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INTRODUCXO

2+ em mitocHndrias

Transporte de Ca

Nog dltimos anos tem ocorride um grande avango no estudo do
transporte do fon cédlcico em membranas de mitocBndrias. Numerosos tra-
balhos t&m indicado que a membrana mitocondrial interna possui vias
independentes para captag3o e efluxo de Caz+ (BYGRAVE, 1977: CARAFOLI
& CROMPTON, 1978; LEHNINGER et aliil, 1978a; SARIS & AKERMAN, 1980; TE-
DESCHI, 1981; WILLIAMSON et alil, 1881; NICHOLLS & AKERMAN, 1982;
AKERMAN & NICHOLLS, 1983; CARAFOLI & SOTTOCASA, 1984; VERCES!, 1984c;
MARTINS & VERCES!, 1985; MARTINS et alii, 1986).

MitocBndrias isoladas de tecidos animals e de alguns tecidos
vegetals captam Ca2+ do meio de suspensfo, através de um mecanismo e-
letroforético, por um transportador especi{fico, sensfvel a vermelho de
ruté&nio e lantanideos (MOCRLE, 1971; VASINGTON et alii, 1972; REED &
BYGRAVE, 1974; HEATON & NICHOLLS, 1976; MARTINS & VERCESI, 1985).
Esta captagdo ocorre em resposta ao potencial elétrico de membrana,
gerado pelo transporte de elétrons na cadeia respiratdéria ou pela hi-
drélise de ATP (VASINGTON & MURPHY, 1962; DRAHOTA et alili, 1965;
SELWYN et alti, 13870; LEHNINGER, 1970; ROTTENBERG & SCARPA, 1974; LAN-
DRY & LEHNINGER, 1976; BYGRAVE, 1977; CARAFOL! & CROMPTON, 1978; HNI-
CHOLLS & AKERMAN, 1982;: AKERMAN & NICHOLLS, 1S83; CARAFOL! & SOTTO-
CASA, 1984).

Tanto a respira¢¥o quanto a hidrélise de ATP, segundo a hipd-
tese quimiosmdtica da fosforilagfio oxidativa, geram um gradiente ele-

troquimico de prdétons através da membrana interna, devido ao transpor-



02

te vetorial de prdétons para o exterior da mitocdndria (HITCHELL, 1961}
0 potencial eletrogquimico de prdétons (AﬁH+ } & constlitufdo por um com-
ponente quimico (ApH ) e pelo potencial elétrico de membrana (AY ) que

~
se relaclionam de acordo com 2 equag¢lo ApuH = AY - 60 ApH. Com a entra-

da de Ca2+ na mitocdHndria, o valor do potencial elétrico de membrana
diminui, induzindo o estfmulo da respirag¢3o e eje¢3o de prdtons para
compensar o valor de A§H+ 3s custas do aumento de ApH . Portanto, a

entrada de Ca2+ converte AY em gradiente de pH, que passa a inibir a
respiragso e limitar sua captag¥o (NICHOLLS, 1978b). Se ApH for neu-
tralizado, cessa a Iinilbi¢¥0o da respirag3o, restaurando-se AY e

consequentemente malor quantidade de Caz+

passa a ger captada {CARA-
FOLI et alii, 13865). A neutraliza¢Zo de AplH pode ocorrer com a adig¢3o
de 3nions que migram para o interior da mitocdndria na forma protonada
(CARAFOL! et alii, 1965: LEHNINGER, 13974; LEHNINGER et alil, 1378a).

A distribuic¢¥o termodinimica das concentracBes de Ca2+ entre
a matriz mitocondrial e o citoplasma, calculada através da equac3o de
Hernst, difere amplamente dos resultados experimentais encontrados
(DRAHOTA et aliil, 1965; POZZAN et aliil, 19773, indicando que em con—
digtBes de estado de fluxo constante ("steady state”) essa distribulgio
¢ regulada cineticamente pela operag3o simultinea de duas vias de
transporte independentes (DRAHOTA et alii, 1965; POZZAN et alii,
1977: LEHNINGER et altt, 1978a; NICHOLLS, 1978b; MNICHOLLS & AKERMAN,
1982; AKERMAN & NICHOLLS, 1983; JOSEPH et alit, 1983) . Estas vias ope-

ram concomitantemente, resultando em um movimento cfclico de Caz+

cont {fnue, através da membrana interna. A distribuicfo de Ca2+ entre o
citosol e a matriz mitocondrial, em condi¢®es de equilfbrio, depende

das velocidades relativas de influxo e efluxoc, e pode ser alterada pe-
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ia inibig3o ou ativagio de uma ou ambag ag vias. Asgim, com a adigZo

2+ como EGTA, ou de wvermelho de ruténio, inibtdor

de quelantes de Ca
da via de captagdo, ocorre a liberagdo de C%Z* da mitocBbndria (MOGCRE,
1971; VASINGTON et alii, 1972; REED & BYGRAVE, 1374; HEATON & NI-
CHOLLS, 1976).

Mitoctbndrias hepadticas, isoladas, energlizadas, na presenga de

2+ 2+
estabilizadores de membrana, como ATP e Mg , podem tamponar o Ca
externo em concentragBes na faixa de 0,25 a 1,0uM (HICHOLLS, 1978b;

BECKER, 1980; BECKER et alii, 1980; NICHITTA & WILLIAMSON, 1984). Esta
concentra¢®o pode ser alterada por diverscos fatores que provocam o es-
timulo da via de efluxeo. Asgssim, em mitocdndrias de teclidos excitévels,
fol wverificado que este estimulo era causado por Hé+ adicionado ao
meio externo, através da troca Caz+/2ﬂa+ (CARAFOLT et alili, 19374;
CROMPTON et 2111, 1976; CROMPTON et alit, 1978; NICHOLLS, 1978a;
BRAND, 1985b), sendo que recentemente foi descrito que, em determina-
das condigBes experimentais, mitocbndrias de figado e de outros teci-
dos n%io excitdvels, também apresentam efluxe de Ca2+ egtimul ado por
Ra+ (HAWORTH et alii, 1980; HEFFRON & HARRIS, 1981; HARRIS & HEFFRON,
1982; GOLDSTONE & CROMPTON, 1982; NEDERGAARD, 1984).

Em mitoc8Sndrias de tecidos n3o excitdveis, o efluxo eletro-
neutro de Ca2+ ocorre preferencialmente através da troca de um fon
cdlcio interno por dois prétons externos (AKERMAN, 1978a; FISKUM &
COCKRELL, 1978; NICHOLLS, 1978b; FISKUM & LEHNINGER, 1873; GUNTER et
alii, 1983; JOSEPH et alii, 1983; BRAND, 1985a)l.

Outro fator que pode alterar o conteddo de Caz+ mitocondrial
& o potencial proténico, estando o decréscimo deldY diretamente rela-

cionado com o efluxo de Caz+ pelo reverso da via eletroforética de
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captag3o (NICHOLLS & BRAND, 1980; BERNARD] & AZZONE, 1982; 1983;
BARDSLEY & BRAND, 1982; JURKOWITZ et alii, 1983; BERNARDI et allil,
1984; BROEKEHREIER et alii, 1885).

A possibilidade de regulac%o independente dessas vias de In-
fluxo e efluxo levou alguns autores a propor que asgs mitocObndrias par-
ticipem no controle da concentrag¥o citoplasmitica de Caz+ (DRAHUTA et
alii, 13865; CARAFOL! & CROMPTON, 1978; LEHNINGER et alii, 1978a; NI~
CHOLLS, 1978b; BECKER, 1980; BECKER et alii, 1980; WILLIANSON et alii,
1981; JOSEPH et alii, 1983; BELLOMO et allili, 1984Db; SOMLYO et alit,

1985), ou na regulag¥o dos niveis intramitocondriais do fon (DENTON

et alii, 1980; McCORMACK & DENTON, 1980; KLEINEKE & SOLING, 1985).

2+

Alteractes no fluxo de Ca mitocondrial induzidas pelo

ostado de &xido reduco dos nucleotfdeos de piridina.

A indugfo do efluxo de Ca2+

mitocondrial pelo estado de dxido
reducio dos nucleotfdeos de piridina tem side objeto de estudo em via-
rios laboratdrios principalmente devido a seu possfvel significado fi-
stoldéglco como mecanismo de regulaglo do fluxo de Ca2+ em mitocdndri-
as. 0Os indmeros trabalhos que t&m sido publicados abordando esse as-
sunto foram realizados nas mals diversas condi¢Ses experimentals, o
que contribuiu para propostas discordantes tanto quanto ao mecaniszmo
envolvido na indug3o desse efluxo quanto 3 sua relevincia fisloldgica
(VERCES] & PEREIRA DA SILVA, 1384).

Os primeiros trabalhos que mostraram uma correlagdo entre o

2+

fluxo de Ca mitocondrial e o estado redox dos nucleotideos de piri-
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dina foram os de VERCES] et aliil (1978) e LEHNINGER et alii (1878a,b).
A infludncla do estado redox dos nucleotideos de piridina sobre o
transporte de Ca2+ tem sido estudada mals frequentemente em mitochbn-
drias isoladas de ffgado de rato. Nestas mitocdndrias, energlizadas com
diferentes subsiratos, a raz¥o NAD(P)H/NAD(PY era alterada por adi-
cBes alternadas de oxidantes, como oxaloacetato ou acetoacetato, e re-—
dutores, como B -hidroxibutirato, isocitrato ou glutamato. Foi observa-
do que a retengdoc de Ca?t na matriz era favorecida pelo estado reduzi-
do dos nucleotf{deos de piridina, enquanto que a oxida¢lo dos mesmos

2* mitocondrial (LEHNINGER et alii, 13878b).

induzia o efluxoc de Ca
0 estado de &xido redugdc dos nucleoifdeos de piridina também
pode ser alterado por ag¢Bo da enzima transidrogenase de nucleot{deos

de piridina, conforme reagfo esgquematizada abaixo:

NADPH + NAD® === NADP' + NADH

Esta enzima NAD(P)-transidrogenase estd localizada na membra-
na mitocondrial interna (RYDSTROM, 1877), e a constante de equilibrio
da reac¢¥o, que € igual a | em mitocbndria n%o energizada, ¢ deslocada
cerca de 500 vezes para a esquerda em mitoc8ndria energizada (LEE &
ERNSTER, 1964). VERCES! (1986) verificou que a oxidag3o de NADPH pelo

+
NAD via transidrogenase, praticamente n%o ocorria em mitocbndria

energizada. Este mesmo autor verificou que o efluxo de Ca2+ era mailor
quando o NADP mttocondrial apresentava-se num estado mais oxidado, o
que foi observado com a mitocdndria desenergizada, incubada na ausén-
clia de substratos respiratdérios e na presenca de acetoacetato.

0O efluxo de Ca2+ estimulado por RAD(Pf+ mostrou ser insensi-
vel a vermelho de ruté&nio, sugerindo que este ocorresse através de uma

via diferente da via eletroforética de captac¢®o, sob regulagdo do es-

tado redox do HAD(P) mitocondrial (FISKUM & LEHNIRGER, 1879).



06

Outros estudos com mitocdndrias isoladas (LEHN!INGER et alit,
1978b; DAWSON et alili, 1979; FISKUM & LEHNINGER, 1979; LOTSCHER et
alii, 1979; 1980; AREHAD & HOLDOWORTH, 1980; BEATRICE et alii, 1980;
COELHO & VERCESI, 1980; NICHOLLS & BRAND, 1980;: PANFILI et alii, 1980;
PRPIC & BYGRAVE, 1980; WUOLKOWICZ & McWILLIN-WOOD, 1980; HOFSTETTER et
alii,1981; PALMER & PFEIFFER, 1981; BARDSLEY & BRAND, 1982; BAUMHUTER
& RICHTER, 1982, BEATRICE et alii, 1982; JURKOWITZ & BRIERLEY, 1982;
ROTH & DIKSTAN, 1982; VERCES! & LEHNINGER, 1982; MOORE et alii, 1983;
SILIPRAND] et alii, 1883; BEATRICE et alii, 1984; BELLOMO et alii,
1984a; VERCESI, 1984a, 1984b, 1985, 1986)Y, com células intactas
(CHARLTON & WENNER, 1978; XRELL et alii, 1973; BELLOMO et alii, 1982;
ORRENIUS et altit, 1983; BELLOMO et allii, 1984b; BELLOMO et alii,
1984c), e com ffgado perfundido (S5IES et alit, 13881), i&m confirmado a
influéncia do estado redox dos nucleotfdeos de piridina mitocon-

drials no efluxo de Ca2+

Entretante, ha grande controveéersia com rela-
¢3o a qual dosg nucleotideos de piridina seria o responsidvel por este
processo @ quanto ac mecanismo molecular envolwvido.

Algung resultados indicam gue o NADP+ e n3o o NAD+ estaria
relacionado mais diretamente com o estimulo do efluxo de C;L+ da mito-
c8ndria (PRPIC & BYGRAVE, 1980; SIES et aliil, 1981; ROTH & DIKSTEIN,
1982; VERCES] & LEHNINGER, 1982; ORRENIUS et alii, 1983; VERCESI,
1986). ROTH & DIKSTEIN (1882) sugeriram que a relagZo NADP+/HADPH re-
gularia o efluxo e a captagZo de Caz+ pela mitocdndria, baseando-se em
resultadeos que demonstraram que o efluxe induzido por vermelho de ru-
t&nio era inibido por isocitrato mas nBo por 8-hidroxibutirato. Consi-

derando que a B-hidroxibutirato desidrogenase & HAE+—dependente e a

+
isocitrato desidrogenase utiliza preferencialmente NADP , sugeriram
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ainda gue a redugdo de NADP+ e n3o de Nhﬁ+ estaria relacionada com a
inibi¢c80c do efluxo de Caz+ neg=ags condigBes.

Com relagdo ao mecanismo molecular envolvido na inducgfo do
efluxc de Caz+ pelo estado redox dos nucleotfdeos de piridina, existem
atualmente pelo menos tré&s propostas principais defendidas por dife-
rentes grupos de pesquisa.

1 - Alguns trabalhos prop@em que os oxidantes de NHAD(P)H in-
duziriam liberagio exponténea de Ca2+ da mitocbndria, devido a um au-
mento da permeabilidade da membrana, com diminui¢¥o do potencial elé-
trico e inchamento mitocondrial ("swelling”) (BEATRICE et alii, 13880;
NICHOLLS & BRAND, 1880:; PALMER & PFEIFFER, 1981: BARDSLEY & BRAND,
1982;: BEATRICE et alii, 1982) causados pela ativag3o da fosfollpase A2
e inibig¥o da posterior reacila¢¥o dos lisofosfolipfdeos ent3o libera-
dos (PFEIFFER et alii, 1979; BEATRICE et alii, 1984: RILEY & PFEIFFER,
1985). As enzimas envolvidas nesse processo de reacilag®o s%o -SH de-
pendentes e té&m sua atividade diminuida quando diminui a disponibili-
dade de glutationa reduzida (BEATRICE et alii, 1984).

0 aumento da permeabilidade da membrana variava de acordo com
a temperatura e a composigdoc do meio de suspensZo mitocondrial (VERCE-
51, 1984a) e com a presenca de alguns anestdsicos locals. Assim, nu-
percaina e tetracafna inibem o aumento inespecifico da permeabiltdade
da membrana (DAWUSON et alii, 1979, PALMER & PFEIFFER, 1881) devido 2a
ag3o protetora degses compostos na estrutura da membrana mitocondrial,
possivelmente relaclonada com inibi¢3o da fosfollpase A2 (SEPPALA et
alit, 1971 ; SCHERPHOF et alii, 1972).

Dentre os vérios oxidantes de nucleotfdeos de piridina tambén

tem sido utiltzado o t-butil hidroperdxido. Este hidroperdxido apre-~
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senta uma alta solubilidade em #gua e possul um resf{duo org8nico sufi-
ctentemente volumoso para excluir sua reatividade com catalase (5IES,

19857 .

CHs

Hg € = C — OOH

I

CH3

ESTRUTURA QUIMICA DO T- BUTIL HIDROPEROX 1 DO

Os hidroperdxtdos atuam por processo gue envolve a ac¢3o das
enzimag glutationa peroxidase e glutationa redutase, usando NAD(P)H

como redutor, de acordo com © esquema abalxo:

T-BUT. OH \ /GSSG\ /NADPH\ /ma"' 0AA ou AcAc

GLUTATIONA GLUTATIONA NAD (P} -
PERCXIDASE REDUTASE TRANSIDROGENASE

T-BUT.OOH / \ ZGSH/ \NADP*/ \ NADH MAL ou BOH

EFLUXO DE
calt

MITOCONDRIAL

Durante o metabolismo do hidroperdxido pelo sistema glutatio-
na peroxidase/glutationa redutase ocorre a formag¢3o de glutationa dis-

sulfeto (GSSG) que sofre subsequente redugio pela glutationa redutase,
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e diminul a raz¥o NAD(PYH/NAD(P)>' (LOTSCHER et alii, 1979; ORRENIUS
et aliil, 1983; BELLOMO et alii, 1984a).

