulas sub—
mitocondriaig, PSM (0.Bmg/ml) foram incubadas nas
mesmas condi¢des experimenteis da figursa 17, na
presenca de (a) Ca2+ HO00uM ou (b)Y EGTA 1mM. CaZ+ 100uM
foi adicionado em {a), onde indicado.
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Figura 19. Concentracdes bajxas _de  CaZ%r induzem

abertura _do vorg dependente de Ca=+ em particulas sub-
mitocondriais, PSM (O.5mg/ml}y foram incubadas nas
mesmas condi¢des experimentais descritas na figura 17.
{8&) Ca=Z+ HuM; (b) mesmo gue (&) mas na presencga de Usi

0.5uM.
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DISCUSSA0

Nosso cbjetivo neste trabalho foi verificar a
participracdo do carreador ADP /ATP no fendmeno de abertura do
poro dependente de Ca2+, resgponsével pela transicic de
vermeabllidade da membransa mitocondrial interna. As viarias
hipdteses existentes para explicar seu mecanismo a nivel
molecular foram formuladas principalmente apds ¢ estudo da
sensibilidade desta transig3o de permeabilidade & agBo de
varios inibidores (Broekemeier et 8111,1985:; Carbonera &
Azzone,1988; Fagian et alii.18%0)., Assim. ac iniciarmos
nosso trabalho. em 1880, a primeira pergunta gue tentamos
responder foil gual seris a extens8oc da participagBo do
carreador ADP/ATF no processo de transicio de permeabilidade
da membrana mitocondrial idinterna. Realizamos entdo os
gxperimentcs das figuras 4 a 11 nas mesmas condigdes
experimentais, com o objetivo de comparar a efetividade de
alguns inibidores da permeabilizac8o mitocondrial induzida
por Ca2+, na presencga de dois agentes liberadores: t-butil
hidroperéxido {t-bulOH)}, um oxidante de nucleotideoas de
piridina & de GSH intramitoccondriais, e fosfato inorgénico
{Piy. 0s inibidores utilizados foram ADP - substrate do
carreador ADP/ATP {Lé GQudc & L& GQude,1888, 188873,
ditiotreitol (DIT) - redutocr de grupos sulfidrila (Pfeiffer
et alii,1988; Fagian et alii,1980) e butilhidroxitolueno
{BHTY - seqguestrador de radicais livres (Carbonera &

Azzone,l1888; Carbonera et alii.l1988).
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Esses experimentos nos mostraram gue o ADP foi sempre o
mais efetivo em proteger as organelas. ’Cs‘ UTT. que age por
manter os grupcs sulfidrila no estado reduzido. foi capaz de
inibir o dano somente em condigfes oxidativas. Istc noe leva
a concluir que & presenca de CaZ2+ e Pi, embora seja capaz de
desencadear a transicfc de permeabilidade na membrana das
mitocHndrias, ndc resulta na oxidacBo eignificativa de
proteinas da membrana. embora nestas condigdes haja um
estimulo do consumo de oxigénio pelas mitocedndrias gue pode
ser ascompanhade por um aumento ne vazamento de elétrons. Na
verdade, & explicac3o do dano mitocondrial ser proveniente
de um atagque de radicais de oxigénio aos lipideos e
proteinass da membrana (Carbonera & Azzone,18988; Carbonera et
81ii1,1888) pode ser descartada devido ao modesto efeito do
BHT quando comparado aos outros dols agentes nas figurass 4 e

9.

Outra conclus8o importante que pudemos tirar destes
experimentos € a de gue a ag8oc do ADP parece estar em
impedir especificamente ¢ efeito do CaZ+ sobre a membrana.
independente do agente liberador utilizado. Além disso. os
experimentos da figura 10 & 11 nos indicam gue o carreador
estd, de alguma maneira. envolvido na ag8c do Ca%®+ nesse
processo de permeabllizacidc da membrana mitocondrial, pois a
proteqiio €& especifica para nucleotideos de adenina e o
atractilato (ATR), que desliga especificamente nucleotideos
de adenina®'sitios de ligacdo da translocase (Klingenberg,

18853, reverte apenas o0 efeito protetor dos mesmos.

e
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Nesta etapa do travalho a literatura registravae uma
opinidop Quase consensual de aue é. Trangi¢ko de
permeabilidade induzida por Ca%~ geria mediada vela abertura
de um poro sensivel & ciclosporina A (Crompton et alii, 1987
Novgoreodov et &l1ii,189Z; Bernardi,lg82). Eesolvemos entdo
investigar mais detalhadamente a aGcao do ADF., da
ciclogporima A e a atividade do carreador ADP/ATP em
mitocbndrias incubadas na auséncia de substrato
respiratoério, ou seja, sem um potencial elétrico
mensuravel . segundo alguns autores condicdo suficiente para
induzir = apertura do POYo dependente de Cas+

{Bernardi, 18982).

Os resultados da figura 12 est8o em concordancia com
dados da literatura gue indicam gue c¢om & membrana
despolarizada o ADP pode, inclusive estimular a aberturas do
poro (Crompton & Costi,1890). Foi proposto gue, nestas
condicles, 0o ADF poderia ©permitir a interconversio de
qualguer carreador da conformacido "'m” para & conformacdc e
{Halestrapr & Davidson.1i880). Por ocutro lado, os experimentos
da figura 13 mostram que & ciclosporina ainda €& capaz de
reverter a despolarizag8o da membrana em condicgfes nas quais
o ADF Jja mn8oc ¢ mais capaz de agir. Esses experimentos
sugerem claramente gque o ADP e a ciclosporina A previnem o
colapso em ﬂi{T em mitocdndrias carregadas com CaZ+ e Pi, por
mecanismos distintos. O fato do CAT n8c interferir com a
ac8o da ciclosporina a menos que ADP também esteia presente
no meic de reagdo (figurs 14) indica gue & protegdo

conferida pela ciclesrorina A ocorre através de um mecanismo

5&



que g envolve a ligagdoc da droga com o sitio de ligacio de
nucleotideos do carrssdor {Halestrar & Davidson, 18801
Hovgorodov et alii,l188Z. Bernardi.l188Z). Alem disso, a
ligacso da ciclosporina a seu sitio parece néo impedir a
ligacio do ADP ao carreador ADP/ATPE, pois a adigdo de CAT.
guando ambos, ADP e CsA tambeém est8o presentes € capaz de
induzir um colapso parcisal no potencial elétrico (figura

i4}.

Muito recentemente foi mostrado gque o efeito da
ciclosporina A pode ser modulado pela interacio do ADP com
un sitic de baixa afinidade. insensivel a CAT (Novgorodov et
alii,1osez). Estes dados favorecem & idéia, proposta
inicialmente por Hunter e Haworth em 1979, da existéncia na
membrana de duas estruturas independentes embora
interativas: o© poro dependente de Ca=2+ e o© carreador
ADP/ATP. Por outro lado, h& outro grupdo que sugere gue o
carreador ADP/ATP seja convertido. ele mesmo, no suposto

poro {(Halestrap & Davdison,l1l850).

Nossos resultados, da titulacan da contetdo  de
translocases ativas na membrana indlcam gue em mitoedndrias
desenergizadss,. condicédo suficliente para ©oorrer & sberiturs
do poro (Bernardi,l®¥Bz). a incubacio com a2+ leva a uma
diminuic8oc no contetdo de translocases ativas na membrana.
Esta inativagdo, por sua vez, € prevenida pela presenga de
ciclosporina A no periodo d4e pré-incubagdo (Figura 16:).
Apesar da ciclosporina A n#oc ter agdo direta no carreador.

ela impede & agdc do Ca=+ sobre ele. Isto nos levae a

&8¢



concluir por um envolvimento direto do carreador com o
rrocessc de abertura do poro dependente de CaZ+. Como egtsa
inativa¢soc n8oc € prevenida pela presenga de DIT no periodo
de pré-incubacgio podemos concluir gue embora o carreador
apresente pelo menos 2 grupamentos SH na sua estrutura
{Aguila & Klingenberg,188Z; Aquila et alii,1®9B2Z), estes nao
est@o envolvidos no mecanismo de inativacdo do carreador
pelo CaZ+ e portanto ndo sd8o os responsaveis pelo mecanismo
de abertura do poro dependente de CaZ+ {(Fagian et alii,1990;

Vercesi,1983).

Além disso,. esges resultados também favorecem a
proposta da existénclia de wum sitio de ligagdo para a
ciclosporina A independen‘;e: do sitio de ligac8o para CaZ+ e
de gue ha uma a¢fo sinergistica entre eles (Novgorodov et

alii.199Z; Petronilii et alii.1993).