BEATRICE ot alli (1984), trabalhando com reifna e nitrofuran-
tofna, ambos compostos que induzem ef luxo de Ca2+ e aumento da permea-
bilidade da membrana em mitoctbndrias de figado, verificaram que devido
a inibig3o da glutationa redutase mitocondrial por esses compostos,
havia deple¢lo de GSH e acdimulo de G556 em mitoctBndrias energizadas. A
razdo GSSG/GSH estd relacionada com © estado de dxido redugio dos nu-
cleotideos de piridina e com a direg3o do fluxo de 032+_ Portanto, a
mitocdndria é mals permeavel a Ca2+ quando GS5G estd alto. Esta mesma
relagZo tambdém pode controlar o estado de reducgdo dos grupos -SH de
protefnas de membrana, regulando a atividade da lisofosfoliplideo-acil-
transferase, causando ef luxo de Ca:z-{~ por alteragdo da permeabilidade
da membrana mitocondrtal.

A reaciltag#c de lisofosfolipfdeosg liberados por agdo da fos-
folipase A2 mitocondrial depende da ag3o de enzimas que possuem grupa-
mentos ~-S5H ativos e gue té8m portanto, sua atividade diminufda qguando
decresce a disponibilidade de glutationa reduzida. Como consequéncia
ocorre uma diminuig3c de NADPH devido a agdoc da enzima glutationa re-
dutase (BEATRICE et alii, 1384).

LOTSCHER et alil (1979) trabalhando com mitocdndrias Isola-
das de animais com dieta deficlente em sel&nio cu complementada com
esse metal, wverificaram sua necessidade para a ativagdo da glutationa
peroxidase. Estes autores observaram ainda que a oxidag3o de NAD(P)H
e efluxe de Ca2+ apds adig¥o de hidroperdxido ocorria somente em mi-
tocbndrias isoladas de animais suplementados com ¢ metal, ¢ gue prova-
velmente levava a um nivel normal da atividade dessa enzima. Esses re-

sultados sugerem que o0 efelito de hldroperdxidos sobre o ef luxoe de Cé}b
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esteja ligado 3 diminuigHo da disponibilidade de NAD(PIH.

Outros trabalhos dlscutem a participac3o de grupamentos -35H
de membrana, em equilfbrio com o estado redox dos nucleotfdeos de pi-
ridina mitocondriais na capacidade de retencgZo de Caz+ pelas mitocdn-
drias (HARRIS et alii, 1979; LEHNINGER et alii, 1981; JUNG & BRIERLEY,
1982; MOORE et alii: 1983; SILIPRANDI et alii, 1983; BEATRICE ot alil,
1984; VERCESI, 1984b). HARRIS et alii {(1979) consideram que NAD(PH
mantém grupos -5H de membrana reduzidos, capazes de ligar Mg
ADP, mantendo a permeabilidade especffica da membrana. Nucleotideos
de adenina, H92+ e grupos —-S5H s%3c fundamentais para manter a barreira
de permeabilidade da mitocdndria (COELHO & VERCESI, 13980; SILIPRANDI
et alii, 1983).

Efeitos citotéxicos relaclionados com o metabolismo de quino-
nas parecem estar relacicnados com a diminul¢3o dos nivels de GSH du-
rante sua oxidag3o reversfvel em hepatdcitos isolados. lsto levaria a
oxidagB3c de grupos -S5H de protefnas mitocondrials levando a uma condi-
cHo de "stress"” oxidativo, via oxidag3o e redug3o dos nucleotf{deos de
piridina, com formac3o de espécies ativadas de oxigénio, capazes de
caugar danos na membrana (THOR et alii, 1982). O efluxo de ce®t  indu-
zido pelo NAD(P) " ests envolvido na perturbag¢do da homeostase do
Ca?t e diminui a viabilidade da célula durante o “stress” oxidativo
(THOR et alii, 1982; JONES et altii, 1983).

Em trabalhos recentes considera-se gque a oxidac¥o n¥o enzimé-
tica de nuclectidecs de piridina também pode levar ao efluxo de Ca*t
{FRE] et 2alfi, 1985b; GRAF et alii, 1985). O= primeiros autores veri-
flicaram que aloxanza causa ef luxo de ca’t em mitocdndrias de figado de

rato, acompanhado pela oxidac®o & hidrdlise dos nucleotideos de pirt-
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dina, podendo a toxicidade da droga estar relacionada com modificag@es
no estado redox de grupos -5H de proteinas da membrana mitocondrial.
Alguns autores prop@em que © aumento da permeabilidade mito-

condrial n3o esteja diretamente envolvido nesse processo de efluxo de

+
032 ou que, quandc ocorrem alteragfes na permeabilidade da membrana,
estas n¥o seriam causa mas sim consequéncia do movimento ciclico de
Ca2+ Assim, sob determinadas condig¢Bes experimentais a liberag3o de

Ca2+ da mitoc8&ndria, decorrente do estado redox do NAD(P) parece ocor-
rer por mecanismo com caracterfsticas e propriedades compativeis as de
um processo flsioldgico de regulagfo (FREI et =alil, 1S85a), indepen-—
dente de alteragBes irreversiveils da membrana mitocondrial (LOTSCHER
et alii, 1S880; VERCES!I & LEHNINGER, 1982).

Outros estudos, utilizando oxidantes como oxaloacetato ocu hi-

2+

droperéxido demonstraram que o efluxo de Ca estimul ado pelo NaD¢pyt

mitocondrial pode ocorrer pelo mecanismo de troca de um fon Ca2+ por

dois prdétons, de forma eletroneutra (FISKUM & LEHNINGER, 1973). Assim,

apés a captacg¥o de Cat

induz efluxo de Caz+ (LOTSCHER et alii, 1980; BAUMHUTER & RICHTER,

pela mitocdndria, a adi¢3o de hidroperdxido

1982; MOORE et alii, 1983; BELLOMO et alii, 1984a; FRE! et alii,

1985a) . Segundo estes autores, este ef luxo ocorre por uma via especi-

fica, n¥%o associada a danos de membrana, e mudangas na permeabi!lidade
desta seriam decorrentes do movimento ciclico de Caz+.
2 - QOutra hipétese relativa ao mecanismo do efluxo de C32+

mitocondrial induzido pela oxidag¥®o de NAD(P)H baseia—-se na existéncia
de uma proteina isolada por SOTTOCASA et alii {(1972) que seria respon-
savel pela distribuig¢#o de C32+ através da membrana. Esses autcores

isolaram uma glicoprotefna da membrana mitocondrial interna e propuse-
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2+
ram que ¢sta seria responsdvel pelo transporte de Ca na mitocdndria.

Esta glicoprotefna liga Ca2+

com alta afinidade, possuindo quatro sf-
tios de ligagdo de HAD+ com cooperatividade positiva (SANDR! et alifi,
1979; PANFILI et alii, 1980). A ligag3o de NAD' a essa protefna promo-

2+ atravése da menmbrana mi-~-

veria a regulacsic metabdlica do fluxo de Ca
tocondrial, Induzindo uma alterag¥o alostérica, com consequente dimi-
nuigo da afinidade da protefna pelo cétion. PANFIL] et alii (1980)

2+ nduzido pela adlc¥o de oxidantes de

verificaram que o efluxo de Ca
NAD(P>H <c¢omo oxaloacetato ou acetoacetato era intbido por anticorpos
obt idos contra esma glicoprotefna, o que comprovaria sua participagSBo

na regula¢®o da distribulic¢3o de Ca2+

mitocondrial em condi¢les em que
houvesse alteragfo da relacg3o NAD(P}*/HAD(P)H.
3 - A terceira proposta com relag®fc a esse mecanismo de eflu-

2+

x0o de Ca estd relacionada com os resultados apresentados por

LOTSCHER et alii (1980), que observaram que durante o efluxoc de (k3+
induzidce por hidroperdxido, ocorria uam decrdscimo de contsddo de nu-
cleotfdeos de piridina mitocondrials, com o aparecimento de nlicotina-
mida no meio externo, sugerindo que durante esse processo teria havido
hidrdélis=e do HAD(P}+. Esta hidrdlise, catalisada possivelmente por uma
NADase da membrana mitocondrial interna, & a liberacdo de nilcotinami-~-
da, foram veriflicadas por outros autores, tantc em mitocBndrias de ff-
gado quanto de cérebro {(RICHTER et alii, 1983; SATRUSTEGUI & RICHTER,
1984; FRL! et alti, 1985a). Nessas condigles o efluxo de 05}+ era ini-
bido por ATP, que inibia também a hidrdlise dos nucleotideos de piri-
dina (HOFSTETTER et alii, 1981). Com base nesses regultados, RICHTER

et alii (1983) propuseram que a formag3o de ADP-ribose, produto hidro-

lftico de HAD+, causaria modificag¥o covalente de uma protefna da
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membrana interna mitocondrial, que estaria envolvida no mecanismo mo
lecular do efluxc de Ca2+

A HNADase (HAﬁ+-glicohidrolase) responsdvel pela hidrdédlise dos
nucleot {deos de piridina, catalisa também sua sfntese (MOS5ER et alii,
1883), o que pode explicar a reversibilidade da hidrdlise de HAD(PS*
encontrada por LOTSCHER et alili (1380) na presenga de nicctinamida,.
Assim, uma perda lfquida dos nucleotfdeos de piridina somente era ob-
gervada apdés a mitocfBndria ter captado quantidades relativamente altas

de Caz+ (aproximadamente 120 nmoles.mg-l), e ndo quando o movimento

2+

cfclico de Ca era limitado (FREI ot alii, 1985a).

Alteraclies em funcles mitocondriais Induzidas

pelo antibidtico X-537A.

CHy CHy
1 HQ
CHp CHz CHa

ESTRUTURA QUIMICA DO ANTIBIOTICO X-537A

0 estude do mecanismo de acio do antibidtico X-537A tenm

demonstrade gque em concentracBes abalxe daquelas requeridags para 3sua

2+

a2+ e Mg, este atua eppecificamente eom

ag¥o como londforo de C
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processog mitocondrialis ligados 3 energia (LIN & KUN, 1373b). Estes
autores wverificaram que em concentracBes da ordem de 0,05 a 0,1 yM o
antibidtico X-537A inibe a respiracio estimulada por ADP ou por DNF na
presenga do substrato glutamato, mas n3o afeta o estado respiratdrio
4. Nessas condicBes, também ocorre inibigico da ATP sintetase.

A a¢Bo do X-537A nesses processos mitocondrials pode ser
explicada pela formagdo de um complexo hidrofdbico do X-537A com
cationg bivalentes ligados & membrana, mals provavelmente Mg2+ (LIN &
KUN, 1873b2.

LIN & KUN (1973a) verificaram gque o sitio de inibig¥o
sensfivel ao antibidtico estd relacionado com a reducio do HADP+ pelos
substratos glutamato ou isocitrato. Uma vez que nem a isocitrato nem a
glutamato desidrogenase s%o inibidas por X-337A7, seu efeito deve ser
em um =sftlo entre a desidrogenase e o sistema de transferéncia de
eldtrons da membrana interna, inibindo a reducio de HADP+. A oxidac3o

de succinato ou citocromo ¢ n¥o é afetada pelo antibidtico (LIN & KUHN,

1873al.

Este trabalho tem como objetivo estudar o fluxo de ca2+ em

mitocdndrias de figado de rateo utilizando compostos que alteram a
velocidade de efluxo do 7Jon. Foi utilizado o composto t-butil
hidroperdxido, que conforme ja descrevemos, oxida o NAD(P)H através da

a¢Ho do sistema enzimatico glutationa peroxidasesglutationa redutase,

2+

induzindo o© efluxo mitocondrial de Ca Este estude fol feito em

condi¢Bes em que a membrana mitocondrial se encontrava protegida e as

act

mitocdndrias estavam carregadas com concentragBes de C prdximas as
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figioldgicas. Um outro composto utilizado fol o antibidtico X-537A que
também altera o fluxo de Ca2+, induzindo uma malor captagdo do fon e
inibindo o efluxo estimulado por vermelho de ruténio ou hidroperdxido,

quando utilizado em concentracgdes bastante inferiores aquelas em que

age como jfondforo.
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MATERIALIS E M£TODOS

ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS HEPATICAS:

HMitoc8Bndrias de ffgado eram isoladas de ratas de quatro a
sels meses de idade, mantidas em jejum por 12 horas, de acordo com o
método de SCHNEIDER & HOGEBOOM (1950), com algumas modificacgBes.

0 animal era sacrificado por decapita¢®o e o figado, retirado
imed}atamente, era lavado e mantido em solucio de sacaroze 250mM, em
banho de gelo. A seguir era homogenelzado em meic contendo 250mM de
sacarose € O, 5mM de EGTA, utilizando um homogeneizador Potter-Elveh-
zem. O homogenelizado era centrifugado a 800xg por 5 minutes, a 0'C, O
sobrenadante era mantido em banho de gelo e o sedimento era novamente
homogenelzado e centrifugado nas mesmas condi¢des., 0O sedimento resul-
tante @ra descsrtado & os sobrenadantes eram combinados e centrifuga-
dos a |0.000xg por 10 minutos. O sobrenadante resultante era descarta-
do e o sedimento era lavado em soluglio de sacarose 250mM, sem EGTA.
ApSs nova centrifugagdo a 11.500xg por 10 minutos, era ressuspenso no
mesme meio, numa concentracgdo de aproximadamente 100mg de protefna por
ml de meio. A suspens¥o mitocondrial era utilizada até 6 horas apdés o

isclamento.
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DOSAGEM DE PROTE(NA NITOCONDRIAL:

A concentracdo de protefna da suspens¥o mitocondrial era fei-
ta de acordo com o método de MURPHY & KIES (1960). O principio do mé-
todo ¢ a determinagdo da concentrac¢fo de ligag¢Bes peptfdicas, através
da medida de diferenga de absorbincia da solu¢3o proteica en NaQOH
S5mM, nos comprimentos de onda 215 e 225 nm. Esta diferen¢a de absor-~
bancia é diretamente proporcional a concentrag¢¥o de protefna na solu-

¢¥0. Albumina de soro bovino era utilizada como padr3o.

DETERNIRACKXQC DO CONSUMNO DE OXIGENIO:

D consumo de oxigénio era determinado polarograftcamente, a-
través de um eletrodo de Clark (Yellow Springs Instruments Co.), aco-
plade a2 um oxfgrafo. A incubagdo se pracessavé em uma cimara de wvidro
fechada, termostatizada, com agitac¢3o magnética.

A gualidade das mitoc8ndrias era tegtada em fung¥o da atlvi-
dade de fomforilacdo oxidativa, com a adic%o de ADP e determinac¥o da
reiac¥o entre as velocidades deo consumo de oxigénio nos estados respi-
ratérioz 3 e 4 (CHARCE, 1959). A suspens¥o mitocondrial era considera-
da vidvel para uso, contendo grande propor¢3o de mitoc8ndrias intactas
acopladas, quando esta relag¢¥o era igual ou maior que 5,0,

A viabilidade da preparag¥c mitocondrial também era verifica-
da relacionando-se a velocidade de consumo de oxigénio no estado res-
piratdrio 4 com a velocidade de respiragdo desacoplada, apdés adig¥o de

FCCP.
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2+

DETERMINACKXO DO MOVIMENTO DE Ca ATRAVEZS DA MEMBRANA

MITOCONDRIAL INTERNA:

2+ eram verificados usando-se eletrodo

Captagdo e efluxc de Ca
egpecifico (Radiometer, F2112 Calcium selectrodel), que registra varia-
¢Oes na concentragic de Ca2+ livre no meio de reacfo. O eletrodo era
ligade a um amplificador de sinais e a um registrador potenciométrico.
A resposta do eletrodo era calibrada pela adi¢8c de uma mistura tam-

2+wEGTA ao melo de reagdo (BECKER, 1980; BURGESS et

ponante de Ca
alii, 19833%. A incubaclo se processava em c8mara de vidro termostati-
zada, com aglitagdo magnética.

0 conteddo total de Caz+ das mitocdndrias e do meico de reacgho
era determinado através de espectrofotometria de absorg¢dc atémica
(Perkin Elmer modelo 305%). Amostras da suspens3c mitocondrial, con-
tendo 3mg de protefina, eram dissclvidas em 4,0ml de dgua deionizada, e
adicionadas em 2,0m] de solucHo de 6xidoe de lantinio (GOCHMAN & GIVEL-

BER, 1970), procedendo-se a dosagem no espectrofotdmetro, wutilizando-

2+
se curvas padrdes de Ca na mesma falxa de concentragfo.

DETERMINACXO DO POTENCIAL ELLTRICO DE MEMBRANA

0 potencial elétrico através da membrana mitocondrial interna
era medido por dois métodos diferentes: (3) Através de eletrodo sensi-

+
vel a TPP e (b) através da utilizac3o do corante gafranina.
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(a) O potencial de membrana mitocondrial era verificado atra-
vés do uso de eletrodo sensfvel & TPF » considerando que cdtions li-
possolivelis s%o0 transportados eletroforeticamente para o iInterior de
células ou organelas, quando estas est¥o energizadas.

As mitocbndrias eram incubadas nas condig¢Bes experimentais
descritas, em meio de reag¥o contendo 3,0uM de tetrafentifosfénio
creerty. A concentraclio de TPPY no meio extramitocondrial era monitora-
da com um eletrodo seletivo, preparado em nosso laboratdério, de acordo
com KAMO et alli (1979). Este eletrodo era construfdo usando membrana
de cloreto de polivinile (PVC) contendo tetrafenilborato (TPB ) como
trocador de {fons., Uma solugHo de 3,0ml de tetrafenilborato de sdédic
10”?M dilufda em tetrahidrofurano (THF) era adicionada a 10Oml de so-
lu¢3o de THF contendo 0,5g de PVC e 1,5ml de dioctilftalato. A soluc3o
final era colocada em uma placa de Petri de 60mm de difimetro e o sol-
vente evaporade a temperatura ambiente. A membrana obtida era trans-
parente e possuia 0,153 a 0,2mm de espessura. Um pedago da membrana
era colado com THF em um tubo de PVC. SclucBo de TPP+ 0,28 era coloca-
da dentro do tubo, como solucHo de referéncta interna, Esta solucio
era ligada a um eletrodo de Ag-AgCl através de um tubo fino contendo
dgar em sSolugdo saturada de KCl. Antes do uso era necessdric que a
membrana fosse ativada, mantendo~se o eletrodo por 12 horas em solugto
de TPPt 10™2M. |

0 potencial de membrana mitocondrial era avaliado de acordo

com a seguinte equagZo:

RT
r

log f%) - 2,3-—;3E leg (10

FAE/2,3RT_

AY = 2,3 1}
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onde v representa o volume mitocondrial, considerado 1,4 (XKAMO et
aliti, 1979); V, o volume do meioc do incubacio; ¢ AL, a deflexiico do
cletrodo de TPPY a partir da linha de base, até a establilizag%io apds a
adic%o de mitocbndria. Esta equacio fol derivada assumindo-se que a
digtribuigso do TPP+ entre as mitocbndrias e o meio segue a equagdo de
Nernst (MURATSUGU et alii, 1977).

0 eletrodo era calibrado com adig¢Bes sucessivas de solu¢do de
PPt 10uM ao meio de reag¢lo, e as varlac¢Bes obtidas correspondiam as
diferengas de potencial do eletrodo.

A reaglo era realizada em c8mara de vidro termeostatizada, com
agitag¥o magnética, e o eletrodo era acoplado a um registrador poten-
ciométrico.

{b) O potencial de membrana mitocondrial era monitorado em unm
espectrofotfmetro de duplo feixe e duplo comprimento de onda (Perkin-
Elmer modelo 356), empregando-gse safranina como indicador (AKERMAN &
WIKSTROM, 1976).

As mitocdndrias eram incubadas na presenca de safranina 10pM
e a variag¥o da absorb8ncia, na faixa do espectro visfvel de 511-533nm
era verificada com o espectrofotbmetro acoplade a um registrador po-
tenciométirico. 0 espectre da safranina apresenta mudangas quando esta
se encontra ligada & membrana mitocondrial, o que estd associado a va-

riacd®es no potencial eldtrico transmembrana.
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Espectro de Absorg¢3o de safranina em mitocdndrias energlzadas

(a) e desenergizadas (b). (AKERMAN & WIKSTROM, 1976).

A diferenca de absorbincia 511-533nm varia linearmente enm
fungio dos valores de AY ,numa faixa compreendida entre 50 e 170mV,
obtidos a partir de uma curva de callbragdo que relaciona A511-533nm
com valores de potencial de membrana (AKERMAN & WIKSTROM, 19786).

A curva de calilbrac¢sio era obtida utilizando-se quantidades
conhecidas de KCl, na presenga do londforo valinomicina e calculando-

se o AY através da relag%o:

[K+Jin

A¥ = 60 log
[K ]ex

onde[K+iin & a concentracic do fon no interior da mitocdndria, assumi-
da como 120mM, e[K+Jex & a concentracZo do {fon adicionado no meio de
incubag¢¥o. Esta rela¢do é possivel, uma vez gque mudan¢as espectrais na
safranina s¥o dependentes do potencial de difus3o do potdssic e este,
na presenga de valinomicina, & captado por mecanismo eletroforético

(AKERMAN & WIKSTROM, 1976).
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DETERMINACXO DO ESTADO REDOX DOS NUCLEOT(DEOS DE
PIRIDINA BITOCONDRIAIS:

0O estado redox do HAD(P) era determinado fluorimetricamente
excitando-se a suspens¥o mitocondrial em 366nm e medindo-se a emissdo
em 450nm, em um espectrofluorimetro Aminco Bowman. Somente a forma re-
duzida dos nucleotfdeos de piridina apresenta fluorescéncia (WILLIAM-
SON & CORKEY, 1969). A sua oxida¢¥o ou reducHo, na suspensfio mitocon-
drial era registrada durante as incuba¢fes, nas diferentes condi¢des
experimentais.

Alternat.ivamente, o8 nucleotideos de piridina reduzidos eram
determinados através do método descritec por BEATRICE et alil (1384) .
Amostras de 1,5ml]l de meio de reac%o contendo 2mg de protefina por mil,
eram adicionadas oem 0,3ml de KOH iN em etancl. A mistura era mantida
30 minutos a temperatura ambiente, com agitag3do, e em seguida colocada
em banho de gelo durante 10 minutos. Apds o tempo de incubaglo era

adicionado 0,5ml de tamp¥o trietanclamina ©O,5HM, KH2P0 0,4M e Kz}lPD4

4
0,11 e a solucHo final era mantida 10 minutos a temperatura ambients.
Apds o ajuste do pH em 7,5, a soluglo era centrifugada 10 wminuteos 3
5.000 rpm, em centrffuga clfnica. OUs nucleotfdeos de piridina reduzi-
dos eram determinados fluorimetricamente em aliquotas de 1,0ml do so-
brenadante, pela adi¢3o sequencial de piruvato 5mM e 20 unidades de
desidrogenase lética (NADH}, seguide por glutationa oxidada ©,5mM e
5 unidades de glutationa redutase (NADPH). A fluorescéncia era compa-

rada com a obtida, nas mesmas condi¢Bes experimentais, utilizando-se

padr8es conhecidos de NADH e NADPH,.
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MEDIDA DA VARIACXO DO VOLUME MITOCONDRIAL:

A variacio do volume mitocondrial (inchamento) era verificada
pela medida do espalhamento de luz num Sngulo de 80’ em 520nm, em um
espectrof luorimetro Aminco Bowman (PACKER, 1967; BEAVIS et alii, 1985;

GARLID & BEAVIS, 1385,

REAGENTES:

0 t-butil hidroperdxido era obtido da SIGMA e o antibidtico
X-537A era sal de sdédio, provenliente da Hoffmann-La Roche.

Os demais reagentes eram do mais alto grau de pureza disponi-
vel comercialmente (SIGMA, ALDRICH, MERCK ou equivalentes) e o= sals

¥

utilizados eram de potéssio.
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RESULTADOS

FLUXO DE Ca’t WA PRESENCA DE T-BUTIL HIDROPERSXIDO
OU ACETOACETATO.

0 fluxo de Caz+

em mitocdndrias de figado de rato fol estuda-
do na presenca de 50HM de t-butil hidroperdxido ou 1,0m¥ de acetoace -
tato, que s¥o oxidantes de NAD(P)H mitocondriais. A FIGURA 01 mostira
um experimento realizado na presenga de acetato como 8nion permeante,

concentrac®es fisioldgicas de ATP e Hg?+ {BECKER et alii, 1980) e 20

nmoles de Ca2+

adicionado por mg de protefna mitocondrial.

Hestas condi¢8es, quandc a suspens¥o mitocondrial era incuba-
da na aus8&ncia de oxidantes de NAD(P)H (linha pontilhada), a adic3o
de mitocBndrias decrescia a concentragifo de Caz+ livre no meio de
reacBo até atingir a faixa de 0,75uM, que ent3Fo se mantinha constante.
Na presenga do hidroperdxido (linha cheia), a adig¢¥o de mitocObndrias
resultava em uma velocidade inicial de captagldo de Caz+ idéntica a
do controle, ocorrendo porém um aumento transitdério na concentragio de
Ca2+ livre extramitocondrial, antes que o estado de equilibrio fosse
alcangado. Apds o efluxo de Ca2+ induzido por t-butil hidroperdxido,
verificava—se recaptac¥o do fon e as mitoc8ndrias apresentavam capaci-

+
dade de manter a concentragic do Caz livre externo nos mesmos nivelis

obgervados na condic¢io controle.
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FIGURA O1: Fluxo de Ceft na presenga de bt-butil hidroperdxido ou ace-
toacetato. NitocbHbndrias de ffigado (1,0mg de protefna) eram
incubadag em 1,0ml de meio (32'C) contgndo sacarose 125nM,
KC1 65mM, tamp3c llepes 3,0mM pH7,2, Hg * 4,0mM, ATP 3,0mM,
BSA 0,05%, rotenona 4,0uM, oligomicina O,5ug/mg, as$tato
IOmM e succinato 2,0mM, na presenca de 20nmoles de Ca a-
dicionado por mg de protefna. 1,0mM de acetoacetato (linha
tracejada) ou 501 de t~butil hidroperdéxido (linha cheia)
estavam presentes no meio de reagdo antes da adig¢¥o de mi
tocObndrias. Nosz locaisg indicados por setas eram retiradas
amostras do meio de suspens¥io para dosagem enzimdtica de
nucleotfdeos de piridina reduzidos.
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Adicionando as mitocéndrias em meio de reag3c contendo aceto-

acetato (1 inha tracejadal), ocorria captac8o do fon e tamponamento do

Ca2+ livre extramitocondrial na mesma faixa de concentragzo qgue no
controle, n3oc se observando o efluxo transliente de Céb* obtido na pre-

senca de hidroperdxido.

CONTEGDO DE RUCLEOTfDEOS DE PIRIDINA REDUZIDOS EM
HITOCSGNDRIAS DE FIGADO DE RATO, NA PRESENCA DE T~
BUTIL HIDROPERSXIDO OU ACETOACETATO.

Considerando gque o estado oxidado dos nucleotideos de piridi-
na intramitocondriais estimulam o efluxo de C¥+', foi wverificada a
extens¥do desta oxidagHo nas condigdes utilizadas nos experimentos da
FIGURA ©O1. Amostras do meloc de suspens3o foram retiradas nos locails
indicados por setas na FIGURA 01, para andlise do conteldo de nucleo-
t{deos de pliridina reduzidos, de acordo com o procedimento descrito em
"materiais e métodos”. Reglistros do fluxe de c#*t eram mantidos duran-
te a coleta das amostras.

A TABELA 0! mosira gue nas amostras retiradas durante a libkbe-

racio de Caz+

induzida por hidroperdxido, ocorria uma diminulg3o no
contelddo tanto de NADH como de NADPH (A}, sendo que nivels préximos
acs do controle experimental eram obtidos nas amestras retiradas apds
@ recaptagiio de 05}+ (BY. Na presenca de acetoacetato, foi verificado
que ocorria diminulig3o somente da concentrag¢fc de NADH. Esses resulta-

dos 880 representativos de uma série de quinze experimentos,
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NUCLEOTYfDEOS DE PIRIDINA REDUZIDOS

CONDICEES {(nmol .mg"l protefna)
NADH NADPI
CONTROLE 3,52 4,75
T-BUT.OOH (A) 1,66 1,99
T-BUT.O0H (B) 3,37 4,08
Achc 1,59 4,73

TABELA 01: Conteddo de nucleot{deos de piridina reduzidos em mitocdHn-
drias de ffgado de rato, na presenc¢a de t-butil hidroperd-
xido ou acetocacetato. MitocdSndrias (8,0mg de proteina) eram
incubadas em 4,0m}! de meio (32°'C} com a mesma composigdo do
exper imento da FIGURA 01, Amostras de 1,5ml do melo de sus-
pens¥o eram retiradas nos locals indicados por setas na Fl-
GURA 01, e o conteddo de NAD(P)H era determinadc enzimati-
camente.
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CONSUMC DE OXIGENIO, FLUXO DE ca’t E INCHAMENTO MI1TOCON-
DR1AL DURANTE O METABOLISKO DE HIDROPERGXIDO EM MITOCOM-
DRIAS DE F{GADO, APSS ACUMULAREM DIFERENTES CONCENTRACODES

DE Ca?*. EFEITO DE ATP E Mg2't.

Os experimentos mostrados na FIGURA 02 foram realizados com

diferentes concentracBes de Ca2+ ., mantendo-se as demals condigles

descritas para o experimento da FIGURA 01, onde o© hidroperdxido indu-

zia um efluxo de Ca2+ completamente reversivel. Procurou-se wverificar

se nessas condi¢Bes o acoplamento mitocondrial era mantido e qual o

24

efeito da presenga de ATP e Mg no consumo de oxigénic (tracado Aj,

24

no fluxo de Ca {tragado B) e no inchamento mitocondrial {tragado

ch.
Essas determinac¢8es experimentals eram iniciadas pela adigdo
de mitocdbndrias ao melo de suspensdo, na auséncla (linha tracejadal) ou

presencga {(linha cheia) de 50uM de hidroperdxide e concentracSes de

2+
a

c que variavam de 20 a 40nmcles por mg de proteina mitocondrial

(tragados 1, Il e 111 sucessivamente). Essas conceniragles de Ca2+

2+ 2+

correspondem 3 scoma do Ca adicionade com o Ca contaminante do melo

{10nmoles. mgul), determinado através de absorcgdo atdmica. As linhas
pontilhadas referem-se aos experimentos reallzados na presenca de 50¢yM
de hidroperdxido e na auséncia de ATP e ﬂg2+.

Durante o metabolismo do hidroperdxido, enquanto NAD(PIt per-

manecla oxidado, observou-se efluxo de C32+ , com aumento paralelo na
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velocidade de consumo de oxigénio € inchamento mitocondrial. Com o re-
torno do NAD(P)+ ao estado reduzido, observou-se recaptagdo de C&zﬁ =]
diminuig¥o na velocidade de consumo de oxigénio, voltando a wvalores
seme lhantes aoz do controle. Apds este processo, as mitoc8Sndrias per-
maneciam altamente acopladas, o que foil verificado c¢com a adigdo de
FCCP O,5HNM, observando-se um aumento imediato na velocidade de consumo
de oxigénio.

0= valores de controle respiratério encontrados eram na faixa
de 2,5, tanto noz experimentos controlez como naqueles onde o efluxo

2+

transitério de Ca era Induzido pelco hidroperdxido.

Observou-se um aumento nos efeitos Iinduzidos por hidroperdxi-

-+
do com o aumento na concentraglfo de Ca2 ; entretanto, mesmo na pre:

2* testada (40nmoles. mgrl ),

senga da malor quantidade de Ca ocorria
completa recaptacfo do fon apés o efluxo induzido pelo hidroperdxido,
paralelamente ao retorno da veloclidade de consumo de oxig8nio para os
valores originais,

Ao contrario dos demals efelitos causados pelo hidroperdxido,
o inchamento mitocondrial n3o #e mostrou reversi{vel. Tanto a velocida-
de inicial quanto a extens¥c do inchamento mostraram uma dependéncia

a2+ no meio.

direta da concentracfo de €
+ 2+

Ha aus@&ncia de ATP e Héz tanto o efluxo de Ca quanto o au-

mento na velocidade de consumo de oxigénio eram irreversfivels, além de

serem observados uma larga amplitude de inchamento e desacoplamento

mitocondrial.
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02: Consumo de oxigénioc, fluxo de Ca2+ ¢ inchamento mitocondri-~
al durante o metabolismo do t~butil hidroperdxido em mito-
<8ndrias d3+ffgado, apds acumularsf diferentes concentra-

¢«Bes de Ca . Efeito de ATP e Mg

MitocBndrias (1,

Omyg

de protefna) eram incubadas em 1,0m! de meio (32'C) idé&nti-
co ao da FIGURA 01, na presenc¢a (linha cheia) ou auséncia

{linha tracejada) de 50uUM de 5;butii hidroperdxido,
riando-se a concentragio de Ca de 20 (1), 30 (11> ou
€111} nmoles por mg de protefna. As !inhas pontilhadas
prﬁfentam o efeito do hidroperdxido na auséncia de ATP
Mg~ . FCCP (0,5uM) era adicionado nos locais indicados
setas. Em A, representa-s§+a velocidade de consumo de

va-
40
re
e
por
oxi

g&nio; em B, o fluxo de Ca ¢ em C, o espalhamento de lu=z.
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+
FLUXO DE sz DURANTE O METABOLISMO DO HIDROPERSXIDO
ER MITOCORDRIAS ENERGIZADAS POR ATP E PELA RESPIRACXO
ENDSGENA .

0 experimento descrito na FIGURA 03 mostra a reversibilidade
do efluxo de Caz+ induzido por HAD(P)+ em mitocBndrias incubadas na
auséncia de inibidores respiratdérios ou de redutores de NAD{PfF, uti-
lizando-s3e hidroperdxido como oxidants.