As mitocOndrias contém pelo menos dois componentes que
ligam CsA com alta afinidade (McGuinness et alii,1990) sendo
gue © de malilor afinidade foi identificado come sendo a
ciclofilina (Halestrap & Davidson,199%0). Para testar a
hipotese da abertura do poro ser consequéncia da ligacdc do
carreador ADP/ATF com a ciclofilina {(Halestrap &
Davidson, 1980), realizamos experimentos com particulas sub-—
mitocondriais gque s83o destituidas dos constituintes da
matriz e com o8 lados da membrana invertidos, com a
exposig¢do do lado wveoltado para a matriz mitocondrial nas
mitocOndrias intactas agora diretamente para o meio de

reagdc.
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De fatc, o8 experimentos sobre a Tormacio de Ny em
particulas sub-mitocondriais Be mostraram ume, bos
alternativa para testar alguns eventos regulatorios do
rrocesso de abertura do poro. Observamos gque guando estas
particulas foram energizadas com NADH, houve a geracdo de um
rotencial eletrico, positivo dentro que, surpreendentemente
néo fol colapsado com alto carregamento de CaZ+ (Figura 181.
Estes dados aparentemente estavam em concorddncia com
agueles obtidos recentemente por Crompton e colaboradores
{189Z), gue sugeriam que as particulas sub-mitocondriais nao
eram capazes de sofrer a abertura do poro dependente de
CaZ+. Entretanto. aqueles resultados obtidos com a adicédo de
Caz+ ao potencial Jja formado (figura 18) nos intrigava.
Nestas condi¢fes, parecia estar havendo entrada do ion pars
o interior das rarticulas, apesar delses estarem com &
membrana invertida, do tipo “inside out” (figura 17).
Revendo a literatura, observamos o registro de captagido de
CaZ+ por particulas sub-mitocondriais do tipo “inside ocut”

(Lovter et alii.,l8Bd: Gunter et alii.ig78;.

Partindoe do propostc por Petronilli e colaboradores
(1883) de gque existem dois sitios de ligacio para Ca®+ na
memorana mitocondrial {(um externo., inibitorio da abertura do
pOro e outro internc, estimulatéric da abertura do mesmo ),
nas particulas estes sitios também estariam invertidos e com
sua entrada poderia estar havendo ligac8o do CaZ+ aos sitios
inibitdrios, o que explicaria o fato de n#c observarmos
efeitc algum do ion sBobre o potencial elétrico. Se esta

nossa hipbétese estivesse correta. na Presenga de uma



concentragdo de Ca%+ baixa ¢ euficiente para ese ligsar
somente aos sitios externos das particulas, deverismos
observar abertura do poro dependente de CaZ2+. De fato,
guando apenas o8 sitios estimulatérios est8o ligedos com
CaZ2+, observameos facilmente a ocorréncia da transicio de
permeabilidade (figura 18). HEsses resultados tém o mérito de
demonstrar, pela primeira vez na literatura a abertura do
poroc dependente de Ca=Z+ também em particulas sub-

mitocondrials.

Os resultados apresentados nas figuras 18 e 19
confirmam assim a existéncia de dois sitios de ligac8o parsa
Ca=2+ (localizados em lados opostos da membrana), um
egtimulatdrio € outro inibitdrio da abertura do poro. Hstes
dados aparentemente explicam o8 resultados negativos obtidos
por Crompton e c¢olaboradores pois estes asutores trabalharam
com altas concentragdes de Ca=2+ para induzir a transicdo nas
particulas (100uM). HNestae condieSes. parece estar havendo
entrada do ion para o interior das particulas sub-
mitocondrials (Loyter et alii,l1®69;: Gunter et a21ii,1i878) e

ligac8o deste aos sitios inibitdrics (figura 18).

A ocbservacsc de que a ciclosporina A € capaz de
prevenir o efeito do Ca=®+ tambeém nas particulas sub-
mitocondriais descarta definitivamente a necessidade da
intersgdo com a ciclofilina para o carreador ADP/ATP se
transformar no poro dependente de CaZ+r (Halestrar &
Davidson,1880) e sugere gue o sitic de ligacéo da

ciclosporina A. capsz de sumentar a probabilidade do poro



estar fechado, esta localizado na membrana mitocondrial

(figura 19). Esses resultados indicam que a ciclosporina A,

quandc ligada & seu 8itio na membrana, impede de alguma
maneira a ligacdo do CaZ+ aos sitios estimulatdérios da
abertura do poro. Ao mesmo tempo, ©O8 resultados com
mitoodbndrias intactas mostraram que a interagdo da
ciclosporina A com seu sitio também impede a inativacdo do
carreador ADP/ATP induzida pelo CaZ. Esses dados sugerem que
o carredor se converte no poro dependente de CaZ+ atraveés da
ligag8o do cétion a ele. Neste sentido, Halestrap e
colaboradores J& haviam propostoc que o CaZ+ ge liga ao
carreador ADP/ATP principalmente guando este esta no estado

conformacional "¢ {(Halestrap & Davidson.l1980;.

Uma parte essencial do modélo gque propfe o mecanismo de
"passagem Ppor poro atravées de um unico centro de ligac8o”
para explicar o mecanismo de agio do carreador na membrana.
prevé a existéncia de portdes ('gates’ ), presentes em ambos
os lados do canal de translocacfo (Klingenberg,l989). Este
modelo estipula gue ou ¢ "gate’ externo ou o interno estara
fechado gquando o carreador estiver aberto ou fechado.
Recentemente, Kiingenbersg propds gue & manutengido da
estrutura dimérica ITuncional do carreador (Hackenberg &
Elingenberg, 1881} sela Teita atraves de interacfies
eletrostidticas entre residuos negativos moveis, presentes em
ambcs os lados do centro de ligac3o, com residucs positivos
do centro de ligacdo ou dos portdes (“gates” ), de acordo com
um modélo chamado de ‘modélo de cargas oscilantes”

{Klingenberg,1892). Nosscos resultados, mostrando gue o ADP



perde a capacidade de proteger as organelas em condicdes de
baixo AW, devido & perda de atividade do-carreador ADP/ATP
induzida ©peloc Ca2+, sugerem gue & ligacso do ion ac
carreador pode estar desestabilizando estas interacdes
eletrostdticas e induzindo a dissocilag8o do dimero
funcional. Esta dissociag8o, por sua vez, transformaria
gradualmente o proprio carreador ADP/ATP no poro dependente
de Ca=2+., Trabalhos estdo em curso em nosso laboratdério para

provar essa nessa hipdtese,
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LIPOPEROXIDATION ASSOCIATED WITH MITOCHONDRIAL
MEMBRANE PERMEABILIZATION IN THE PRESENCE OF Ca*

M.F. NEPOMUCENO, D.V. MACEDO and L. PEREIRA-DA-SILVA

Depariamenio de Bioguimica, Instituio de Biologia,
Universidade Estadual de Campinas, 13081 Campinas, SP, Brasil

Lipoperoxidalion was investigated as & step for membrane protein thiol oxidation of rat liver
mitochondria incubated in the presence of Ca™" and t-butylhydroperoxide, by the determination of thicbarbituric
scid reactive substances. Lipoperoxidation oceurred only when the incubation medium contained 125 uM t-
butylhydroperoxide (1-buQOH) inthe presence of Cu” and phosphate (Pi}. Nolipoperoxidation was observed when
acetate replaced Pi as permeant anion, or when the oxidant was emitted, even at high Ca?" and Pi concentrations
(upio 120 sM Ca’ and 5 mM Pi), conditions under which the mitochondria are fully permeabitized. In both cases,
ADP protected efficiently against permeabilization, indicating the possible invelvement of the ADP/ATP carrier

in the earlier stapes of the process.
Keywords: lipoperoxidation, hydroperoxides, membrane permeabilization, mitochondria, ADP/ATP transiocase.

Lipoperoxidation in biological membranesisa degradative process (1) initiated
by free radicals produced under conditions of oxidative stress (2). In isclated mitochon-
dria, the peroxidation of membrane lipids causes swelling and Ca*' release among other
changes in mitochondrial functions (3). A large variety of agents are known to cause
alterations in mitochondrial membrane permeability (1,4), and it has been questioned
whether or not they share the same mechanism of action. Recently, it was shown that in
the presence of Ca®" and an oxidant such as t-butylhydroperoxide or diamide, changes in
membrane permeability are associated with membrane protein thiol disulfide bond
formation (i.e., covalent crosslinking) {5). Another group has proposed the involvement
of oxygen radicals in the damage 1o the inner mitochondrial membrane under different
experimental conditions leading to Ca”" release ().