A suspensdo mitocondrial era adicionada ao meic de reac%o na
aus8ncia (linha tracejada) ou na presenga {(linha cheia) do hidroperd-
xido. A oxidag¥o de NAD(P)H ocorria em paralelo com o efluxo transitdéd-
rio de Caz+ das mitocSndrias. Os nimeros entre paré&nteses representam
os valores de NAD(P)H em nmoles por mg de protefna, obtidos em amos-
tras retiradas onde indicado por setas, determinados conforme descrito
em "materiais e métodos”™. Com a recaptacg®o do fon, o NAD(P)H voltava =2
concentrag@es similares a3s do controle experimental, indicandc uma re-
tagd0o entre o estado redox dos nucleotideos de piridina e o efluxo de
Caz+ induzido por hidroperdxido (tragado A?.

0 tragado B mostra o grau de acoplamentoc da mesma suspens3o
mitocondrial analisada em A. Apds um ciclo de efluxo e recaptacio de
ca2+ . era felta a adig¢¥%o de rotenona, oligomicina e succinato, ocor-
rendo um consumo de oxigénio semslhante ao do controle experimental.
Esse consumo correspondia ao estado respiratdrio 4 e fol verificado o
acoplamento mitocondrial pela adig3o de FCCP que causava, em ambog os

casos, igual estimulo da respiragdo. O controle respiratdério, tanto no
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FIGURA 03:
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Fluxo de Ca®t durante o metabolismo do hidroperdxido em

mitocBndrias energizadas por ATP e pela respiragdo enddge-
na. Mitocbndrias (1,0mg de protefna) eram incubadas sm 1,0
ml de meic (32'CY contendo sacarose 125mM, KC1 &DmM, tam-
pdo Hepes 3,0mM pH 7,2, HQZ+ 4,0mM, ATP 3,0mM, BSA O0,05% e
acetato 10,0mM, na presenca (linha cheia) ou auséncia (11~
nha tracejada) de 50UM de t-butil hidroperdxido e com 20
nmole de C#' adicionado. O tracado A representa o fluxo
de C#%, indicando-se a concentrag¥o de nucleotfdeos de pi-
ridina reduzidos (nmoles.mg“l) determinada em amostras c¢o-
lhidas nos leocais indicados por setas. U tragado B repre-
senta a velocidade de consumo de oxigénio apds adiglo de
rotenona 4,0HM, oligomicina 0,5ug/mg & succinato 2,0mM co-
mo substrato respiratdrico,. FCCOP (O,5HM) era adicionado onde
indicado.

UNICAMP
RIBLIOTECA CENTRAL
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sistema contendo hidroperdxido (linha cheia) quanto naquele sem oxi-

dante (linha tracejada) era de aproximadamente 7,5.

BUDANCAS RD POTENCIAL DE HENBRANA E NO VOLUME
+
EITOCOUNDRIAL DURANTE O EFLUXO DE Gaz INDUZIDO

POR HIDROPERGSXIDO.

A participaclio do potencial de membrana (AY) no mecanismo de

af luxo de Ca2+

induzido pelo estadc oxidado do NAD(P) mitocondrial &
controvertida. Esta questio foi estudada nas nossas condigBes experi-
mentals onde as mitocdndrias permaneciam acopladas apds efluxo e re-

captacio de Ca2+

na presenca de hidroperdxido.
A FIGURA 04 mostra que ocorria diminui¢8%o do wvalor de AY
(tragado B) que acompanhava © aumento transitdério da concentrag¥o de

632+

ltvre extramitocondrial (tragado A) induzido pelo hidroperdxido.
Esse efeito sobre AY também mostrou ser reversivel.

Com a finalidade de verificar até que ponto o decréscimo em
AY era devido a um aumento do movimento cfclico de C2* . vermelho de
ruténio (O,7pM) fol adicionado onde indlcado pelas setas. Esta adigio
resultou em um decréscimo menor no AV , @mbora nfo tivesse sido re-
glstrado um retorno imediato aos valores controles (linha tracejadal).
Houve, como esperadeo, um esti{mulo na velocidade de efluxo liquido de
Ca?* no sistema contendo hidroperdxido em relacdo ao mistema controle
(linhas tracejadas). A velocidade de efluxo 1fquido de C&}+ induzido

por vermelho de ruténio era 8,0nmoles por minuto por mg de protefna

mitocondrial, na presenca de hidroperdxido e somente 1,0nmol por minu-
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Mudancas no potencial de mg&?rana € no volume mitocon-

drial durante o =fluxc de Ca induzido por hidroperdxido,
Mitocdndrlas (1,0mg de proteina) eram incubadas em 1,0ml de
meio (32'C) em condi¢Bes pimilares as da FIGURA 01, na pre-
senga ou ausénecia de 50U de t-butil hidroperdxide, e
acrescido de 30MM de TPP' quando era verificado o potencial
de membrana. O tragado A representa fluxo de Ca?t ; o B, o
potencial de membrana; ¢ o C, a medida de espalhamento de
luz. Vermelho de ruténio (0,7HM) era adiciconade no lecal
indicado (linha tracejada), e EGTA (O,5mM), quando presen-
te, era adiclonado antes das mitocaﬂgrias {linha pontilha-
da). U meio continha 20nmoles de Ca adicionado.
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to por mg de proteina mitocondrial, na auséncia do oxidante de
NAD(P)H. A extens3o do inchamento mitocondrial (tragado C) que era
maior no sistema contendo hidroperdxido, também diminuiu com a adig¥o

de vermelho de ruténio (linha tracejada).

A2 1 inha=m pontilhadas (tragados B ¢ C) mostram resultados ex-
perimentalis onde as mitocdndrias eram adiclonadas em meio livre de
Ca2+ , com EGTA presente desde o infcio, e contendo hidroperdxido como
oxidante de NAD(P)I. Embora o inchamento mitocondrial tenha sido com-
pletamente abolido nessas condigBes, verificou-se que ECTA n3%o previ-

nia totalmente o decréscimo de AY

CORRELACXO ENTRE A VELOCIDADE DE CONSUMO DE OXIG#NID
E FLUORESCENCIA DE NAD(P)H INDUZIDA POR HIDROPERSXIDO.

Os experimentos mostrados na FIGURA 05 comparam o tempo
transcorrido durante o estimulo do consumo de oxigénio (tragado A) e a

oxldag¥o de NAD(P)H (tragado B) pelo hidroperdxido, em mitocHBndrias

apds captarem 20nmoles de Ca2+.
Com a adig¢¥o de vermelho de ruténio (linha tracejada), que
2+
previne © movimento cfclico de Ca , ocorreu uma diminuigdc na wvelo-

cidade de consumo de oxigénio induzida por hidroperdéxido, porém per-
maneceu um pequeno estimulo em relagio ao controle. Adicionande as mi-
tocbndrias em meio de reagfo senm Caz+ Iivre, com EGTA presente, o hi-
droperdxido ainda induziu um pequeno aumento na velocidade de respira-
¢do (linha pontilhada). Ag diferentes velocidades de consumo de oxigé-

nic, observadas neste experimento, refletem os diferentes valores de
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Correlag3o entre a velocidade de consumo de oxigéniec e
fluorescéncia de NAD(P)H induzida por hidroperdxidoe. HNito-
cdndrias (1,0mg de protefna) eram incubadas nas mesmas con-
digTes da FIGURA 04, O tracado A representa a velocidade de
consumo de oxigénio e o B, a oxidag¢io dos nucleotfdeos de
piridina.
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potencial eléirico de membrana cobservados nas mesmas condi¢Bes experi-
mentais da fligura anterior.

0 estado de dxido reduc¢fo de NAD(PYH era determinado pela
emizgdo de fluorescénela em 450nm, quando o sistema era excitado em
366nm. Na presenc¢a do hidroperdxido verificou-se diminuig3o da flua-
regscéncia, indicando que os nucleotfdeos de piridina mitocondriais es-
tavam sendo oxidados durante a metabollizac¢¥o do hidroperdxido. Essa
oxidac3o também mostrou ser transitdérlia, voltando os nucleotfdeos de
piridina aco estado reduzido, conforme verificado pelo aumento da fluo-
resc@ncia. Essas mudang¢as na fluorescéncia, em decorréncia do estado
redox do NAD(PXH, acompanhavam © estimulo da velocidade de consumo de
oxigénio, voltando a valores iguais aos controles.

A adicBo de vermelho de rutnio n%o modificou a extens¥o da
oxldacgdc dos nucleot{deos de piridina, entretanto, com ECTA o retorne

ao estado reduzido ocorreu mais rapidamente.

FLUXO DE Ca’' E CONSUMO DE OXIGENI10O DURANTE O NETABOLISHO
DE HIDROPERGXIDO. CUMPARACKXO ENTRE O USO DE ACETATO OU
FOSFATO COMNO XNIOR PERMEARTE.

Nos experimentos descritoz na FIGURA 06 estudamos a influ8n-
cla de diferoentes 8nions permeantes na velocidade de consumo de oxi-
génio (tracado A) & no fluxc de Ca2+ {tragado B} induzido por hidrope-
réxido. Este fluxo fol verificado na presenca de 20nmoles de Céz* adi-
cionado por mg de protefna mitocondrial, juntamente com 10mM de aceta-

to (tragados 1) ou 2mM de fosfato {(iragados 11).
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FIGURA 06: Fluxo de Ca’’ e consumo de oxigénio durante o metabolismo
de hidroperdxido. Comparac3o entire o uso de acetato ou fos-
fato como &8nion permeante. Mitoc8Bndrias de ffgado (1,0mg de
proteinal) eram incubadas em 1,0m! de meio (32'C) semelhante
ac descrito na FIGURA 01, exceto que 2,0mM de fosfato (tra-
cados 11) também era usado como Snion permeante no lugar de
10,0mM de acetato (tragados ). 20nmoles de Ca?' por mg de
protefna mitocondrial era adicionsdo 20 melo de incubagfo.
Em 2 representamge a velocidade de consumo de oxigé&nio e em
B, o fluxo de Ca*t
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Nestas condi¢les, gquande acetato era usado como 8nion perme-
ante, ocorreu efluxo de Ca2+ induztdo por hidroperdxido e subsequente
recaptagdo {linha cheia) até a concentracic extramitocondrial do fon
atingir niveis semelhantes aos do controle {(linha tracejada). Durante
este ef luxo verificou-se estimulo do consumo de oxigénio, conforme re-
sultados descritos na FIGURA O2. Quando fosfato sstava presente no lu-
gar de acetato, n%3o fol observado estfmulo no efluxe de Ca2+ nem au-

mento na velocidade de consumo de oxigéntio, induzido por hidroperdxi-

do.

EFEITO DO ZNION PERMEANTE HO EFLUXO DE Caz+ E HO CONSUNMO

DE OXIGE£NIO INDUZIDOS POR T-BUTIL HIDROPERSXIDO, EM HNI-

TOCONDRIAS CARREGADAS CON ALTAS CONCENTRACSES DE Ca?+ .

0 efliuxo de Ca2+ (tragado B) e o aumento na wvelocidade do
consumo de oxig8&nioc (tracgado A) foram verificados na pregenca de 10mM
de acstato (linha tracejada) ou Z2mM de fosfato {linha cheia}), apds as
mitocHndrias terem captado uma quantidade de Caz+ bem acima das con-
centrac®es utilizadas nos experimentos anteriores.

Negstas condig¢Bes experimentals, quando as mitocdndrias eram
incubadas em meioc de reacio contendo Ca2+ na concentrac%o de 7Onmoles
por mg de protefna, fol verificado efluxo transitdério do fon, indu=zido
pelo hidroperdxido, que era acompanhado pelo aumento transitdrio na
velocidade de consumo de oxigénio, se acetato era utilizado como 8nion

permeante (1linha tracejada). Quando fosfato estava presente no Jugar
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cBndrias de figado (1,0mg de protefna) eram incubadas en
1,0m! de meio (32'C) semelhante ao descrito na FIGURA 01t,
na presenga de 2,0mM de fosfato (linha chela) ou 10,0mM ﬂf
acetato (linha tracejada). O meioc continha 7Onmcles de Ca
adicionado. O tragado A represeq&g a velocidade de congumo
de oxigénioc e o B, o fluxoc de Ca
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2+
de acetato (linha chela), ocorreu efluxo de Ca e aumento na veloci-
dade de consumo de oxigénio, tendo as mitocdndrias entrado em processo

de anaerobiose, sem ter sido observada recaptacfo do fon.

EFEITO DO ANTIBISTICO X-537A E VERNELHO DE RUTENID

NO FLUXD DE Ca2' MITOCONDRIAL.

0 experimento da FIGURA 08 fol planejado no sentido de estu-
darmos o efeito da presenca de X-537A sobre o efiuxo de Caz+ mitocon-~
drial.

Este experimento mostra que mitocdndrias de ffgado energiza-
das com succinate como substrato respiratdrio, captam Caz+ causando um
decréscimo na concentracio de Caz+ livre extramitocondrial até aproxi-
madamente O,5uM, mantendo esse valor durante o transcursge do experl-
mento (tracado A). Entretanto, a adi¢Zo de 125pmoles do antibidtico
X-537A por mg de protefna mitocondrial, apds a concentracio de Ca2+
extramitocondrial ter atingido o estado de fluxo constante, causou unm
decréscimo na concentrag¢3o do fon para aproximadamente 0,25uM (tracado
B>. Com a adicg¥%o de vermelho de ruténio, no lugar de X-537A, ocorreu
ef luxo de Ca2+ das mitocSbndrias a uma velocidade de aproximadamente
0,85 nmoles por mg de protefna por minuto {(tragado C). Esse efluxo de
Ca2+ induzido por vermelho de ruténio fol inibidoc por adigBes de

X—-537A {tragado E). O tragado D mostra que, se az mitocndrias eram

adiclionadas ao melo de reacdo apds a adiclo do antiblidbtico, oecorria
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FIGURA 08: Efeito do antibidtico X 5377 e vermelho de rut&nio no fluxo
de Ca2+ mitocondrial. Mitoc®ndrias de ffgado (2,0mg de pro-
teina) eram incubadas em 1,0ml de melo (25'C) contendo sa-
carose 125mM, KC) 65mM, tamp3o Hepes 3,0mM pH 7.2, fosfato
0,25mM, BSA 0,05%, ATP 3,0mM, Mg2+ 4,0mM, rotenona 520113.
oligomicina 1,0Ug/mg e succinateo 2,0mM. O fluxe de Ca era
verificado na auséncia (tragado A) ou na presenga (tragado
D) de 125pmoles de X-537A por mg de proteina. O,7uM de ver-
melho de rut8nio (tragado C) ou 125pmoles de X-5372 por mg
(tracade B) eram adicionados nos locais igdlcados por se-
tas. 0O tragado E representa o fluxo de Ca * vertificade na
presenga de vermelho de ruténio e X-537A.
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2+
captaglio do Ca do meio, com tamponamento na mesma faixa de concen:

traclio observada no tragadoc B.

RELACXO ENTRE A OXIDACXO DE GLUTANATO OU EFLUXO DE
ca?* INDUZIDO POR VERMELHO DE RUTENIO E DIFERENTES
CONCENTRACSBES DE X-537A.

NHo experimento mostrade na FIGURA 09 verificamos a relagio

entre a Iinibigic do ef luxe de CaZ+

e da oxidag¢do do glutamato pelo an-
tibidtico X-537A. MitocOHndrias de figadoe de rato oxidando substratos
respiratdrios como glutamato ou como succinato na presenca de roteno-
na, apregentaram a mesma relagdo dose-resposta tanto para a inibic¢do
da oxidac¥o do glutamato (linha cheta), como para a inibig3o do efluxo

de Ca2+

mitocondrial induzido por vermelho de ruténio (linha traceja-
da), tendo sido obtida metade da inibic¥o miaxima com aproximadamente
25nM de X-537A.

inibi¢lo de 70X era observada com uma concentracio de 125n¥

de X-537A (125pmoies.mg"l) em ambos os casos.
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Relagdo entre a oxidacZo de glutamato ou efluxo de Céh- in-
duzido por vermelho de ruté&nio e diferentes concentragfes
de X-537A. MitocSndrias hepaticas (2,0mg de protefna) eram
incubadas em 2,0m! de meio, nas mesmas condicles experimen-
tais que na FIGURA O7. A influéncia do antibidtico X-537A
no efluxe de Ca*t induzido por 0,7u¥ de vermelho de ruté@nio
{linha tracejada) fol verificada na presenca de 30nmoles de
Ca?* ., O tracado de linha cheia representa a influ@ncia das
diferentes concentrag@es de X-537A na oxidac¥o do glutama-
to, verificada pela velocidade de consumo de oxigénio indu-
Zzldo por 50uM de DNF, om mitocHndriaz incubadas nas mesmas
condicgBes experimentals, exceto que 5,0mM de glutamato es-
tava presente no lugar de succinato e rotenona, & © meio de
reagdo era conmplementade com 0,5mM de EGTA.
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EFEITO DO ANTIBIGSTICO X--537A RO PUTENCIAL DE MEMBRANA
HITOCUONDRIAL.

Os experimentos da FIGURA 10 foram realizados para se estudar
o efelto do X—-537A em AY | O antibidtico induz ao aumento de AY ,
verificado quando este era adicionado apds as mitocBndrias de fIrgado
alcancarem © manterem um potencial de membrana na falxa de 180mV (tra-
gados A e BY .