The purpose of the present investigation was to study the occurrence of
lipoperoxidation in isolated mitochondria incubated under oxidative conditions, in the
presence of Ca* and t-butylthydroperoxide, or in the absence of an oxidant, using Ca** and
inorganic phosphate (Pi), which isalso known tobe a Ca® releasing agent (7). The possible
involvement of the ADP/ATP carrier in the permeabilization process under these condi-
tions was aiso investigated,
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Liver mitochondria were isolated as described by Schineider and Hogeboon (8)
from ovemight fasted male Wistar rats weighing 200 10 250 g. The final mitochondrial
peliet was resuspended in an isosmotic medium containing 250 mM sucrose and 3 mM
Hepes, pH 7.2, and the protein content was determined by the biuret method modified by
the addition of cholaie. The lipoperoxidation experiments were carried out at 30°C in an
incubation medium containing 125 mM sucrose, 65 mM KCl, 3 mM Hepes, pH 7.2, 5mM
succinate, 4.0 uM rotenone, and 1 mg mitochondrial protein permi. All other additions are
indicated in Table 1. When Pi was added it was pre-treated with Chelex as described by
Buettner (9) to remove trace metal ions. After 10 min of incubation the mitochondrial
suspension was centrifuged in an Eppendorf microcentrifuge. Samples of 0.5 ml of the
supernatant were treated with 1.0 ml of a2 mixture containing 15% (w/v} trichloroacetic
acid, 0.375% (w/v) thiobarbituric acid (TBA)and 0.25 N HC], and mixed thoroughly. This
sclution was heated for 15 min at 80°C and, after cooling, the precipitate was removed by
centrifugation at 1000 g for 10 min. The absorbance of the supernatant was determined at
535 nm and the concentration of TBA reaciive substances {TBARS) was calculated using
an extinction coefficient of 1.56 x 10° M em (10). Mitochondrial swelling was followed
spectrophotometrically by the decrease in absorbance at 520 nm. Mitochondria {1 mg
protein/ml) were incubated in the same basic medium and all other additions are described
in the legend to Figure §.

The present experi-
ments were performed under
two distinct conditions. In the

Table | - Eveni of lipoperoxide formation associaied with rat liver
mirachondrial membrane permeabilization.

first case, mitochondria were  pguia are reported as means £ SD for 5 or more determinations, as nmol
treated with an oxidant, thiobarbituricacid reacting subsiances (TBARS)/mng protein for 10min
1-buCOH (113}, in the presence  at 30°C. 1-buCOH, t-Butylhydroperoxide; BHT, buiythydroxytoluene.
of variable amounts of Ca®
and Pi. Table 1A shows the

TBARS production after 10 A - Basic medium containing 125 pM 1-buGOH plus

Conditions nmot TBARS/mg protein

min of incubation under each 30 uM Ca¥ + S mM Pi 371 1.0
specific condition. The largest 30 uM Ca™ + 5 mM Ac’ 03¢0
amount of TBARS was de- 30 uM Ca® + 5 mM Pi + 200 pM ADP 22102
tected when 30 ph{ Ca and § 30 uM Ca™ + S mM Pi+ 50 oM BHT (.30 £ 0,03

. . SmMP 204 02
mM Pi were added under oXi- 9 5 niM EGTA + 5 mM Pi 025 £ 0.03
dative conditions. The pres- 100 uM Ca¥’ 0.40 + 0.05
ence of ADP during incuba- 100 pM Ca™ + 0.3 mM Pi 14103
tion decreased the TBARS B. Buasi , e § M P

. . - Basic medium containing 3 mM P pius
formation by 40% while bu 0.5 mM EGTA 02 % 0.00
tythydroxytoluene (BHT), a 20 uM Ca 005 + 0.06
free-radical scavenger (12), 30 uM Ca® 0.25 & 0.05
inhibited almost ali the 50 ubt Ca™ 025 ¢ 0.06
lipoperoxidation. This inhibi- 70 WM Gs® 027 ¢ 0.03

126 uM Ca? 035 £ D05

tion provides evidence for mi-
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Figure | - Effect of ADP and butylhydroxytoluene on the swelling of rat Hiver mitochondria induced by Ca?' plus
phosphate or t-butylhydroperexide. Mitochondria (1 mg protein/ml) were suspeaded in basic medium as described
in the text and swelling was monitored by the decrease of absorbance at 520 nm. One minute before the addition
of 30 M Ca?* plus 5 mM phosphale {Panel A ) or 30 uM Ca*' plus 50 uM t-bu QO (Panel Bj, the following additions
were made {or nol): (@) no other addition, (&) 50 uM BHT, {c) 200 uM ADP and (4) 500 pM EGTA. The initial
absorbance of the mitochondrial suspension was G.9380 at 520 nm.

tochondrial membrane lipid peroxidation leading to significant alterations in membrane
permeability, as shown by Fagian et al. (8). Lipoperoxidation is dependent on Ca®, as
indicated by comparing the results obtained when Ca** concentrations were as low as that
already present in the incubation medium {5 to 10 pM Ca?) and in the complete absence
of the ion (EGTA addition). The dependence on Pi for lipoperoxidation to occur under
these conditions is an interesting original observation. When acetate (Ac’) replaced Pi,
almost no TBARS were detected, but a very low Pi concentration was enough to increase
the lipoperoxidation. However, in the absence of the oxidant, as shown in Table 1B, S mM
Pi did not cause a significant lipoperoxidation, even when associated with very high Ca®
concentrations. Cur result obtained in the absence of oxidant does not agree with the
proposition of Carbonera and Azzone (6) whe claim that the membrane permeabilization
caused by Ca®* plus Piis due to an increase in the rate of formation of oxygen radicals via
an enhancement of the electron leak in the respiratory chain. Although lipoperoxidation
couid not be detected in the absence of oxidant, the results in Figure 1 show that the same
large extent of swelling was induced either by Ca? and t-buQOH or by Ca®' and Pi.
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Moreover, when the effect of ADP was compared with that of BHT, ADP was found to be
more efficient in delaying the swelling process even under conditions where BHT
abolished the lipoperoxidation. Since the protective effect of ADP is well known and has
been attributed to its capacity to bind to adenine nucleotide translocase, tumning the carrier
tothe matrix side (13), the present results suggest the involvement of the ADP/ATP carrier,
at least during the onset of damage to the mitochondrial membrane. The finding that both
ADP and BHT reduced the swelling observed when 1-buOOH was present to the same
extent permits us to propose that lipoperoxidation occurs onl y as one among other different
components of the permeabilization process.
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Involvement of the ADP/ATP carrier in permeabilization processes

of the inner mitochondrial membrane
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The effect of different agents on inner-mitochondrial-membrane permeabilization and lipoperox-
idation induced by Ca®* and the pyridine-nucleotide oxidant +-butylhydroperoxide or inorganic phos-
phate was investigated. Comparing the protection conferred by ADP, a substrate of the ADP/ATP
camrier, dithiothreitol, a disulfide reductant and butylhydroxytoluene, a radical scavenger, it was
found that ADP was always the most effective against mitochondrial damage, when present in the
incubation medium from the beginning. Moreover, carboxyatractyloside, a specific inhibitor of the
ADP/ATP carrier, abolished compiletely the protective effect of ADP on both the lipoperoxidation
and mitochondrial swelling processes. Experiments where deenergized mitochondria were pre-
viously incubated with Ca** showed a decrease in the content of active ADP/ATP carrier, indicating
a direct involvement of this protein in the formation of a non-specific Ca®>”-dependent pore. Our
resuits also eliminate the possibility of an attack of oxygen radicals on lipids or proteins of the
mitochondrial membrane as the primary event triggering the permeability ransition of the inner

mitochondrial membrane.

During the last two decades there have been several
attempts to explain the mechanism of the Ca*"-induced per-
meabilization of the inner mitochondrial membrane when the
organelle is loaded with Ca®* in the presence of so called
Ca’*-releasing agents [1—6]. Organic hydroperoxides, di-
amide or inorganic phosphate (P,) have been used in most of
these experiments, and different hypotheses arose to explain

__ the observed permeabilization of mitochondria [1—6].

e More recently, the oxidation of either proteins [6] o)

.2 {T9phospholipids {5} of the inner mitochondrial membrane has
been proposed as the molecular mechanism involved in these
permeabilization processes. Supporting this suggestion, it
was observed that both dithiotreitol and butythydroxytoluene
are able to protect the mitochondria against the deleterious
effects of Ca®" and either prooxidants or P, [5~8]. In fact,
this was only partially corroborated by our previous results,
which showed the occurrence of lipoperoxidation when the
mitochondria were incubated in the presence of Ca®*” and
hydroperoxide, but not when the incubation was performed
under conditions of high concentrations of Ca** and P, [9].