Conz iderando que em certas condigBes experimentals a safrani-
na, corante utilizado para determinar AY em 533-51inm, pode causar e-
feitos indesejdveis no transporte de Ca2+ pela mitocBndria (VALLE et
alii, 19867, o potencial elétrico de membrana fol verificado tanto pe-
la técnica do uso de safranina {(tragado A), como pelo uso de eletrodo
de TPP+, especi{fico para determinag¢@o de AY (iracgado B). Através dos
doisz métodozm verificou-se que o antibidtico X-537A em concentiragdes
de 125nM, aumenta o AY em aproximadamente 1OmV {linhas continuas,
tracados b). Um aumento méximo de 15mV fol verificado em concentra-
¢Bes de X-537A 250nM (tragado A-c-)., Concentra¢®es do antibidtico acti-
ma desse valor n¥o causa posterior aumento em AY , sendo que em con—
centracBes acima de 50uM causa um decrdéscimo em AV . devido a seu

efelto de iondforo.
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FIGURA 10: Efeito do antibidtico X-537A no potencial de membrana mito-
condrial. MitocBndrias de ffgado (1,0mg de protefna? eram
incubadas em 1,0m! de melio contendo _sacarose 125mM, EC1
65mM, tamp¥o Hepes 3,0mM pH 7.2, Mg?t 4,0mM, ATP 3,0mM, BSA
0,05%, succinato 2,0mM e rotenona 5,0UM. No experimento re-
presentado pelo tragado A, o meio de incubag3o (25'C) era
complementado com 0,25mM de fosfato e 10,0UM de safranina,
sendo o AY verificado pelo uso de espectrofotdmetro de du-
plo comprimento de onda. No experimento representado pelo
tragado B, o &Y era verificado pelo uso de eletrodo espe-
c{flco apds © meio de incubagio (32'CH tsg sido complemen-
tado com 10mM de acetato, 20nmoles de Ca ;. 0,%8g de oli-
gomicina e 30HM de TPPY . X-537A era adicionado nos locals
indicados por setas, nas concentrag8es de £2,5nM (a), 125nH
{b) e 250nH (c).
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EFEITO DO ANTIBISTICO X-537A NO FLUXO DE Ca?t
ATRAVES DA VIA ELETROFORETICA DE CAPTACXO.

0O experimento da FIGURA 11 fol realizado para verificar o

2+ atravds da via ele-

efeito do antibidtico X-537A no movimento de Ca
troforética de captag¥o.

MitochOndrias energlizadas eram pré-incubadas na presenca de
30nmoles de Ca2+ por mg de protefna mitocondrial e a captag¢¥o era ini-
ciada apdés adigdo do substrato succinato, até a concentracBo de (h3+
livre extramitocondrial atingir uma faixa de 0,75uM., Neste ponto, o
desacopl ador DNF era adicionado causando colapso de AW e induzinde o
ef luxo de Caz+ pelo reverso da via eletroforética de captacglo.

Na presenga de 125pmoles de X-537A por mg de proteina mito
condrial (linha tracejada) & na aus@ncia do antibidtico (linha cheia),

2+
tanto © influxo como o efluxoc de Ca através da via eletroforética de

captagio ndo eram alterades.

INFLUENCIA DO ANTIBI16TICO X-537A NO EFLUXO DE Ca?+
INDUZIDO POR T-BUTI1L HIDROPERSXIDO E KA EXTENSXO DO

VOLUME HMITOCONDRIAL.

Os resultados da FIGURA 12 (tragado A) representam o fluxo de
Ca2+ mitocondrial. Na presenga de t-butil hidroperdxido observou-se o
aumento transitdério na concentracio de Ca2+ extramitocondrial, de
acorde com os resultados anteriores. Na presenca de X-537A n%o se ve-

rificou este efeito do hidroperdxido.
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FIGURA 11: Efeito do antibidtico X-537A no fluxo de Ca?t através da

via eletrofordética de captagHo. Mitoclndrias (1,0mg de
proteinal) eram incubadas em 1,0ml de melo (25'C) contendo
sacarose 125pM, KCl 65mM, tamp¥oc Hepes 3,0mM pH 7.2, fosfa-
to ¢.2mM, ng+ 1,0mM, rotenona S5uM e Calt 30nmoles. A cap-
tacH%o de Ca“’ era iniciada apds adiclo de 2,0mM de succina-
to. DNF (50¥M) era adicionado onde indicado por seta, na
augéneia (linha cheia) ou na presenc¢a (linha tracejada) de
125 pmoles de X-537A por mg de protefna mitocondrial,
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ESPALHAMENTO DE LUZ
(INTENSIDADE RELATIVA)

Influéncia do antibidtico X-537A no efluxo de Ca?t induzido
por t-butil hidroperdxido e na extensio do volume mitocon-
drial. MitocBndrias hepaticas (1,0mg de proteina) eram in-
cubadas em 1,0ml de meio (32'C) contendo sacarose 125mM,
KC1 €5mM, tamp¥o Hepes 3,0mM pH 7.2, Mg?* 4,0mM, ATP 3,0mM,
rotenona 4,0UM, oligomicina O,5Ug, acetato 10mM e succinato
2,0mM, na presenga de 30nmoles de Ca2t adicionado. 40uM de
t-buti] hidroperdxido ou 125nM de X-537A estavam presentes
no melio de reagdo antes da adigfoc de mitocdndrias. As 11~
nhas pontilhadas representam os experimentos realizados na
presenga de hidroperdxido ¢ X-537A. 0 tragado A representa
o fluxo de Ca?t ,e o B, a medida de espalhamento de luz.
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) tragado B representa o volume mitocondrial verificado pe
!la medida de espalhamento de luz em 520nm, em um espectrofluorimetro.
As mitoc8Bndrias incubadas em melo de reag3o sem oxidantes de NAD(P)H
apresentaram discreto aumento na extensZo do Inchamento mitocondrial.
Na presenga de t-butil hidroperdxido a extens¥o do inchamento era
maior; no entanto, na prezonca apenas do antibidtico ou na presenga
deste mais o hidroperdxido ocorria contraglio mitocondrial, wverificada
pela diminui¢do na medida de espalhamento de lu=z.

Estes resultados eram observados apds as mitocdndrias terem

L 3
captado 40Onmoles de Ca2 por mg de protefna.

ALTERACSES NO VOLUME MITOCONDRIAL INDUZIDAS POR X-3537A
EN HITOCOHNDRIAS DE F(GADO DE RATO DESENERGIZADAS.

Oz resultados do experimento descrito na FIGURA 13 represen-
tam as variag@es do volume de mitocSndrias desenergizadas, verificadas
pela medida de espalhamento de luz em 520nm.

As mitocdndrias hepdticas eram incubadas osm meio de reaglo
contendo rotenona e oligomicina, e na auséncia de C;}+ livre, com EGTA
presente no meio de reac3do antes da adig¢¥o de mitocSndrias. Na presen-
¢a de 125pmoles de X-537A por mg de protefna mitocondrial verificou-se

contrac¥®o mitocondrial, quando c¢omparado com o controle, na aus&ncla

do antibidtico.
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FIGURA 13: Alteragfes no volume mitocondrial induzidas por X-537A em
mitocBndrias de ff{gado de rato desenergizadas: Mitocdn-
driasg hepaticas (1,0mg de proterina) eram incubadas em 1,0m!
de melo (32'C) contendo sacarose 1206mM, KCl &5m¥, tomplo
Hopes 3,0mM pH7,2, EGTA 0,4mM, acetato 1OmM, rotenona 4,0ud
e oligomicina 1,0ug. 125nM de X-537A era adicionado no lo-
cal Indicado por seta.
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D1SCUSSXO

O=s resultados descritos neste trabalho demonsiram uma corre-
lac%o entre a oxidag¢¥o dos nucleotf{deos de piridina mitocondriais e ©

2+ dessa organela. Nossos resultados est3o en

estimulo do efluxo de Ca
concordfncia com os de alguns autores que propSem que o estado redox
dos nucleotideos de piridina mitocondriais possa ter influénclia sobre

2+(LAHDRY & LEHNINGER, 1976; CHARLTON & UWENNWE, 13878;

o efluxc de Ca
LEHNINGER et alii, 1978b; VERCES] et =alii, 1978; DAWSON et alii, 1979;
FISKUM & LEHNINGER, 13879; KRELL et alii, 1979; LOTSCHER et alli, 1979;
ARSHAD & HOLDGWORTH, 1980; COELHO & VERCES!, 1980; LOTSCHER et alil,
1980; NICHOLLS & BRAND, 1980; PANFILI et alili, 1980; PRPIC & BYGRAVE,
1980; HOFSTETTER et alii, 1981; SIES et alii, 1981; BAUMHUTER &
RICHTER, 1982; BEATRICE et alil, 1982; BELLOMO et alii, 1982; JURKOU-
WITZ & BRIERLEY, 1982; ROTH & DIKSTEIN, 1982; VERCES! & LEHNINGER,
1982; MOORE et alii, 1983; ORRENIUS et =alii, 13983; BEATRICE et alili,
1984; BELLOMO et alii, 1984a; BELLOMO et alii, 1984b; BELLOMO et alit,
1984c; VERCES!I, 1884a, b, c; VERCESI, 1985; VERCES!I, 19886). Entretan-
to, © mecanismo deste efluxo n¥%o estd perfeitamente esclarecido. A
concentracdo de Ca2+, a composgicido do meto de incubacgi¥o, o estado de
acoplamento mitocondrial, a influéncia do potencial elétrico de mem-
brana e mesmo a presenga de Inibidores de respirac3oc e os prdéprios
agentes oxidantes e redutores de RAD(P)H adicionados a0 neio, tém le-
vado a resultados controvertlidos.

Alguns autores propSem que na presen¢a de ATP e H5L+ o efluxo

de Ca2+ ndo € estimulado pela oxidagZic de NAD(P)H. Tem sido proposto
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que o ATP e ng+ protegem a membrana de efeitos deletérios causados
pelos oxtdantes (NICHOLLS & BRAND, 13980; BARDSLEY & DRAND, 1982; AKER-
MAN & NICHOLLS, 1883) ou que o ATP possa agir como inibidor da ativi-
dade da NADase mitocondrial (IIOFSTETTER et alil, 1981). Rossos resul-
tados demonstram que podemos observar um efluxo transitdrio de cat
eztimulado por t-butil hidroperdxido, um oxidante de NAD(P)H, mesmo
com az mitocHndrias incubadas em meio contende ATP e ng+ (FIGURA 01),
No entanto, quando o oxidante de NAD(P)H era o acetoacetato, n3o gze
verificava o efluxo lf{quido de Caz+ nas mesmas condigBes experimen-
tais. HNICHCOLLS & BRAND (1980) consideram que o efluxo Iinduzido por
acetoacetato, apds as mitochHndrias terem captado alta concentragdo de
Caz+ (S4nmoles. mgwl) é prevenido por ATP e oligomicina, podendo ezstar
relacionado com o efeito protetor destes scbre a membrana mitocon-
drtal.

A extensdo da oxidagHo dos nucleotideos de piridina mitocon-
driais nag diferentes etapas do efluxo de Caz+, verificada através de
andlise enzimdtica dos nucleot{deos de piridina reduzidos, encontra-se
descrita na TABELA 0!. Has condi¢gBes em gue o efluxc ds Ca2+ era Indu-
zido por hidroperdxido ocorria uma diminui¢¥o no conteddo de NADH para
i1,66nmoles por mg de*protefna,‘em relaglo ao controle experimental on-
de foram encontrados 3,52mmoles por mg de protefna. U mesmo ocorria
com o conteilddo de NADPH, que de 4,75nmoles por mg de proterina, verifi-
cado em condigles controle, decrescia para 1,99%9nmoles por mg de pro-
tefna. J4, naz amostras anal igadas na presenga de acetoacetatc, niHo
fol wverificada uma grande diminui¢3o no conteldo de NADPH, e somente

NADH decresceu de 3,52 para 1,59nmoles por mg de protefna.
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Outros resultados de nosso laboratdrio (VERCESI, 1986) tambén
demonstram que acetoacetato n3o oxida NADPH quando as mitocdndrias se
encontram energizadas, apresentando alto valor de AY . HNessas condl-
¢Bes n¥do ha estimulo do efluxo de Caz+.lsto pode ser explicado pelo

fato de que, em mitocdndrias energizadas, a enzima NAD(P)-transidroge-

nase, que catalisa a reag¥o NADPH + NAD+3rmmm NADP+ + NADH, apresenta
uma constante de equilfbrio 500 vezes deslocada no sentido da manuten-
¢%c do NADP na forma reduzida (LEE & ERNSTER, 1864). J4, na presenga
de t-butil hidroperdxido ocorre oxidag3io tanto de NADH quanto de NADPH
devido 2a ag3io do sistema enzimatico glutationa peroxidase/glutationa
redutase (vide esquema na Introdugio).

Hossos resultados Indicam que o efluxo de ca’t

gstimul ade ps-
lo estado oxidado dos nucleotfdeos de piridina ocorre quande o NADPH
estd oxidado ¢ n3o quando ocorre oxldagdo apenas do NADH.

0 completo retorno do NAD(PY* para o estado reduztdo, obser-
vado quando ocorre recapta¢iio do Ca2+, indica que na presenc¢a de ATP e
H92+ o efluxo de Caz+ estimulado pelo estado oxidado do NADRD(P)H pode
ocorrer sem perda lfquida significativa de nucleotfdeos de piridina
enddgenos, o que estd em concordincia com resultados apresentados por
FREI et alii (1985a). Entretanto, segundeo a interpretac3co de outros
autores, durante este efluxo estimulado pelo estado oxidado do
HAD(P}H, também ocorre hidrdliszse do NAD(P)+, catal isada por uma NADase
de membrana mitocondrial interna (LOTSCHER et alii, 1980; RICHTER et
alit, 1983; SATRUSTEGUI & RICHTER, 1984; FRE!l et alii, 1985a). 0O fato
de n3c observarmos hidrdélise significativa de NAD(P" pode estar re-

laciconado com o efeito inibidor do ATP nessa hidrdlise (HOFSTETTER et

alii, 1981) ou ainda ser devido 3 reag¥o catalisada pela HNADase no
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gsentido da re-gsintese dos nucleotfdeos de piridina (HOSER &t aliil,
1983).

Alguns autores estudando o mecanismo de efluxo de Caz+ i ndu-
zido por HAB{P)+, apds as mitoc8Bndrias terem acumulado quantidades
massivas de Ca2+, relataram que este efluxo era precedido por um iIn-
chamento mitocondrial de larga amplitude e desacoplamento (BEATRICE ct
alti, 1980; NICHOLLS & DRAND, 1980; WOLKOWICZ & McMILLIN-WOOD, 1980;
PALMER & PFEIFFER, 1981; BARDSLEY & BRAND, 1982; BEATRICE et alit,
1982). Nas nossas condi¢Bes experimentais, as mitocdndrias permanecem
altamente acopladas mesmo apds o efluxo e recaptaglio do Ca2+ (FIGURA
02). Este resultado foil verificado em mitocHndrias incubadas em meio
contendo ATP o ng+ na presenga de diferentes concentracfes de Ca2+,
desde 20 a 4Onmoles por mg de proteina. Mesmo nas condi¢fes em que se

2+

utilizou a menor concentragdo de Ca (20nmoles, mg"l), na auséncia de

ATP e H92+ o efluxo mostrou-se irreversivel, ocorrendc concomitante-

mente desacoplamento mitocondrial. A extenzgdo do Inchamento mitocon-

drial! também & malor na ausé&ncia de ATP e H92+.

2+

Este efeitoc inibidor
do ATP e Mg observado nas nossas condi¢Bes experimentais, segunde a
interpretac3oc de alguns autores pode estar relacionado com efeitos es-
tabilizadores na membrana mitocondrial (COELHO & VERCESI, 1980; ZOCCA-
RATO et alili, 1981). A composicio do melo de reagdo (VERCESI, 1984a;

1985) e a concentrag3o de Caz+

sfo fatores fundamentais para que o
ef luxe induzido por NAD(PY* ocorra e as mitocBndrias permanegam aco-
pladas.

A majoria dos trabalhos que relacionam estado redox dos nu-

2+

cleotideos de piridina com o mecanismo do efiuxo de Ca mitocondrial

foram obtidos em experimentos que continham inibidores respiratdrios e
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a reversibilidade da oxidac¢¥o dos nucleotfdeos de piridina e do efluxo
de Saz+ era mostrada pela subsequente adic¢¥o de redutores de NAE(P)+
(LEHNINGER et alii, 1978b; LOTSCHER et alii, 1979; BEATRICE et alil,
1980; HICHOLLS & BRAND, 1980; PRPIC & BYGRAVE, 1980; LOTSCHER et alitl,
1980; WOLKOWICZ & McMILLIN-WOOD, 1980; HOFSTETTER et alii, 1981;
PALMER & PFEIFFER, 1981; SIES et alii, 1981; BARDSLEY & DBRAND, 1982;
BEATRICE et alii, 1982; DELLOMO et al, 1982; VERCESI & LEHNINGER,
1982; RICHTER et alti, 1983; BEATRICE et alii, 1984; BELLOMO et alit,
1984a; VERCESI, 1984a; 1985; 1986). BEATRICE et alii (1980) propuseram
que o oxidante poderia ter efeitos diretos na membrana mitocondrial, e
o redutor reverteria o efluxo de Ca2+ pelo deslocamento do oxidante de
geus sitlos de ligacao na membrana, sem gue o processc estivesse dire-
tamente relacionado a oxidacglo do NAD(P)H.