Since the first evidence was presented that the Ca?*.in-
duced permeabilization of mitochondria could be attributed
to a reversible Ca?-activated pore [10], increasing amounts
of data have been published supporting this hypothesis [11-
13]. Tt was also shown that the removal of Ca®™ by the addi-
tion of EGTA was enough to reseal the mitochondrial mem-
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Abbreviarions. FCCP, carboxyl cyanide 4-trifluorophenylhydra-
zone; RLM, rat liver mitochondria; 4y, membrane electrical powen-
tial; TBARS, thiobarbituric-acid-reactive substances; GSH, reduced
glutathione.

FERS Eur . Biocnom. Ms.No. £ 86 ( 93 0902/ Y) Ms.

brane [10, 11}. The protein or proteins responsible for the
pore opening and closure have not yet been identified, and a
good candidate for such role is the ADP/ATP carrier. It is
already known that both ADP and ATP and aiso the specific
ADP/ATP-carrier inhibitor bongkrekate, are able to protect
the mitochondrial membrane against the permeabilization
processes [14—16]. However, two other inhibitors of the
ADP/ATP-carmier, atractyloside and carboxyatractyloside,
amplify the damage [16, 17}, These findings were explained
through the conformational changes that the carrier un-
dergoes when its substrates {18] or bongkrekate [19, 20] are
bound, mrning it to the matrix side [18—20], or to the cyto-
solic side upon binding of atractyloside or carboxyatractylo-
side [18-—21]. However, there is no agreement regarding a
direct [22] or indirect [23] participation of the ADP/ATP car-
rier in the formation of the Ca®"-dependent pore.

The data presented here compare the efficacy of ADP
{ADP/ATP-carrier substrate}, butythydroxytoluene {a radical
scavenger) and dithiothreitol (a disulfide reductant), as inhib-
itors of the mitochondrial permeabilization processes induced
by Ca®* and two different Ca*~ -releasing agents: the pyri-
dine-nucleotide oxidant, r-butythydroperoxide, [3] and P, {1].
The occurrence of lipoperoxidation under these conditions
was also investigated.

MATERIALS AND METHODS
1solation of mitochondria

Liver mitochondria were isolated from overnight-fasted
adult female Wistar rats, according to the procedure de-
scribed in [24]. The mitochondrial pellet was ressospended
in isosmotic buffer to give a final protein concentration of
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Fig. 1. Effect of ADP, dithiothreitol, butylhydroxytoluene and atractyleside on -butylhydroperoxide-induced Ca* efflux from rat
liver mitochondria (RLM). Mitochondria (1 mg/mi} were incubated under the standard conditions described in Materials and Methods. in
the presence of 2.0 mM P,. 1.0 ug oligomycin (oligo) was added where indicated. 1 min before the addition of 30 nmol Ca*"/mg protein
and 50 pM t-butylhydroperoxide (+-buOOH), 200 uM AP (a); 1.0 mM dithiothreitol (DTT; b); 50 uM butylhydroxytoluene (BHT; ¢} or
50 uM atractyloside {ATR; e) was added. Trace (d) represents the control experiment where only Ca®* and t-butyihydroperoxide were

added after oligomycin.
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Fig.2. The effect of ADP on f-butythydroperoxide-induced Ca* efflax from rat liver mitochondria depends on the Ca* load.
Mitochondria were incubated under the experimental conditions of Fig. 1, in the presence of 200 pM ADP, 50 uM r-butylhvdroperoxide (¢
buQOH) and different amounts of Ca*/mg protein: 30 nmol (a); 50 nmol (b) and 90 nmol {(c}. (——) The experiment of trace (¢} in the

shsence of ADP,

80—100 mg/mi, determined by the biuret method modified
by the addition of cholate [25].

Standard incubation conditions

The experiments were performed at 30°C, for 10—
15 min, in basic medium containing 125 mM  sucrose,
63 mM KCI, 10 mM Hepes pH 7.2, 2mM succinate and
5 M rotenone. The final mitochondrial protein concentra-
tion was 1 mg/ml. To observe the maximum protective effect
of ADP, the mitochondrial content of ATP was increased by
prior incubation with 2 mM P, and addition of 1 pg oligomy-

ciymg mitochondrial protein. This procedure enables a
higher rate of adenine-nucleotide exchange when ADP is
added to the external medium, favouring the binding of ADP
to the ADP/ATP carrier, and tuming it to the matrix side
[18]. All other additions are described in the legends of the
figures.

Determination of Ca* fluxes

Ca’" uptake and efflux were followed measuring the free
Ca®" concentration in the incubation media using a Ca*”-
selective electrode (Radiometer, F2112, Calcium Selectrode).
The calibrations were performed according to [26].
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Fig. 3. Dithiothreito] is more effective than ADP in inhibiting the s-butylhydroperoxide-induced Ca* efflux from rat liver mito-
chondria at high concentrations of the oxidant. Mitochondria were incubated under the experimental conditions of Fig. 1, in the presence
of 50 nmol Ca**/mg protein and 100 uM r-butylhydroperoxide {(#-buOOH) {—-), following the addition of 200 uM ADP (a) or 1.0 mM

dithiothreitol (DTT) (b).

Estimation of changes in matrix volume

Mitochondrial swelling was followed spectrophotometri-
cally by the decrease in absorbance at 520 nm {27].

Estimation of lipid peroxidation

The mitochondria were incubated under the standard con-
ditions and Ca*" plus P; or +-butylhydroperoxide were added,
as described in the figure legends. P, was treated with Chelex
10 remove trace metal ions [28] prior 1o use. After different
times of incubation at 30°C, the mitochondrial suspensions
were centrifuged 2 min in an Eppendorf microcentrifuge.
Samples of 0.5 mi of the supernatant were mixed with 1.0 ml
15% {(mass/vol.) trichloroacetic acid, 0.375% (mass/vol.)
thioharbimric acid and 0.25 M HCY, in the presence of 90 yM
butylhydroxytoluene [29] and heated for 15 min at 80°C. Af-
ter cooling, the precipitate was removed by centrifugation
and the absorbance of the supernatant was measured at
535 nm {30]. The concentration of thiobarbituric-acid-re-
active substances (TBARS) was calculated using the absorp-
tion coefficient 1.536 X 10° M7 ¢m™! {31]. This measurement
may include TBARS arising from non-lipid sources [32].

Titration of active ADP/ATP carrier

The coment of active ADP/ATP carrier in the inner mito-
chondrial membrane was estimated measuring the ADP sti-
mulation of O, consumption by carboxyatractyloside, deter-
mined with a (lark electrode. Deenergized mitochondria
were incubated a1 different Ca*” concentrations for 2 min fol-
lowed by the addition of (.5 mM EGTA and 5 mM succinate.
Carboxyatractyloside (200 pmol/img) was used to titrate
the state-3.p» respiration. Other additions are specified in
Table 1.

Chemicals

All reagents were purchased from Sigma Chemical Co.
or were of similar purity.
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Fig. 4. Effect of EGTA and batylhydroxytoluene (BHT) on mito-
chondrial swelling (A} and TBARS production (B) in raf liver
mitochondria (RLM). Mitochondria were incubated in the presence
of 30 nmol Ca?*/mg protein and 200 uM r-butylhvdroperoxide (-
buOOHYS mM P, (a) and (.5 mM EGTA (b) or 50 uM butylhy-
droxytoluene (BHT) (c) were added where indicated. The dashed
line represents the experiments where only Ca®” and P, were added,
in the absence of the oxidant.



Fig. 5. Effect of ADP, dithiothreitol, butylhydroxytoluene and atractyleside on Ca* plus P-induced swelling in rat liver mito-
chondria. Mitochondria were incubated under the experimental conditions of Fig. 1. 1 min before the addition of 50 nmol Ca®**/mg protwein
and 8 mM P, 200 uM ADP (a); 1 mM dithiothreito] (ITT; b); 50 uM butylhydroxytoluene (BHT; c) or 50 uM atractyloside (ATR: ¢)
were added. Trace (d) represents the control experiment where only Ca®* and P, were added after oligomycin (OLIGO).