Nossos resultados experimentais mostram que o efluxo transi-
tdério de Caz+ estimulado pelo estado oxidado dos nucleot{deos de piri-
dina mitocondriais ocorre mesmo na auséncia de intbldores da cadela
respiratdéria (FIGURA 03). Analisando a concentragio de NADPH, tanto em
condi¢fBes de efluxo (1,3inmoles. mg—l) como apds a recapta¢do do Caz+
{4,3bnmoles=. mg‘l), em relaglo ao experimentc controle, na auséncia do
oxidante de NAD(P)H (4,60nmoles. mg-l} verificamos que o efluxo do {on
das mitoctbndrias de fligado de rato estd relacionado com o estado redox
dos nucleot fdeos de piridina mitocondriais. Também nessas condig¢les as
mitocBndrias ainda apresentam-gse acopladas, o gque foil verificado apds
adi¢dc de substrato respiratdric e em seguida o desacoplador FCCP.

A influéncia de 8¥ no mecanismo do efluxo de Caz+ estimulado
pelo HAD{P}+ tem sido considerada um fator relevante. Alguns autores

consideram que este efluxo ¢ precedido pele colapso dedAY (BEATRICE et
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alii, 1980; NHICHOLLS & BRAND, 1980; PALNMER & PrEIFFER, 1981; DBARDSLEY
& BRAND, 13882; BEATRICE et alii, 1982), enquanto outros t&m mostrado
que © decréscimo de AY durante o efluxo de Ca}+ é resultado da dissi-
pacioc de energia estimulada pelo movimento ciclico entre captacto e
efluxo do fon através da membrana mitocondrial (LOTSCHER ot alii,
1979; 1980; DBAUMHUTER & RICHTER, 1982).

Os resultados apresentados na FIGURA C4 mostram que o aumento
transitdrio na concentrac3o de C;}+ livre extramitocondrial, induzido
por hidroperdxido, ocorre em paralelo com decréscimo de AY . Este de-
créscimo transitdrio de AY poderia ser devido a dissipa¢3o de energia
causada pelo estimulo do movimento cfclico entre captac3o e efluxo de
Ca2+. Com a adic¥o de vermelho de ruténio, um inibidor da via eletro-
forética de captagl¥o de C;H., n%¥o ocorreu retorno imediato de AY para
valores controles; portanto, o decréscimo de AY n¥o pode ser exclusi-
vamente atribufdo aoc movimento ciclico de C;b*

0 decréscimo de AY também poderia estar relacionado com au-
mento na permeabllidade inespecffica da membrana mitocondrial, o que
geria verificado com o aumento na extens3o do inchamento mitocondrial.
Com a adig¢¥o de vermelho de ruténio a extensio deste inchamento dimi-
nulu, © que estd em concord8ncia com alguns trabalhos anteriores (COE-
LHO & VERCES1, 1980; MOORE et =2lii, 1983; BELLOMO et alti, 1984a) e
confirma a idéia que inchamento mitocondrial aumenta com o rdpido mo-
vimento cfclico de Caz+ (COELHO & VERCES!, 1980; MOORE et alii, 1983;
BELLOMO et alii, 1984a). Entretanto, apesar do inchamento mitocondrial

2+

ter sido completamente abolido na auséncia de Ca , com EGTA presen-

te, um pequeno decréscimo de AY permaneceu, mesmo nessas condlgles;

a2+

portanto a diminuigdo de AY gQurante o efluxo de C n#oc seria zomente

devido ao aumento na permeabillidade inespecifica da membrana.
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A natureza desse decrdscimo deAY estd sende estudada em nos-
so laboratdrio e parece ser devido a atividade da transidrogenase i~
gada a energlia, que utiliza equivalentes redutores do NADH para redu-
zir NADP+ em mitocBndrias energizadas (VERCESI, 1986).

0 decréscimo de AY observado na presenca do hidroperdxido
provavelmente seria devido a tré@s processos que dissipam energla: o
movimento cfclico de Ca2+ através da membrana mitocondrial, a reagdo
da transidrogenase que transfere equivalentes redutores do NADH
para NADP'T e um aumento da permeabilidade da membrana para 0.

A velocidade do consumo de oxigénic aumenta conforme ocorre
oxidaclo de NAD(P)H pelo hidroperéxido (FIGURA 05). Este estfmulo do
consumo de oxigénio também poderias estar relacionado com o aumento do
movimento cfclico de Ca2+. Entretanto, se o movimento cfclico era pre-
vinido, o aumento na velocidade de consumo de oxigénio n3o era total-
mente abolido. As diferentes velocidades de consumo de oxigénio estdc
perfeitamente de acordo com os diferentes valores de AY obgervados nas
megmas condi¢des experimentais.

A reduc®o dos nucleotfdeos de piridina previamente oxidados
pelo hidroperdxido ocorre provavelmente as expensas de substratos en-
dégenos. A reduc¥o mais rédpida observada na presencga de EGTA pode re-
fletir um efeito inibildor do Caz+ sobre a transidrogenase (RYDSTROM,
19773 .

WOLKOWICZ & McMILLIN-WOOD (1980) verificaram que o &nion per-
meante que compBe o melo de incubag3o é fundamental para ativar o me-
canismo do efluxo de Ca2+, além do estado redox dos nucleotidecs de

piridina e das altera¢Bes na permeabilldade da membrana. Alguns auto-

res té&m estudado como diferentes anions de édcido fraco, apds terem 5i-
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do adicionadoss @0 meio de incubag¢¥o, podem migrar para ¢ interior das
mitocdndrias <C€LEHNINGER, 1974; LEHNINGER et alii, 1378b).

Nas nossas condi¢Bes experimentais (FIGURA 0O6) verificamos
que o efluxo de Ca 2 induzido por hldroperdxido, apdés as mitocSndrias
terem captado <concentrag8es fisioldgicas de Caz+, ocorria apenas guan-—
do acetato er a usado como finion permeante, e nido com fosfato. A fun-~
¢%o do acetato neste processo n¥o estid ben esclarecida e pode estar
relaclonada com os resultados de ZOCCARATO e NICHOLLS (1982) que mos-—

traram que n a presenga de fosfato o efluxc de Ca2+ das mitochdndrias

era menor que na presenga de acetato, devido a complexagfo do (‘,'a2+ in-
tramitocondri al pelo fosfato.

Em condicBes experimentais diferentes das anteriores, com as
mitoctHBndrlias carregadas com um total de 80nmoles de 032* por mg de
protefna, o ef luxo induzido por hidroperdxido ocorria mesmo na presen-
ca de fosfat © <omo &nion permeanté (FIGURA 07). Nestas condigles, a
velocidade do consumo de oxigénio também era bastante estimulada, o
que pode est ar relaclionado com os efeitos desacopladores do fosfato
sobre as mite>cdndrias hepaticas, quando adiclionado apds a captag¥o de

Caz+ (ROSS1 & L.EHNINGER, 1964;: DARGEL, 1974). O aumento inespec(fico

da permeabtll dade da membrana interna, causado pela liberagio de H92+
induzideo por Caz+ o fosfato, & o fator preponderante do desacoplamento
dessas mitoc®&ndrias (SILIPRANDI et alii, 1977; COELHO & VERCESI,
19803 .

1.1N @ KUN (1973a) observaram que o antibidtico X-537a, em
concentracdess abaixo daquelas requeridas para sua atividade como fo-

+
néforo, inibe a redugio de NADP em mitocBndrias oxidando os substra-

tos glutamato ou isocitrato. Estes mesmos autores (1973b) propuseran
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que a ag%o do X-537A nos processos mitocondriais ligados a energla es-
t4 relacionada com a forma¢3c de um complexo hldrofdbico com um cattion
bivalente ligado & membrana.

2+

Estudando o fluxo de Ca em mitocdndrias de ffigado incubadas

em melio contendo o antibidtico X -537A, verificamos gque ocorria n3o a6
uma major captag¢¥o do fon, como também uma inibic¥o do efluxo de Caz+
induzido por vermelho de ruté&nio (FIGURA 08). Portanto este antibidsti -
co modifica o estado de fluxo constante da distribuigdo de Ca2+ entre
os espacgos intra e extra mitocondriais. Este efeito n3o parece estar
relacionado com aumento na estabilidade mitocondrial, desde que os ex-
perimentos ocorreram em melo contendo BJA, baixa concentragdo de Ca2+
e fosfato, e concentragBes fisloldgicas de estabilizadores de membra-
na como ng+ e ATP (BECKER et alii, 1980). Entretanto, © pequenc au-
mento de AY observado na FIGURA 10 pode refletir um decréscime na
permeabiiidade mitocondrial interna para H+. Um relacionamento direto
entre o efeito do X-537A no efluxo de Ca2+ e no potencial transmembra
na n¥o esta de acordo com os resultados de BERNARDI e AZZONE (1983)
que indicam que um pequeno aumento de AY pode causar um aumento na
veloctdade de efluxo de Caz+ induzido por vermelho de ruténio. Outros
resultados indicam que a velocidade de efluxo de C;M- induzido por
vermelho de ruténio n¥o ¢é afetada por mudangas de AY (FISKUM & LEHNIN-
GER, 1979; GUNTER et alii, 1983).

LIN e XUN (1973b) também mostraram uma interag¥o entre bal-
xas concentrac®es do antibidtico X-537A e sftios de ligac¥o na membra-
na para cationsz divalentes. Nossos resultados (FIGURA 09 mostraram

uma estreita relacHo entre esses sftios de ligagiio e a via de efluxo

de Ca2+ estimulada por vermelho de ruténto. Esta via pode ser a troca
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passiva Ca2+/2H+ {GUNTER et alti, 1983), ou o antibidtico pode ser um
{inibldor especifico do fluxo independente de H' ou Ca2+ através da
membrana. Este antibidtico, como mostram os resultados da FIGURA 11,
nio afeta a velocidade do influxo de Caz+, nem do seu efluxo através
do reverso da via eletroforética de captagdo, na presenca de um desa-
copl ador.

Nossos resultados demonstram que o efluxo de Ca2+ estimulado
pelo estado oxidado do NAD(P)H induzido por hidroperdxido ¢ iniblde
pelo antibidtico X-537A (FIGURA 12A). Este efeito pode estar relacio-
nado com mudancas no estado conformaclional das mitocdndrias, conforme
resultados apresentados na FIGURA 12B, onde, na presenga do antibidti-
co ocorre contrag3o das mitocdndrlias, verificada por um aumento na me-
dida de espalhamento de luz. Evidéncias adicionais de que a ag¥3o do
antibistico X-537A se processa através de mudancas conformacionais na
membrana mitocondrital est3o descritas na FIGURA 13, onde, em condigles
em que a mitocdndria se encontra totalmente desenergizada e na ausén-
cla de fons Ca2+, a adiclo de X-537A causa contragcio mitocondrial.

Resultados de ocutros autores também indicam que alteragfes na
estrutura da membrana mitocondrial, passando da conformag¥o agregada
para a ortodoxa aumentam a permeabllidade da membrana para o Caz+
(HAWORTH & HUNTER, 19793; HUNTER & HAWORTH, 197%a, 1978b). O aumento da

permeabllidade ao Caz+

e as alteracgBes conformacionais das mitocdn-
drias também t@&m sido relacionadas com as variag8es do estado redox de
grupamentos —-S5SH da membrana mitocondrial (HATASE et alii, 1977; HARRIS
et alii, 19079; VERCESI, 13984b).

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que tanto o

estimulo do efluxo de Ca2+ induzido por t-butil hidroperdxido, quanto
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sua inibigHo pelo antibidtico X-537A podem ser explicados por altera-
cBSes da conformagZo mitocondrial.

D estfmulo do efluxo de Ca?t induzido por t-butil hidroperd-
xido pode ser atribufdo aco aumento da permeabilidade da membrana 2o
cation, devido a transicfo conformacional da mitocdndria para um esta-
do menos agregado. Entretanto, também podemos considerar que estas al-
terac®es n3io acarretam danos irreparsdveis 3 membrana mitocondrial,
visto que em nossas condig¢les experimentais o efluxo de ca?*t induzido
por NAD(P)' ora completamente reversivel.

HNossos resultados tambdém indicam gue este of luxo de Caz+ in-
duzido por HAD(P)+ n¥o ccorre através da troca C$2+/2H+, pois esta
hipstese nFo suporta o inchamento mitocondrial nem o pequeno decrésci-
mo de AY insensfvel a vermelho de ruténio observado durante o estimu-
lo do &fluxo do f{on.

0 efeito do antibidtico X-537A no mecanismo do efluxe de
Ca2+ mitocondrial também pode estar relaclionado com a mudanga na con-
formac¥o mitocondrial para um estado mals agregado, explicando dests
forma inclusive, © aumento no valor de AY wverificado quando na pre-
senca de X-537A. Tanto a modificag¥o do estado de fluxo constante da
distribuigdo de Ca2+ entre oz egpagos intra e extra mitocondrials,
guanto a Inibig¢¥e do efluxo do fon induzida por vermelho de ruténio e
por hidroperdéxido, corroboram a hipdétese de alteragBes na membrana mi-

tocondrial na presenca do antibidtico X-3537A.
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SUNKRIO

MitocObndrias 1isoladas de ffgado de rato, energizadas pela

oxidagdo de succinato ou pela hidrdédlise de ATP apresentam um aumento

24
trangsitdrio na velocidade de efluxo de Ca concomitante com a oxida-

¢80 do NAD(P)H pelo hidroperdxido, quando suspensas em um melo conten-

2+
do ATP 3mH, Mg 4mM, acetato como Snion permeante e moderada concen-

trag3o de Caz+. Isto ocorre paralelamente a um aumento no estado de
fluxo constante da concentracio de Ca2+ extramitocondrial, decréscimo

de AY , aumento na velocidade de respiragZo e inchamento mitocondrial.

Com excecsio do inchamento todos os outros eventos eram reversivelis. Se

2+

o movimento cfclico de Ca era prevenido por vermelho de ruténio, o
decréscimo de AY , a velocidade de respiracfio e a extens¥o do incha-
mento mitocondrial eram significantemente diminufdos. HNessas condi-

¢Bes, nBc houve decréscimo significative no conteddo de nucleotideos
de piridina mitocondrials e ¢ acoplamento mitocondrial era preservado
apds um ciclo de efluxo e recaptag3o de Caf“' .

Por outro lado, mitocBndrias de figado de rato incubadas na
presenga do anbtibidético X-537A, apresentam uma malor captagZo de Ca2+,
baixando o© estado de fluxo constante da concentrago extramitocon-
drial do fon; um aumento de AY¥Y e inibic¢Zo do efluxo de Ca2+ induzido
por hidroperdxido ou vermelho de ruténio.

Hossos resultados sugerem que as alteracgfes no fluxo de Ca2+
induzidas por t-butil hidroperdxido e por X-537A estZo relactionadas

com mudangas estruturais da mitocdbndria, alterando a permeabilidade da

membrana para o cédtion.
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SUMMARY

Isolated rat liver mitochondria, energized either by
succinate oxidation or ATP hydrolysis present a transient increase in
the rate of C£2+ efflux concomitant to HAD(PYH oxidation by
hydroperoxides when gsuspended In a medium containing 3mM ATP, 4mM
Hg2+ , acetate as permeant anion and moderate 834- concentrations.
This 1is paralelled by an increase in the steady state concentration
of extramitochondrial C§}+, a decrease in AY , an increase in the
rate of respiration and mitochondrial swelling. With the exception of
mitochondrial swelling all other events were found to be reverszible.

1r cat?t

cycling was prevented by ruthenium red, the decrease in AY R
the rate of respiration and the extent of mitochondrial swelling were
significantly diminished. In addition, the was no significant decresase
in the content of mitochondrial pyridine nucleotides. MNitochondrial
coupling was preserved after a cycling of Cébb release and reuptake
under these experimental conditions.

On the other hand, rat liver mitochondria incubated in the
presence of antibiotlic X-537A present a decrease in the steady state
concentration of extramitochondrial Cébb, an increase in AVY and
Inhibition of ruthenium red or hydroperoxide-induced Ca2+ ef'flux.