RESULTS

Ca* efflux from mitochondria
incubated under oxidative conditions

When rat liver mitochondria are loaded with 50 nmol
Ca**/mg protein in the presence of 50 pM r-butylhydroper-
oxide they lose the accumulated Ca** very fast, as shown in
Fig. 1. This efflux is inhibited by both ADP or dithiothreitol,
which are able to prevent the Ca’” release from these mito-
chondria to the same extent. In the presence of these agents,
the mitechondria are able to retain the accurnulated Ca?* for
long periods, up to 30 min (data not shown). However, butyl-
hydroxytoluene causes only a delay of the Ca®* effiux,
whereas atractyloside, as expected [18—21], increases the ef-

flux. This protection conferred by ADP is highly dependent

on r-butylhydroperoxide concentration, and when the amount
of oxidant was low enough to cause only a transient oxida-
tion of the pyridine nucleotide and reduced glutathione
(GSH) pools {33], ADP was able to prevent Ca®™ release
even in very high Ca®" concentrations, as shown in Fig. 2.
Under these conditions, in the presence of ADP, the com-
bined addition of 50 uM r-butylhydroperoxide and up 10
90 nmol Ca**/mg protein causes only a transient Ca®” efflux.

N However, dithiothreitol is more effective in protecting the
. mitochondria from damage at higher concentrations of the
B oxidant, when compared to ADP, as shown in Fig. 3.

&

Occurrence of lipoperoxidation under oxidative condi-
tions

In these experirnents the mitochondria were incubated in
the presence of Ca®™ and r-butylhydroperoxide and the dam-
age to the mitochondrial membrane was also estimated
following the mitochondrial swelling (Fig. 4A) and deter-
mining the TBARS formation under these experimental con-
ditions (Fig. 4B). It was observed that when butythydroxyto-
luene was added after the onset of mitochondrial permeabili-

zation, although the lipoperoxidation process was completely
inhibited (Fig. 4B) the same did not happen regarding the
mitochondrial swelling (Fig. 4A). However, the addition of
EGTA mmmediately inhibits the mitochondrial swelhng
(Fig. 4A) but does not prevent the lipoperoxidation
(Fig. 4B). Similar results were obtained when EGTA or bu-
tylhydroxvtoluene were added to the mitochondria before the
addition of Ca*’ and r-butylhydroperoxide {data not shown). .

e

Swelling of mitochondria incubated in the presence
of Ca™ and P,

When P, replaced the oxidant as the Ca®" -releasing agent,
as shown in Fig. 5. only ADP was able to completely prevent
the increase in the permeability of the inmer mitochondrial
membrane evaluated by recording the mitochondrial swell-
ing. In these experiments it is also observed that dithiothrei-
tol was only able to delay the first phase of the process
whereas butythydroxvtoluene showed no significant effect.
Here again, atraciyloside, as expected, accelerated the com-
bined effect of Ca*~ and P,. <

L

Carboxyatractyioside abolishes the protective effect
of ADP

The proteciive effect of ADP was specific for adenine
nucleotides and indeed it was observed that GDP increased
the damage (data not shown). Moreover, atractyloside always
amplified the deleterious effect of Ca®~ under both conditions
studied here, independent of whether an oxidant (Fig. 1) or
P, (Fig. 5) was used. The experiments depicted in Fig. 6 show
that the addition of carboxyatractyioside, when ADP was ob-
served to be capable of protecting the mitochondria from
sweliing (Fig. 6 A) and lipoperoxidation (Fig. 6B) induced by
Ca* and r-butylhydroperoxide, completely abolishes the
ADP effect (Fig. 6 A and B).
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Fig. 6. Carhoxvatractyioside abolishes the protective effect of
ADP on mitochondrial swelling (A) and lipoperoxidation (B) in
rat liver mitochondria (RLM). Mitochondria were incubated in the
presence of 30 nmol Ca®’/mg protein and 200 uM sbutylhrydroper-
oxide {-buQOH) plus 5 mM P, (a) with the addition of 200 uM ADP
(bj or 200uM ADP and 10pM cartboxyatractyloside {(CAT; c)
where indicated. The dashed line represents the experiment where
only Ca?” and P, were added.

Titration of active ADP/ATP carrier
in mitochondria previously incubated with Ca™
under deenergized conditions

The results summarized in Table 1 show that the activity
of ADP/ATP carrier was highly dependent on the amount of
Ca*" present in the incubation medium before energization
of the mitochondria. The state-3,, respiration rate was 60%
inhibited at 50 uM Ca*~ in the prior incubation medium.
However, the rate of O, cofjsumption was restored to values
very close to the control leve] under three distinct conditions:
the addition of either Ruthenium red or cyclosporin A to the
prior incubation medium, or the addition of an uncoupler
carboxyl cyanide 4-trifluorophenythydrazone (FCCP) after
the ADP-induced stimulation of O. consumption. It is inter-
esting to observe that the same carboxyatractyloside concen-
tration sufficient to inhibit only about 25% of the active
ADP/ATP carrier, in the presence of EGTA, inhibits almost
completely the state-3.pp respiration when the mitochondria
were previously incubated in the presence of 50 uM Ca®~.

DISCUSSION

Qur results clearly dissociate the occurrence of Iipoper-
oxidation from the processes of mitochondrial inner-mem-

Table 1. Estimation of the ADP/ATP carrier activity after incu-
bation of deenergized mitochondria under different Ca® concen-
trations. Deenergized mitochondria {1 mg protein) were incubated
at 30°C ip 1 mi of basic medium without succinate. Afier 3 min,
0.5 mM EGTA and 5 mM succinate were added and carboxyatracty-
loside {200 pmobmg) was used to tirale the state 3,5, respiration,
When used, 1 mM dithiothreitol and 5 uM Rathenium red or 1 pM
cyclosporin A were added to the incubation medium. FCCP
(0.8 uM) was added after 1 mM ADP.

Experimental conditions Rate of O, consumption in

state 4 state 3,5, 51818 Jpeep
ng O,-mg™* - min~*

0.5 mM EGTA 639 336.6

0.5 mM EGTA/carboxy-

atractyloside 191.7

10 uM Ca® 70.8 340.0

10 pM Ca?*/carboxyatractyloside 190.8

50 uM Ca*” 7.0 142.0

50 uM Ca**/carboxyatractyloside 85.2

50 uM Ca**/dithiothreitol 709 128.0

50 uM Ca®*/FCCP 71.0 1420 338.5

50 uM Ca®*/Ruthenium red 65.8 341.2

50 uM Ca**/evelosporin A 708 344.3

0.5 mM EGTA/acsmpgs 64.5 345.9

ongiemeie cyciosporin A

brane permeabilization, in agreement with our previously re-
ported observations [9]. Although Ca?* is essential to the
observation of mitochondrial swelling in the presence of -
batylhydroperoxide, in Fig. 4 we show that cation chelation
by EGTA inhibits this process completely, without any sig-
nificant decrease in the production of TBARS, indicating that
once the lipoperoxidation starts it cannot be stopped simply
by the removal of Ca?*. Moreover, the addition of a radi-
cal scavenger, butylhydroxytoluene, 1s enough to biock the
lipoperoxidation process, without further production of
TBARS, as expected. but its effect on mitochondrial swelling
is only partial. These results suggest that lipoperoxidation is
not the primary event leading to mitochondrial permeabiliza-
tion, and they do not support the general mechanism pro-
posed by Carbonera et al [5, 34]. Moreover, it seems that
the observed preduction of TBARS under our experimenial
conditions is not enough to open pores in the mitochondrial
membrane.

Other experiments reported here compare the ability of
different agents to inhibit the mitochondrial permeability
transition, as shown in Figs 1 and 5. In both experimental
conditions, inducing the mitochondrial damage using either
Ca*~ and an oxidant, r-butylhydroperoxide, or Ca** and P,
ADP was shown to be the more effective with respect to
protection against the observed mitochondrial permeabiliza-
tion. Dithiothreitol, which acts by mantaining sulfhydryl
groups in the reduced state, was able to inhibit the damage
only under oxidative conditions, supporting once more the
conclusion that, although in the presence of Ca®* and P, there
is an increase in oxygen consumption by the mitochondria
and this can be followed by an enhancement of the electron
leak, this condition does not result in significant oxidation of
membrane proteins. Indeed, the explanation of mitochondrial
damage through oxygen-radical attack on the lipids and pro-
teins of the membrane can be ruled out by the small effect
of butylhydroxytoluene as a protectant in the experiments



described i Figs 1 and 5. These findings suggest that this
oxidation occurs as a second step of the permeability transi-
tion, leading 10 a general joss of the membrane integriey.