The results indicate that alterations 1In the t.-butyl
hydroperoxide and ¥-537A induced Ca2+ flux are related with structural

changes of mitochondria, changing the membrane permesbility to the

cation.
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XIII REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE BIOQUIMICA -~ maio de 198k,

ES

INAIEITION OF NADPY ~5TIMULATED CaZ+£FFLUX FROM MITOCHOWDRIA BY THE ANTIBICOTIC X-537A

L.P.S.Airoldi, C.F.Bernardes, E.V.Barel and A.E.Vercesi
Departamento de Bioquimica, Institute de Biologia, UNICAMP, Campinas, S3c Paulo

The carboxylic-~acid antibiotic X-537A4, at concentrations far bellaow
tnose requited for icmophorus activity, selectively inhibits the reduction of
mitochondrial NADP by glutamate and isocitrate (D.C.Lin and E.Kun, Proc.Nat.Acad.Sei.
USA. 70, 3450, 1973). The authors concluded that the inhibitory site is localized in
the inner mitochondrial membrane, and that this site may ceatain a membrane~ bound
bivalent cation. This communication reports expecriments shnwing.that the antibiotic
¥~337A, at these low concentrations, inhibits the ruthenium red-insensirtrjve Ca2+
efflux from mitochondria induced by tihe oxidized state of NADP. The dose-response
relationship between the concentration of the antibiotic and its effect on gElutamate
oxidation and Cal?t efflux was found to be identical. Thiz suggests the existence of a
specific binding site for X-3374 in the inner membrane, responsible fov the regulation
of NADP redox state and Ca2+ efflyx. Furthermore it is shown that the inhibition ofF
oxidative phosphorylation by these low concentrations of X~537A does not take place in
inverted submitochondrial particles, indicating that the inhibition ogeurs at the

level of the adenine nuelectide fransport.
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INHEBITION GF Cuzﬁ LFPLUX FaoM MITNHCHOGHDRIA B3Y THE
ANTEBIOTIC X-337a, L,?.5.4irnldi, C.¥.8arnardes aad
A.E.Vercesi. Dept.d2 Bioquimica, Inst. de bDiolegia,
CLUNICAMP, Cawppisnas, 59, Doasil.

We have already shown that the antibiotic E=337A,
at coacentratians iar beliow thesas reoquired for ione—
phorcas activiky, iohibits Co  * efviux, frouw liver
ultochondria, induced by rutheziusm rad. This effect
was studied in cocditions where wmitochondrial inte-
grity was presecved snd gat? cfflux was supposed to
be medisted by the putative Ca<*/z4% antipoxter. The
experiments reported here show that X-5374, at these
same low coucentrationa, also prewents Cat* ralesse
tnducad by # grouvp of £a“t releasing agents,including
oxaloacetate, acetoacetate, diamide, hydroperoxides
and phosphate, which operats ounly in the preseance of
nigh Cal*goncentrations aud inm the absence of rthose
protecting agents, by a mechaniswm asscalated to a
nonspecific inerease iu the inner weobrine permesbk~
Lity. Since X-3372 binds to the inner membrane,vhere
is located a membrane~vinding site for bivalent ca-
tions, one can suggest that this site copld be asaso-
ciated to the pathway respansible for Ca®* efflux
iaduced by both ruthesniuwm rel and the zreleasing
agents sbove, The incrsase in perwsability would
then be a consequence and not the cause of Cal®
afflux,
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STUDIES CW HYDROPEROXIDE-INDUCED Cazi‘ EFFLUX FROM LIVER MITOCHONDRIA

Celene F.Bernardes, Lucia Pereira-da-Silva and Anibal E. Varcesi
Departamento de Bioguimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, Campinas, Sio Paulo

Isolated rat liver mitochondria energized either by succinate oxidation or ATP
hydrolysis present a transient incCrease in Ca2+ efflux during hydroperoxide reduction
via the mitochondrial glutathione peroxidase/glutathione reductase system. This is
paralleled by NADPH oxidation and cccurs when mitochondria are loaded with physiological
Ca2+ concentrations and acetate istead of phosphate is uzed as permaant anicn. During
this event the respiration rate {succinate oxidation) increases from 26 to 50 ng atom
Ozmg“l min—l, the membrane potential (AY) decreases from about 190 mV to about 165 mv
and the extramitochondrial frae Ca2+ concentration increases from 0.4 uM toc 0.8 uM .,
After the consumption of the added hydroperoxide, napz?t is reduced and the rate ‘of
raspiration, the extramiteochondrial Ca2+ cencentration and AY return to values c<lose
to the control experiments. The respiratovy control of mitochondria remains practically

the same during hydroperoxide-induced Ca2+ efflux.
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XIII CONGRESSO INTERNACIONAL DE BIOQUIMICA

agosto de 1985.

Area 6: Membrane structure and functions

TU-419
S$TUDIES ON HYDROPEROXIDE-INDUCKED Caz'k EFFLUX FROM
TIVER MITOCHONDRIA. C.F.Bernardes, Lucla Pereira-
da-Siiva and A.E.Vercesi, Dept? Bioqulmica, L.B.s
UNTOANME, Calxa Postal 6103 - 13184 - Camplnas, SP.
Brasil.
Taolated ra* liver mitochondria, energlzed either by
succinate oxidation or ATP hydrolysis present a
transient lacrease in Ca2+efflux concomitant to hy
droperoxide reduction when suspended in medium con-
taining 3mM ATP, 4mM Mgz+, acetate as permeant anion
and loaded with 20 tg 30 nmoles Ca2+mg—l. This is
paralleled by NADPH oxidation, increase in the sﬂiﬁy
gtate concentration of extramdtochondrial Caz+ from 0.5
£a 1.0 uM, dacrease in the membrane potential {AY)
from about 185 to 165 nV ard lncrease in the rate
of respiration {succinate oxidation) from 20 to 35ng
atom 0, mg L min %, Under thesa experimental condi-
tions, after the consumption of the added hydrope -
roxide, NADP T iz reduced and all the parallel events
{rate of respiration, external Ca2+ concentration
and Ay} return tc the criginal vaiues. An expected
relatlonship was not found between the rate of Ca2+
cyciing and A% values since it was not affacted by
the additicn of either EGTA oy ruthenium-red, The
respiratory control of mitochondria remairs unalteved
after the hydroperoxide-induced ca®® efflux.
Supported by FAPESPE and CNPg
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BERMARDES, ©. F.: PEREIRA-DA-SILVA, L., e VERCESI, A, E. - Indugaa de

2 . - . - ) - ,
efluxa de Ca * em mitocondrias hepaticas t-butil hydropercxida,

Mitocondrias de figado de rato energizadas por oxidagde de succi
natc ou hidrolise de ATP epresentam um aumenta transitéric no efluxe
dg Ca?® durante a redug@c de hidroperdxido. Este efeito € acompanha-
do por oxidagao de NADPH e ocorre na presenga de baixas congentra~
goes de Ca2+ guando aceteto ac invés de fosfato & usado come anicn
permeante, Apos o consumo de hldroperoxido as mitocondrias ainda a-

presentam slevado controle respiratdria.
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ASPECTS. LINKED TO THE ENERGETICS AND REGULATION OF Cx’12+ FLUX TN MITOCUHONDRIA.
A.E.Vercesi, L.Pereira-da-Silva, I.S5.Martins, E.G.S.Carnicri, C.F.Bernardes, V.
G.R.valle, M.M. Fagian and V.L.Ferraz. Depto. de Bioquimica, IB, UNICAMP,

Cp. 6109, CEP.13081, Campinas, SP, Brasil,

Most animal mitochendria contain two C32+ translocases, one for influx and
other for efflux. Cal’ influx is driven by the negative-ipside electrochemical
T gradient developed by electron transport. Efflux of Ca<* takes place through
an electroneutral exchange of internal ca?* for external H" or Na™. Whether
this integrated system operates to regulate the activity of Ca“+*dcpendent
enzymes in. the cytosol or matrix is still a matter of study. Recent data from
our ‘laboratory have indi&ated that: i) some plant mitochondria also possess two
distinct pathways for Ca“®” transport, although with lower affinity for the
cation than those from animal mitochondria. Contrary to what happens in some
animal mitochondria the-isacitiic dehydrogenase is not activated by ca?* in
plant mitochondria; ii) the Ca * efflux stimulated by NAD(P)™ in isolated liver
mitochondria also occurs under near physiological conditions but the correlated
mitochondrial swelling and decrease in membrane potential do not support the
idea that it takes place through the electroneutral ca?* /2yt antiporter; iii)
swelling of deenergized mitochondria in isosmotic KCl or sucrose med ium
containing NAD(P) oxidants and Ca?* in the mM range is independent of
phospholipase A7 activation but is inhibited by ruthenium red or
N-ethylmaleimide; iiii)the use of safrapine as a probe for the mitochondrial
membrane potential in experiments of Ca?* transport should be avoided because of
its undesirable side effects on membrane permeability; 1iiii) high ‘
intramitochondrial Ca2* concentrations inhibit oxidative phosphorylation by
competing with Mg2* for the formation of adenine nucleotides complexes.

Supported by FAPESP and CNPgq
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INHIBITION OF RUTHENIUM RED-IKDUCED Caz' EFFLUX FROM LIVER
MITOCHONDRIA BY [HE ANTIBIDTIC X~-3537A

L.Pereira da Silva, C.F.Bernardes and A.E.Vercesi
Departamento de Bioquiwmica, IB, Universidade Estadual de Campinas,

13100 Campimnas, Sao Paulo, Brazil
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SHMMARY : 1t has been reported (Becker, G.L., Fiskum, G. and
Lehninger, A.L. (1980) J.Biol.Chem.255,9009-9012) that respiring 24
rat liver mitochendris suspended in KC! medium containing ATP, ng+
and phosphate, maintain a steady state cxtramitochondrial free Ca
concentration of about 0.5 uM,., The resulrts reported here show that
the addition of the antibiotic X-337A, at concentrations far below
those required for ionophorcus activity, caused & perturbatjon in
this steady state, lowering the extramitochendrial free Ca®®
concentration by about 0.20 pM. This shife inm stead§ state was
clarified by a study of X-537A inhibition of the Ca Yefflux induced
by ruthenium red; a haif—maxi¥um effect was observed at approximately
25 nM X-537A. No effect om Ca Yiransport through the influx uniporter
was ohserved. The possibility of a generalized stabilizing action of
the antibjiotic on the mitochondrial membrane seems to be ruled out
by its effectiveness at very lowv concentratiOns . © 3964 Academic Press, Inc.

Experimental evidence indicates rhat the steady state
, . . 2+ . ,

distribvution of free Ca concentration betweean 1intra and extra-
mitochondrial space is kinetically regulated by the simultaneocus

. . + . .
operation of two independent pathways {ef.{1-3)). Ca2 influx 13
mediated by a ruthenium red-sensitive uniporter driven by the

. 2+

rransmembrane potential (4,5). Ca efflux takes place through a

. . <. . . i+ +
euthenjum red-insensitive antipoerter which caralyzes a Ca” [2Ra
exchange 1in mitochondria“from excitable tissues (6) and a sodium=-
. . 2+ + . . . . .
independent, possibly a Ca /28 antiporter in liver mitochondria

£7) {but see {(8)). Therefore, the steady state depends on the

vrelative rates of Caz+ transport through the influx and efflux

Abbreviations: BSA, Bovine serum albumin; EGTA, ethylene glycol
bis (B-aminoethyl ether) N,N'-tetra acetic acid; HEPES,
Aw(2—hydr0xyethy1)—1—piparazine—ethane—sulfonic acid; DNP,
2,4~dinitrophenol; suc, succinate.

0006-291%/84 $1.50

Copvright © 1984 by Academic Press. Inc.
All rights of reproduction in any form reserved. 80
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pathways and can be altered by the stimulation or inhibition of one
or boith pathways (3). One strong evidence supporting this model
comes from the fact that inhibition of the Caz+ influx pathway by
addition of rvruthenium red after CazQ accumulation reaches a steady
state triggers a net release of Caz§ from the mitochendria into

the medium (cf.{1-3)). This communication reports experiments
showing that the antibiotic X-337A,at <concentrations far below
those required for ionopherous activity {9,10)specifically inmhibits
the ruthenium red-insensitive 8324 effiux from liver mitochondria

2+ . .
but has no effect on Ca transport through the influx unipoerter,

A preliminary report of some of these findings has been presented (11).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Liver mitochondria were isoclated by the method of Schneider
{12), and heart mitochondria by the method of Vercesi et al (13)
from overnight fasted wale Wistar-strain rats weighing approximately
250 g. All the incubations were carried out at 259C, in a medium
containing 65 mM KC1, 125 mM sucrose, 3.0 mM Hepes pH 7.2, 0.25 gM
Pi, 0.05% BSA, 3.0 mM ATP and 4.0 mM Mgt Changes in free Ca‘"
concentration in the suspending medium were followed using a
Calt-gelective electrode (Radiometer, F2112 Calcium selectrode),
calibrated by the addition of Cal*/ECTA buflers te the reaction
medium alene {(14,15). Changes in the mitochondrial membrane potencial
were monitored in a dual-wavelength double beam spectrophotometer
{Perkin~Elmer model 356), ewmploying 10 uM safranin as the indicating
dye at the wavelength pair 533-511 nm (16). Oxygen consumption was
measured using a Clark electrode connected to a Gilson oxygraph.
The antibilotic X-537A4 (sodium salt), from Heffmann~La Roche, was
dissolved in water at a stock concentration of 0.2 mM.

RESULTS

The experiment In Fig.l shows that addition of rat liver

mitochondria to aesrobic medium conlaining succinate as respiratory
2+ :

substrate and a free Ca concentration of about 2.0 uM resulted
. 2+ . . e .
in Ca uptake with a decrease in free Ca concentration. in
agreement with the results of Becker et al (15), a steady state
level of about 0.50 uM was reached, and maintained constant during

the course of the experiment (trace A}. However, the addition of

the antibiotic X~537A 3t the peoint shown at a concentration of
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Figure 1. Effect of the antibiotic %-537A and ruthenium red on
mitochondrial Ca?* fluxes. To 1.0 ml of the reaction medium
described under "Experimental Procedures”, were added 5.0 uM
rotencne, 2.0 ug oligomycin, 2.0 mY¥ succinate and 2.0 mg
mitochondrial protein. Ruthenium red (0.7 pM, rrace C) and
X-5374 (125 pmol/mg protein, trace B) were added where shown.
Trace A is the control and in trace D mitachondria vere added to
the medium already containing the antibiocctic.

125 pmols mgwl protein (125 nM), caused a lowcring of the medium
free Ca2+ concentration to approximately 0.30 pM (trace B). 1E
ruthenium red instead of X-537A was added at the same point, a
net release of Caz+ from mitochendria occurred, at a rate of about
0.85 omol mg—lminml (trace C). This rate of Caz*e{flux was markedly
decreased by Che additien of X-537A (dotted line). Trace D shows
that when mitochondria were added Lo the medium aiready containing
the antibiotic, the steady state extramitochondrial free Ca2+
concentration attained was the same as that observed when X~537A
was added after the steadfbstatc had been reached.

It has been veported that the antibioric X-3374A selectively
inhibits the exidation of glutamate and isocitrate in liver
mitochondria by binding to a site for bivalent cations rhat 1is

associated with the i1nner mitochondrial membrane (9,10). The

2+

dose-response relationships for the inhibition of Ca effiux and

of glutamate oxidation by X-537A were identical (Fig.2). This darta

are consistent with the existence of a common binding site
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Figure 2. Dose-~response relationship between rhe antibictic

X-337a and glutamate oxidation (solid line) or ruthenium red-induced
Cal*-efflux (dotted line). Mitachondria (2.0 ag of protein) were
added te 2.0 mwl of the reaction medium containing 5.0 wM glutamare
or 5.0 uM rotencne, 2.0 mM succinate and 0,7 pM ruthepium red.
X~537A was present at the cencentrations shown.

responsible for both effects. Half-maximum inhibition wof both
phenomena was obtained at approximately 25 nM X-537A. An inhibition

of 707 was observed at a concentration of 125 nM (125 pmols mggl)

Since a recent report {(17) indicated the existence of a

reifationship between membrane petential {(AY),steady state
extramitochondrial C32+ cencentration and the rarte of ruthenium
red~induced C32+ efflux from liver mitechondria, experiments were
performed to study the effeer of X-5374 on AY. Fig.3 shows that

the antibioriec induced a slight ipcrease in A¢ with a maximum

effect {about 15 wV) at a concentration of 250 nM. This effect

decreased with concentrations of X~3374 higher then 400 nM, and was

almost absent ar g concentration of 1 M (nor shown). It should bhe
emphasized that the effect of X-3374 on AY was independent of
. + . . .
¢hanpges in the rate of Caz cycling across the membrane, sipnce the
. 2+ . N
same result was observed in z Cgz -free medium {(not shown) . The

experiment of Fig.4 shows that the antibiortic X~5374 had no effect
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Figure 3. Effect of the antibiotic X-3374& on mwitochondrial
membrane potential (AY). Hitochondria (2.0 mg of protein) were
added to 2.0 ml of the reaction medium containing 10 UM safranin,
5.0 uM reorenone and 2.0 oM suceinate. After &Y reached a constant
value, X-537A was added at different concentrations f{a) 62.5 nM,

(b)Y 125 nM, (c} 250 nmM.

flux through the uniporter is not affected by
1.0 ml of the reaction mediuam containing
5.0 uM rotencne and 2.0 mM succinate, was added 1.0 mg mitochondrial

DNP (50 uM)} was added where shown, in the absence (solid
(detted line) of 125 pmol X-537a/mg protein.