Our results alse strongly suggest the invoivemen: of

ADP/ATP carrier in the process of pore opening, and are
corroborated by the experiments shown in Fig. 6 where we
demonstrate that the addition of carboxyatractvioside to the
mitochondria previously incubated in the presence of ADP
reverses completely the protective effect of ADP towards not
only the mitochondnial swelling. but also to the peroxidation
of membrane lipids. This seems to indicate that the binding
of Ca* to mner sites when ADP/ATP carrier is in the ¢
conformational state favours the aftack of free radicals on
membrane lipids. Further corroboration of the ADP/ATP-car-
rier participation in the pore formation arises from the data
presented in Table 1, showing that under very low membrane
electrical potential {4y) values, the presence of Ca®* is suffi-
cient to decrease the activity of the ADP/ATP carrier. As
expected, Ruthenium red prevented the effect of Ca®* and
the addition of FCCP restored the rate of O, consumption to
the contro! level, indicating that the observed inhibitton of
the ADP-stimulated respiration rate was indeed due to an
inhibition of the ADP/ATP-carrier activity. It was also shown
that dithiothreitol was not able to prevent the effect of Ca?*
on the ADP/ATP carrier. However, cyclosporin A, an immu-
nosuppressant known to inhibit the pore opening {13, 35,
361, completely prevented the loss of activity of the ADP/
ATP carrier under our experimenial conditions. Very recently,
it was shown that the effect of cyclosporin A can be modu-
lated by the interaction of ADP with a carboxyvatractyloside-
insensitive, low-affinity site [36]. This favours the original
idea of Hunter and Haworth [37] of the existence of mwo
independent although interactive structures in the inner mito-
chondrial membrane: the Ca*"-dependent pore and the ADP/
ATP carrier. However. another group proposes that the ADP/
ATP carrier could be this putative pore [22, 35]. Qur results
show that, in deenergized mitochondria the incubation with
Ca®" leads 10 a decrease in the content of active ADP/ATP
carrier and interestingly, recent data from Bernardi [38] sug-
gest that the collapse of Ay may be the cause of the pore
opening. As dithiothreitol does not prevent the effect of Ca®™
under these conditions, it seerns that although the carrer
presents at least two thiol groups [18], they are not involved
in this mechanism of pore opening. The finding that cvclo-
sporin prevented the Ca*"-induced inactivation of ADP/ATP
carrier, seems good evidence that this protein is part of the
non-specific Ca’”-dependent pore.

This work was supported by the Fundacdo de Ampare a
Pesquisa do Estado de Sdae Paulo (FAPESP), grant 91/1278-1.
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ABBREV IATIONS

(AR ADR/GTRF ctarrier; (CATH carboxvatractvloside:
(CsR) cyclosporin A (DTT) dithiothreitol:; (EGTAR) etiiene
giicol (B-aminoethylether} M, tetracetic acids: {RR)
ruthenium red; {RLM) rat liver mrtochondrias : {SMP }
submitochondrial particless {TPF™) +itetraphenviphosphonium;

{ TR tetyraphenylboron.
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ABSTRACT

The participation of the ADFP /TR carrier on the
permeability tTransition pore popening in mitochondria and
submitochondrial particles was 1investigated. When incubated
wirth high Ca®™ concentrations in the presence of inorganic
phosphate . a collapse on the transmemprane electrical
potential (Al(J) is opbserved 1n rat liver mitochondria. Both
ADFP and cyclosporin A protect the mitochondria agsinst this
collapse of Ap, but we show that whereas ADP loses 1ts
protective effect under low AlY. cyclosporin A is still able
to revert the decrease 1in ﬁp even in the presence of
Carboxvyatractyloside. Uur results show evidences that the
carrier can be converted into this pore due to r1is Ca<t~-
induced inactivation. Moreover, Cocyrlosporint A was able to
revert this eifect. wunder the ssme conditions where 1t
prevents the pore opening. The existence of such gycliosporin
A-gsensitive pore in submitochondrial particies was also
described, discarding cyclophilin as mediator of the whole
process. Tne present dats support also the existence of two
prnding sites Tor Ca®=" in the mitochondrial inner membrane.

with opposite effects on the pore formation.
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INTRODUCTION

The inner mitochondriasi membrane contains speclfic
transport systems and represents a permeability barrier ©o
most metabolites and smal l ions £L1d. Different ogroups
presented enough evidence that when mirtochondria are esxposed
to high Ca~ " concentrations associate with one of a large
variety of permeabilization inducing agents, & non selective
permeability transition pore is opened {2-7]1. This pore
Ca®r~dependent presents a diameter of at least Z.8nm [8) and
several authors have shown that its opening 1s inhibited by
cyclosporin A {6,9Y-14] and, more recently., alsoc by spermine
(1531, or even by simple cnelation of the cation [5,1&]. ALl
these data support the idea that tne permeability transition
results of alteration of a membrane specific component that
can pe regulated [{9,14,17-20] and not from a non specific
collapse o©of a permeabllity barrier in mitochondria ([(5]3.
Recent data show that one of the events that trigger the
pore opening 15 the membrane depolarization and suggest the
existence of at least two distinct Ca®" bDinding sites.
invoived 1n the regulation of the pore: an external site
that upon Ca<" binding favowurs the ciosure of the pore, an
internal binding site that wpon Ca " pinding favours the
opening of the pore and also of an i1ndependent site, o
which oyclosporin A can bind, 1innibiting the pore opening

[18-201.

Several attempts have been made to correlate this
permeability transition pore with specific components of the
inner mitochondrial membrane, as the mitochondrial
megachannel [{&6,21.22]1, or the adenine nucleotide carrier
[(9,23,2473. The participatiorm of this latter protein on
mitochondrial permeabilization ProcCesses was already

proposed (25,261, based on the finding that when the



nucieotide bDinding site of the A4DF/AQTF carrier is turned
outside, to thne cvytosol (o conformation!, as in the presence
ot the inmhltbitors atractvioside and carboxvatractvioside,
there 1s a&an  increase of the dJdamage caused by Ca " and
permeabilizing agents [25,Z273. On the other hand, either in
the presence of the substrates AP and ATF or the inhibitor
pongkrekate. the nucleotide bainding site 1s turned to the
matrix {(m conformation). and wunder this condition ococurs a
Eignlficanﬁ protection against the permeabilization
processes {£6,281. FPresently, two different proposals try to
torrelate the ADP/RATR carrier and fhe permeabilility
Transition pore. The pioneer work of Hunter and FHaworth
suggested the existence of two daistinct althouoh interactive
structures [3.29]. Supporting this hypothesis,. 1t wWas
recentliy shown that even when carboxyairacivipside was agded
to the mitochondria, ADF, prowviding that cyclosporin A was
also presented., was still able to revert the pore opening
110,143. This suggest & synergistic action between A&DFP and
cyclosporin A, promoting the ciosure of the permeability
transition pore, and the existence of another ADP binding
zite, which might bDe the La~"—dependent pore [14]. However,
other authors proposed that the AQDRP/ATE carrier itself could
be converted into this nonspecific pore {%,301. Gccording
to this hypothesis, the pore would apen whien the
mitochondria matrix protein cvclophilin was bound to the
ADP/ATE carrier 1n the o conformation state, in the presence
of Ca=". These same authors showed that coyclosporin A4 was
able to baind cyclophilin, thus avoiding its interaction with
the ADP/ATF carrier and conseauently preventing the pore

opening [F].

Recerttly, we have comparedg the ability of ADF
{substrate for the ADP/ATER carvier)., dithiothreitol
(disulfide reductant}, and butyl hydroxvitoluene {(radical

scavenger) 1i1mn protecting the mitochondria from the Ca=~-

o



imduces permeEability transition in the presence of either
inprganic phosphate or the pyridine nucleptide oxidant
{hutylnvdroperoxide) and we have shown that under all the
gifferent experimental conditions, ADP Was the most
efficient, suppbrting the idea of a primary involvement of
the ADF/ATF carrier with the pore Tormation [17,31]. Now, we
report the investigation of the ADP/ATF carrier activity in
mitochondrisa wncubsated at low membrane eliectrical potemtial,
condition wunder which ADF lose=s 1ts ability of protecting
against the membrane damage i1nduced by Cs*" [%,17.3Z2]. Part
of these results were presentedc as & poster abstract [331.
The data presented here provaide good evidence of & Cas7-~
induced inactivation of the ADF/ALATP carrier, sugoesting 1its
gdirect invoivement Iin fthe pore Tormation. The effect of
cyclosporin ~ on the permeabliity transition in both
mitochonoria ang submitochonrndrial particles Was also
studied. and evidence 1s provided for the existence of two
minding sites for Ca*" in the mitochondrial inner membrane,
as very recently proposed [1%,20]. Our resulits aiso discard

cyciaophilin &as mediator of the pore cpening.

MATERIALS AND METHDDS

Isplation of mitcchondria

Liver mitochondris were isolated as described in [347,
Trom pvernight tasted temale wWistar rats welghing
approximately 2000. The mitocnondrial peliet was
ressuspended 1n a medium containing Z250mM sucrpse and  10mM
Hepes, pH 7.4, and the protein concentration was determined
py the biuret method modified by the addition of cholate

[352], wsing serum albumin as standard.



Freparatiorn of submitochondrisl particles from iver

mitochondris

The subpmitochongrial particles were obtained according
to L ne procedure described in [367., with minor
modifications. Frozen liver mitochondria were diluted in
250mM sucrose, 3mM ATE, 3mM MClz, pH 7.4 to a final protein
concentration of approximately 30mg.ml=t, This suspension
was sonitated three times for 45 sec, with intervals of 1
min i an 1ce bath. it was then centrifuged at 17.000xg for
132 mim and the pelliet was discarded. The supernatant was
centrifuged at 105.000xg for 1 h and the pellet was washed
twice under the same conditions. The final pellet was
ressuspended in 250mM sucrose,. 10mM Tris-HCl pH 7.4, to give

a final protein concentration of approximately 30mg.ml~—>,

Measurements of transmembrane eiectrical potentiai (Jr.

The generation of aip was measured in isolated
mitochondria fTrom the distribution of the lipophiliece cation
tetrapheny lphosphonium (TPP™ and in submitochondrial
particies Trom the distribution of the lipophilic anion
tetrapheny lboron (TPE™ ), using respectively a TPP*—-selective
electrode {37] or a TPB -selective electrode [383. In these
experiments, 1i1scliated mitochondria {(img) were incubated at
30°C in iml of medium contaiming 2Z250mM sucrose, i0mM Hepes
pH 7.2, SmM succinate, 5S5uM rotenone, SmM Pi and 3IuM TRPP™
followed by the addition of ©O.5ug oligomycin.mg™+ protein.
This procedure increases the endogenous content of ATP [323.,
favouring the exchange with externally added ADP. When
submitochondrial particles were used, they (0.5mg) were
previpulsy incubated at 30°C for 3 min in 1ml of medium
containing 250mM sucrose, 10mM Tris-acetate pH 7.4 anmd 3uM
TFB-, and energlized upon addition of 2mM NADH. This

procegure prevented a non specific response of the

"\5



electrode. In both cases, all oOther aaditions are sperc:tied

in the figure legends.

Oxvaoen consumption

The mitochondrial respiration wWas measuresd by the
polarographnycoc determination of the Uz comsumption using a

Clark—type electrode.

Determination of active ADP/ATE carrier in the mitochondrial

innNer membrane

The content of active ADFAATP carrier was determined
using the competitive inhibitor carboxvatractyvloside {(CAT) .,
known to bind the carrier witihh a stoichiometry of 1:1 [4G].
The titration of the respiratory state Sans with
carboxvatractyloside gives & good estimation of the content
of active ADRP/aTE carrier in the mitochondrial inner
membrane [17.41]. To =simulate a low ﬂw condition, the
mitochondria (lmg) were pre-incubated at 30 for 3 min irm 1
ml of medium containing 1Z25mM swucrose, &5mM KC1, 10mM Hepes
pH 7.2, no added respiratory substrate and three different
Cas" concentrations {10C, 3O and 1 nmoles Ca ".mg™*
protein). AfTter this, La® was chelated by 0.2mM EGTA and
then succinate S5mM and ADFP 1mM were added., Tellowed by the

other additions indicated in the figqure legends.

Chemicals

All reagents were purchased from Sigma Chemical Co. or
were of similar purity grade. Cyclosporin A was a genercus

gift from Sandoz do Brasil.

RESULTS

I:



Tne pretective efftects of ADF ang Cyvelopsporin A on collapse

cf Mg ain liver mitochondria are distinct.
¥

The addition of La* and i to rat liver mitochondria
causes an immediate collapse of [_\l‘}, as shown in Figure 1.
Complete protection 1s observed when ADF was added betore
the additzion of Ca* and Pia, and partisl protection is
observed 1f the addition of ADF ocourred during the decrease
o ki A‘\v However, after compiete collapse of AY., ARDF loses its
protective effect. These resul ts are 1n agreement with other
literature data reporting that in the absence of 3
detectable U, ADP not only loses its protective effect, but
also stimulates the pore opening [32]1. It was proposed that
ADF. uncer these conditions. would promote the
interconversion of the m fto o conformations of the ADP/ATE
carrier, thus favouring the permeability transitiomn in the

mitochondria [F].

The 5 ame experiment per formed replacing ADP for
cyclosporin & shows that the later iz still able to revert
the process even when added after the collapse of AY. as can
be observed in Figure 2Z. Moreover, tarbaxyatraétylcside.
known inhibitor of the ADFP/ATF carrier {251 does not prevent
the effect of gyclosporin A even when added before this
drug. However., when both cyclosporin A ang ADF are present
in the reaction medium, the additicon of carboxyatractyloside
induces a partial decrease of AE‘J. as shown 1in Figure 3.
These results indicate distinct mechanlsms ‘?D;‘ the
protection conferred by ADP and cyclosporin & on Ca™" plus

Fi induced collapse of Q‘} in laver mitochondria.

Cvclosporin A prevents the Ca="~dependent loss of active

ADF/ATP carrier in deenergized mitochondria.

When liver mitochondria are incubated with La®™ in the

absence of any exogenpus respiratory substrate, there 1s a

O



decrease oD the content of active ADF/ATF carrier in the
mitochondrial inner membrane as shows the titration of the
respiratory state Sape with carboxvatractvioside in the
experiments depicted in Figure 4. This ainactivation is
firghly dependent on the concentration ot CLa®" available
during the incubation phase, as the excess of La=* is
chelated with EOTA immediately before the addition of
respiratory substrate to these mitmchondrié. Recentliy, we
have shown that the effect of {a*" on the ADF/ATP carrier is
the cause of such inactivation and it occurs independently

of oxidation of the thiol growups of this protein {173.

The results shown in Figure S indicate that this loss
of activity 1s prevenited when oyglosporin A was added o the
incubstion medium. It is clear that the effect of
cyclosporim A under these conditions., is not in activating
the ADF/QATE carrier, but in abolishing the specific effect
of Ca®*. This 1s a good evidence that cyclospeorin A acts as
an inhibitor of the pore by preventing the effect of the

cation on the carrier.

Cyvelophilin 1s not invoived on the protective seffect of

cyclosporin &

The effect of cyclosporin A either preventing the pore
formation o©r inducing 1ts closure, has bDeen ftentatively

explained as a direct interation of the drug with a matrix

protein, cyclophilin, inve ived in the pore oDeEning
[9.,.30.423. To test this hypotesis WeE have performed
experiments with submitochondrial particles, where

cyclophilin is absent, as are the other matrix components.
G shown in Figure 6, the submitochondrial particles are
able to generate a membrang electrical potential (positive
inside) upon addition of respiratory substrates. The

response to addition of NADH 1indicates that they are “"inside

10



out” particles. This means that the Ca®* binding sites
originally located inside in the intact mitochondria are now

external sites and victe-versa.

When these submitochondrial particles were exposed to
righ Ca®* rconcentrations. surprisingly, no collapse of Y
was observed and the particlies behave as in the presence of
EGTA, as shown 1in Figure 7, Moreover, the addition of
100nmoles Ca*".mg~* protein was TfTollowed by an increase in
TFB™ uptake, rapidly returning to the steady state level,
suggesting miaration of the cation inside the particies

143,447,

As the existence of distinct Ca®" binding sites in the
mitochondrial membrane have recently been proposed [19.20].
we interpretated these results as the binding of Ca=* to
internal sites on the particles. originally the externai
sites 1n mitochondrisa. These sites have been considered as
inhibitors of the pore openimng, provided they were bound ToO
Ca=+ [1%9,20]3. This is corroborated by the experiments
gepicted in Figure o, performed under very low Ca=~
concentrations. Under these conditions, CDa=* is bound onily
the external sites of the particles, corresponding to the
internal sites in mitochondria, known to favour the pore
opening [19.20]. Indeed, it 1s observed that this low La="
concentration induces the permeability transition of these
submitochondrial particles anmd they lose the capacity to
sustain the membrane potential generated upon WNADH addition.
I¥ the same experiment is performed in {he presence of
cyclosporin A, no decrease 1in ﬂl;! ig observed as shown in
Figure 8, similarty to what 13 shown in Figure 7, either in

the presence of EGTA or at high Ca®" concentrations.

DISCUSSIUON



in this study, we have shown that altnouch A/ADF ang
ryclosporin A prevent the collapse of 4 oin mitochondris
ipaded with Ca=" and Fi, they probably act through distinct
Mecnanlisms . This is suppor ted by the observation that
cyclosporin A was still able o revert the decrease of L
under conditions where ADF was already uneffective, as shown
in the gxperiments deplcted in Figures 1 and Z. fan
additional evidence it the fact that carboxvyatractvlioside
was able to abolish the protective effect of ADF, as shown
in a previous report {17]. but does not interfere with the
effect ot cyeclosporin A, unless both ADP and cvclosporin A
were added together, as shown here. These results indicstie
that the proftection contferred (a3% cyolosporin A4 poours
through a mechanism that does not involve the binding of the
drug to the adenine binding sites of ADP/ATF carrier, 1in
agreement with other literatura data [%2.14,1%9.211. Moreover.
it coes not prevent the bindimg of ADP to the carrier. when
are poth present. as can be observed in the results shown in
Figure 3, where the additiorn of carboxyatractyliDsl0e Causss

2 partial collapse of AY.

Anoiher interesting result described here is the
modulation of the ADF/ATF carrier activity by La®r an
mitochondria under 10w [)lr‘ conditicns., It can be ocbserved
that as the (a2 concentratlon 1noreases, the number of
active ADF/ATP carrier decreases. as indicaeted by titration
of the resplratory state 3ame by carboxvatractvloside. This
phservation. taken together with the recent propesal That
the transmembrane electrical! potential piavys a key role on
the pore opening [(Z0}. sugge=st & direct zmvolvement of the
ADP/ATE carrier on this process. 1t 1s corroborated by our
findings that cyclesporinm A, which 1is known to prevent the
pore Tformation [%-13], presents also a clear protective

seffect against the Ca® -induced decrease on the number of

%



sctive ADP/7ATFE carrier withowt any direct effect on the

activity of the carrier itsel f.

To test the hypothesis that the protective effect of
cyclosporinmn A was due to its binding toc the matrix protein
cyclophilin, avoiding the interaction of this later with the
abP/aTP carrier [9]1, we have performed experiments using
submitochondrial particles wich are deprived of the matrix
content. When these particies were energized by NADH, they
generate & positive inside electrical potential which
surprisingly, was not collapsed by high Ca* concentrations.
As these were inside outl submitochondrial particles., under
nigh (a¥ ipad, the cation probably was bound to internal
sites, corresponding to the originally external Me® binding
sites in inmtact mitochondria. These sites., when occupied by
Ca=*, decrease the probability of pore opening [19]. This
interpretation was corroborated by the experiments performed
under very low Ca=" concentrations. where only the external
Me®+ pbinding sites of the particles were ocrupied. Since in
mitochondria these sites corrsspond to those responsible for
facilitating the pore opening [19]. we expected that this
low Ca®*r concenitration would promote the decrease of ﬂlp
what indeed happened, as observed in Figure B. These resuits
suDport the existence of two distinct Me*~-binding sites in
mirtochongria. and confirm their opposite effects on the pore
opening probability 177, Morecver, our findinas also
constitute a good explanation to recently reported results
that Ca®" was not able to open the permeability tranmsition
pore 1in submitochondrial partiecles {7]. Considering that
similarly to what happens in intact mitochondria, this
permeability transition pore is also sensitive to
cyclosporin A, as 1s also shown in Figure 8, it is clear
that cyclophilin is not necessary as mediator of the pore

opening, in disagreement with previous proposals [F].



A11 the dsatae presented here support the esxistence in

the mitocrondrial membrane of & binding site Tor cyvolosporin

Rt

2D

Bl

4, dintinct “Ffrom those proposead to bing CTa= [1 .
Cvclosporin A, when bound to the membrane, would svoid that
the mitochondrial intermal Ca™™ binding sites were octubied
oy the cation, thus praeverting the pore opening. The
interaction of cycliosporin A with this site would also avoid
the Ca® -~induced inactivation of the ADP/ATP carrier. It has
already been proposed that Ca=" bpinds to the carrier mainly
when it is i the ¢ conformation {[{%9]. Recently, it was
proposed that the carrier dimeric functional structure was
maintalined through elecirostaetic intersctions generated by
negative fluctuating residues, present in both sides of ithne
pinding center, with positive residues of this center or
gate [453. Thus, our results showing that ADP loses i1ts
rapacity to revert the permeabilization process when the
mitochondria were desnergized due to the Ca**-ainduced
imnactivatiocrn of the ADFPF/ATE carrier. suggest thst Ca® . when
bound to the carrier, induces an alteration of these
electrostatic interactions, avoiding the dimer formation and
this could result in the pore opening. In forthcoming pabers
the regulation of this permeability transition pore 1n
submitochondrial particles andg the direct participation of

the ADP/ATE carrier in the process wouwld be reoprted.
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LEBGENDS TGO THE FIGURES

Figure 1. Effect of ADP on Ca®*" plus Pi-induced decrease of

transmembraneg electrical potential. Mitochondria (1img/ml)

were incubsated as described in Materials and Methods and
50nmoles Ca=" were added in all experiments where indicated.
{a) no other additioni (b) 200uM ADP, added before the
addition of Ca=+; (c) 200uM ADP, added during the decrease
of U; (d) 200uM ADP, added after the collapse of Oy.

Figure 2. Effect of cgyclosporin A (CsA) on Ca®* plus Pi-

induced detcrease of AL Same conditions of Figure 1,

replacing ADF for O0.5uM CsA. The dashed line represents the
same experiment of trace d, with the addition of 2.5uM

carboxvatractyloside (CAT) where indicated.

Figure 3. Carboxyatractyloside (EAT) reverts partially the

combined effect of cyclosporinm A (Csh) and ADP on Ea=" plus

Pi—-induced decrese of AH‘J. Same conditions of Figure 2, with

the addition of ©0.3uM CsA fol lowed by the addition of Z.35uM
CAT where indicated in the absence {(a) or in the presence

(b) of 200uM ADP,

Figure 4. Incubation of non-energized mitochondris with Ca=~

decreases  the content of active ADP/ATRE carrier in  the

mitochondrial membrane. Mitochondria {(img/ml) were incubated

as described in Materials and Methods at three different
Ca=* concentrations: (A) 10uMs (B) 30uM and (L)} 6&0uM. After
3 min. of incubation, EGTA (O.5mM) was added prior to 3SmM
succinate. Other additions were: {a) imM  ADP; (b) no
addition and {(t) Z00pmoles CAT, added before imM ADP. The
dashed lines represent experiments performed in the presence

of SuM ruthernium red (RR} in the incubation media.

1%



Figure 5. Tatration of active ADP/ATE carrier by

carboxvatractyloside (CAHT) in_ mitochondria pre—incubated

with 30uM Ca*r before energization. Mitochondria (lmg/mi)

were incubated as described in Materials and Methods in the
absence (continuous traces) or 1in the presence (dashed
traces) of O0.5uM ECsA. After 3 min. of incubation EGTA
{0C.5mM} was added prior toc SmM succinate.

{a} and (d) no other addition

(b} and (&) 1mM ADP, added where indicated

(c} and {(f) 200 pmoles CAT, added before 1mM ADP

Figure 6. Isolated submitochondrial particles (EMP) are

Yimgide out” and able to generate a transmembrane electirical

potential. 5MP {(0O.5mg/ml) were incubated as described in

Materials and Methods and S5mM NADH, 3SuM rotenone (ROT), 5mM
succinate (5SUC) and LM antimycin A4 (AA) were added where

indicated by the arrows.

Figure 7. High La=+ load prevents pore opening in

submitochondrial particies {SMP) . SHMP {O.5mg/ml) were

incubated as in Figure & in the presence of DS0QuM Ca=* (a)

or 1mM EGTA (b). 100uM Ca*™ was added where indicated in

fa).
Figure 8. Low Caz~ ipad induces pore opening in
submitochondrial particles (SMP) . SMP (O.5mg/ml} were

incubated as in Figure b.
{a) SuM Ca=™" in the incubatiomn medium

(b) as in (&) plus 0.3uM Csh

20
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