2
Figure 4. The Ca *
the Zntibiotic X-537a. Te

protein.
tipe) or in the presence

Z+ . .
on the rate of Ca movements Uhrough the uniporter. In this

de-enerpized mitochondria were preincubated in the

I+ 2+ .
presence of Ca and La infiux was

experiment,

started by the addition of

: R 2+
succinate. Aftrer the completion of Ca  uptake, DNP was added to

. 2+ - n .
induce Ca efflux by reversal of the uniporier. The dotted line

. . + .
shows the experiment in the preseance of %X-5374. The Na -induced

2+ . . . : oo
Ca efflux in rat heart mitochondria was not inhibited by these

fow conecentrations of X=-537a (not shown) .

DISCUSSION

The results described im this communicatlon are consistent

: 2+
with the current model of two separate rToutbes for Ca transpork

across the inner mitochondrial membrane (cf.(1-3)3. According to

. . . . 2+ .
this model the steady state distribution of Ca~ between the intra

and extramitochondrial spsce is determined by a continuous Ca
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. . S : - A 2+
cycling., Indeed, the inhibition of the ruthenium red-induced Ca

efflux by the antibiotic X~5374 caused a perturbation in the
. . . 2+ .

stcady state, lowering the extramitochondrial free Ca concentration
by abour 0.20 pM. This effect appears to be unreiated to enhanced
mitochondrial stability, since the experiments were carried out
. . .. . 2+
in a2 medium containing BSA, lew concenlbrations of Ca and
phosphate and physiological concentrations of the membrane

ca . 2+ . . .
stabilizers Mg and ATP (15). However, the slight increase in Ay
observed in Fig.3 may reflect 3 specific decrcase in the proton
conductance of the inner mitcochondrial membrane. A direct

. . .. 2+
relaticonship between the effecrs of X-~537A on Ca effluzx and on
the transmembrane potential aobserved in Fig.3 is unlikely, since
the results of Bernardi and Azzone (17) indicate that this slight
increase in membrane potential would be expected to cause an increase
. . . 2+
in the rate of ruthenium red-induced Ca efflux rather than the

inhibition observed here. Moreover, other results indicate that the
2+

rate of ruthenium red-induced Ca efflux is not affected by changes
in membrane potentials (8,18).

With respect toc the mechanism of this inhibition, it is
important to recall earlier reports {9,10), that showed an

interaction between low concentration of the antibiotic X-537A and
a4 membrane binding site for bivalent cations. The experiments here
favor the notion of a close relationship between this specific
binding site for the a;;ibiozic X-5374, located in the inner
mitochondrial .membrane, and the pathway for ruthenium red-induced

2@/2H+ antiporter

2+ . . .
Ca efflux. This pathway might be a passive Ca
that binds X-537A {cf. however 8), or the antibiotic may be a
s . sy . . + 2+
specific inhibitor of either jindependent H or Ca fluxes across
the membrane. As the binding site for X~537A& has been localized

specifically at the site for reduction of NAi)P“h by glutamate or

isecitrate in liver mitochondria (9,10), we are currently trying

&s
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to determine whether this site is involved 1o the mechanism

responsible for Ca2+ efflux stimulated by the oxidized state of

mitochondrial NADP (19-213}, The use of X-537Aa at low concentrations

will certainly be a valuable tool in the study of the mechanism

of Caz+ efflux from mitochondria.
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t-Butylhydroperoxide-induced Ca’* efflux from liver mitochondria in the
presence of physiological concentrations of Mg>* and ATP

Celene Fernandes Bernardes, Lucia Pereira da Silva
and Anibal Eugénio Vercesi *
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Key words: Ca®" efflux; NAD(P)H oxidation; Hydroperoxide; Ruthenium red; Acetate; {Rat liver mitochondria)

Isolated rat liver mitochondria, energized either by succinate oxidation or by ATP hydrolysis, present a
transient increase in the rate of Ca’" efflux concomitant to NAD(P)H oxidation by hydroperoxides when
suspended in a medium containing 3 mM ATP, 4 mM Mg?* and acetate as permeant anion. This is
paralleled by an increase in the steady-state concentration of extramitochondrial Ca**, a small decrease in
Ay and an increase in the rate of respiration and mitochondrial swelling. With the exception of mitochondrial
swelling all other events were found to be reversible. If Ca** cycling was prevented by ruthenium red, the
changes in Ay, the rate of respiration and the extent of mitochondrial swelling were significantly diminished.
In addition, there was no significant decrease in the content of mitochondrial pyridine nucleotides.
Mitqéhondriai coupling was preserved after a cycle of Ca®* release and re-uptake under these experimental
conditions. It is concluded that hydroperoxide-induced Ca®* efflux from intact mitochondria is related to the

redox state of pyridine nucleotides.

Introduction

Energized liver mitochondria, particularly in
the presence of membrane stabilizers such as ATP
and Mg?”*, show the ability to buffer ex-
tramitochondrial Ca?* at concentrations between
0.25 and 1.0 pM, depending on the medium com-
position [1-5]. This is the result of Ca’" flux
through two operative pathways: an uniporter that
promotes an electrophoretic Ca’" influx in re-

* To whom correspondence should be addressed.
Abbreviations: -BuOOH, r-butylhydroperoxide; Hepes, 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid: TPP™, tetra-
phenylphosphonism; FCCP, carbonyl cyanide p-trifluoro-
methoxyphenvibydrozone; A+, transmembrane potential;
EGTA, ethylene glycol bis( B-aminoethyl ether)-N, N, N’ N'-te-
traacetic acid.

sponse to the electrical membrane protential [6--11]
and an electroneutral Ca?* efflux through an anti-
port that exchanges one internal Ca’* for two
external H* [12-14], but see also Ref. 15. This
model of Ca’* transport in mitochondria was first
suggested by Drahota et al. [16]. The concept of
Ca?* cycling through two independent pathways
became established after experiments showing net
Ca®* efflux in the presence of ruthenium red, a
specific inhibitor of the Ca®* yniporter [17--19].
The steady-state extramitochondrial Ca** con-
centration can be altered in the presence of differ-
ent agents which modify the rate of either Ca’*
mflux or efflux {11,14,20]. 1t was first shown by
Lehninger et al. [21] that Ca®* efflux from isolated
mitochondria could be stimulated by the oxidized
state of mitochondrial pyridine nucleotides. This

00052728 /86 /803.50 © 1986 Elsevier Science Publishers B.V. {Biomedical Division}
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was subsequently confirmed by other laboratories
not only in isolated mitochondria (Refs, 22-31,
see also Vercesi, A.E, unpublished results), but
also in intact cells [32] and perfused liver [33}
These findings resulted in a great controversy on
the subject; some authors claimed that Ca®* efflux
stimulated by NAD(P)* was due mainly to non-
specific increase in membrane permeability
[22-27}. Others concluded that this release mecha-
nism was independent of gross alterations in
' membrane: permeability and could be of physio-
logical relevance (Refs. 28-35, see also Vercesi,
A.E., unpublished data). It has been shown that
NAD(P) *-induced Ca’” release from mitochondria
is accompanied by hydrolysis of oxidized pyridine
nucleotides catalysed by an ATP-sensitive in-
tramitochondrial NADase activated by Ca’*
[34,353). This reaction produces nicotinamide,
ADP-ribose and 5-AMP [36]. It has been pro-
posed that a posterior ADP-ribosylation of a pro-
tein in the inner mitochondrial membrane mght
allow Ca®* release from mitochondria [36]. Inhibi-
tion of the NADase by ATP prevents both
NAD(P)*  hydrolysis and Ca’* release from
mitochondria [35,37].

It has also been shown that NAD(P) "-induced
Ca** release from mitochondria is involved in the
perturbation of Ca®* homeostasis and loss of cell
viability during oxidative stress [38]. However, the
inhibition by ATP would argue against the occur-
rerice of - this mechanism under physiological con-
ditions [26]. In fact, it has been claimed [39] that
NAD(P) oxidants cause a spontaneous Ca*”* dis-
charge from  mitochondria incubated in phos-
phate-containing media only in the absence of
Mg?* and adenine nucleotides.

In the present paper it is shown that NAD(P}H
oxidation induced by r-butylthydroperoxide leads
to a stimulation of Ca?* efflux from mitochondria
loaded with moderate Ca®* concentrations even in
the presence of physiological concentrations of
ATP and Mg“, provided acetate instead of phos-
phate is used as permeant anion. Moreover, under
these conditions, we found that NAD(P) *-induced
Ca’* efflux is not attributed to mitochondrial
uncoupling. A preliminary report of some of these
findings has been presented [40}].

Materials and Methods

Isolation of mitochondria. Adult female Wistar
rats (4-6 months age) of 230-260 g body weight
were fasted overnight and killed by decapitation.
Liver mitochondria were isolated by homogeni-
zation in a medium containing 250 mM sucrose
and 0.5 mM EGTA, followed by conventional
differential centrifugation. The mitochondrial pel-
let was washed three times and then resuspended
in the same medium without EGTA, at a con-
centration of 100 mg of protein per mi. The pro-
tein content was determined by the method of
Kies and Murphy [41].

Standard incubation procedure. The experiments
were carried out at 32°C in a basic medium con-
taining 125 mM sucrose/65 mM KCl/3.0 mM
Hepes buffer (pH 7.2)/4.0 mM Mg?*/3.0 mM
ATP/0.05% bovine serum albumin/4.0 uM
rotenone /0.5 pg oligomycin per mg,/10 mM K™
acetate and 2.0 mM succinate, r-Butylhydropero-
xide (40-80 uM) was added where indicated. The
final Ca®"* loads given in Results and Discussion
represent the sum of the endogenous and added
Ca?*. Other modifications of the basic medium
are described in the figure legends.

Determination of Ca’* movements and O, con-
sumption. Ca** uptake and release were monitored
using a Ca®*-selective electrode (Radiometer,
F2112 calcium selectrode). The response of the
Ca’* electrode was calibrated by addition of ap-
propriated Ca**-EGTA buffer mixtures to the re-
action medium [2,42]. Oxygen uptake was moni-
tored with a Clark oxygen electrode (Yellow
Springs Instruments Co.), in a 1 mli thermostatized
chamber equipped with magnetic stirring. Total
Ca’* content of mitochondria was determined with
an atomic absorption spectrophetometer (Perkin-
Elmer 303).

Determination of the redox state of mitachondrial
pyridine nucleotides. The redox state of NAD(P)
was continuously measured fluorimetrically (366
— 450 nm) in an Aminco Bowman spectrofiuo-
rometer. In some experiments NADH and
NADPH were determined enzymatically using
lactate dehydrogenase and glutathione reductase
as described by Beatrice et al. [43]. In this case,
the fluorescence was compared to that obtained
adding known amounts of NADH and NADPH
as internal standards.




Determination of mitochondrial swelling.
Mitochondrial swelling was estimated from light-
scattering measurements at 520 nm, in an Aminco
Bowman spectrofluorometer.

Measuremient of mitochondrial transmembrane
electrical potential (Ay). Mitochondria were in-
cubated in the reaction medium containing 3 pM
tetraphenylphosphonium (TPP*). The concentra-
tion of TPP* in the extramitochondrial medium
was continuously monitored with a TPP"-selective
electrode prepared in our laboratory according to
Kamo et al. [44]. The mitochondrial membrane
potential was then calculated assuming that the
TPP* distribution between mitochondria and
medium follows the Nernst equation [45].

Materials, Rotenone, oligomycin, ATP,
NAD(PYH and  tbutylhydroperoxide were ob-
tained from Sigma; TPP* from Aldrich; all other
reagents were commercial products of the highest
available grade of purity.

Resulfs and Discussion

Ca’™* flux and the redox state of mitochondrial
pyridine nucleotides in the presence of t-butylhydro-
peroxide or acetoacetate

The experiment in Fig. 1 studies the Ca’" flux
in mitochondria exposed to either 1.0 mM
acetoacetate or 50 uM hydroperoxide in the pres-
ence of 20 nmol Ca** per mg protein and physio-
logical concentrations of ATP and Mg?™" [3]. It is
claimed that in the presence of ATP and Mg?*
Ca** efflux is not stimulated by NAD(P)H oxida-
tion because ATP and Mg** protect the ‘damag-
ing’ effect of the oxidants on the membrane
[26,27,39], or because ATP inhibits the activity of
the mitochondrial NADase [35].

It can be observed that addition of mitochon-
dria decreased the free Ca** concentration of the
reaction medium until a steady state was achieved
at an extramitochondrial Ca’* concentration in
the range of 0.75 uM in agreement with previous
reports [1—-4]. When 50 uM -butylhydroperoxide
was present in the medium prior to the inclusion
of mitochondria the initial rate of Ca’* uptake
was identical to the control experiment but a
© transient increase in extramitochondrial Ca®>* con-
centration started just before the steady state was
expected to be attained. Under such experimental

A B
0.75- { CONTROL }

t- BUOOH
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Fig. 1. Effect of r-butylhydroperoxide and acetoacetate (AcAc)
on Ca?* flux in liver mitochondria. Mitochondria {1.0 mg)
were suspended in 1.0 ml of the basic medium (see Materials
and Methods), in the absence of NAD(P}H oxidants (control),
or in the presence of 50 pM r-butylhydroperexide or 1.0 mM
acetoacetate. RLM, rat liver mitochondria.

conditions this hydroperoxide-induced effect
occurred only when acetate instead of phosphate
was used as permeant anion. Acetoacetate at a
concentration of 1.0 mM failed to induce net
Ca*” release, in agreement with previous experi-
mentis carried out in the presence of ATP [26]. To
investigate at what extent pyridine nucleotides
were oxidized under these conditions, samples were

TABLE I

CONTENT OF REDUCED PYRIDINE NUCLEOTIDES IN
LIVER MITOCHONDRIA IN THE PRESENCE OF -
BUTYLHYDROPEROGXIDE OR ACETOACETATE

Samples were taken from experiments described in Fig. 1, at
the points indicated by the arrows and the reduced pyridine
nucleotides were determined enzymatically as described in
Materials and Methods.

Condition Reduced pyridine nucleotides
(mmol per mg protein}
NADH NADPH
Control 352 4.75
+BuQOH (A) 1.66 1.99
t-BuQOH {B) 3.37 4.08
Acetoacetate 1.5% 4.73
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taken from the reaction medium for enzymatic
analysis where indicated by the arrows in Fig. 1. It
can be seen in Table I that there was a marked
decrease on both NADH and NADPH content in

the samples taken during the hydroperoxide-in- -

duced increase in medium Ca’* (A). Levels close
to that of the control experiment were obtained in
the . samples taken after the Ca’* re-uptake
occurted (B). In the presence of acetoacetate, how-
ever, only NADH was significantly oxidized. These
results are in agreement with our previous findings
[29] that acetoacetate does not oxidize NADPH at
high ‘membrane potential, and therefore fails to
stimulate Ca?* efflux from mitochondria. On the
other hand, hydroperoxide that oxidizes both
NADH and NADPH stimulates Ca’* efflux even
in the presence of ATP and Mg?*. The almost
complete return of NAD(P)* to the reduced state
observed when Ca’’ re-uptake was finished indi-
cates  that in the presence of ATP plus Mg?*,
Ca** efflux can occur in the absence of significant
net loss of pyridine nucleotides, in agreement with
recent results reported by Fret et al. {46]. The role
of acctate- on the process is still uncertain and may
be explained, at least in part, on the basis of the
findings of Bernardi et al. [47] showing that
FCCP-induced Ca’* efflux from rat liver
mitochondria is increased by acetate and decreased
by phosphate. Zoccarato and Nicholls [48] have
also shown that in the presence of phosphate
Ca’* efflux from mitochondria is slower than in
the presence of acetate due to intramitochondrial
Ca’* complexation by phosphate.

O, consumption, Ca’” flux and swelling during
hydroperoxide metabolism in liver mitochondria
loaded ‘with different Ca’* concentrations: effect of
ATP and Mg**

Some authors studying the mechanism of
NAD({P)"-induced Ca*” efflux from mitochondria
loaded with massive amounts of Ca’* reported
that Ca®* release was preceded by a large-ampli-
tude mitochondrial swelling and uncoupling
{22-27). This led us to study these parameters in
liver mitochondria loaded with different Ca’”* con-
centrations, under the conditions of Fig. 1, where
Ca’* release was completely reversible. The oxida-
tion of mitochondrial pyridine nucleotides was
promoted by 50 pM s-butylhydroperoxide and

a
1

LIGHT
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Fig. 2. Effect of r-butylhydroperoxide on Ca?* flux, the rate of
respiration and swelling in mitochondria loaded with different
Ca®* concentrations. Mitochondria (1.0 mg) were suspended in
the basic medium in the presence {solid line) or absence
{dashed line) of 50 pM r-butylhydroperoxide. The dotted lines
show the effect of 50 p M r-butylhydroperoxide in mitochondria
suspended in the absence of ATP and Mg”*. Panels A, B and
C correspond to 20, 30 and 40 nmol Ca®*-mg ™, respectively.
FCCP (0.5 pM) was added at the points shown by the arrows.
RLM, rat liver mitochondria.

during its metabolism a transient Ca’* release was
observed, paralleled by an increase in the rate of
oxygen consumption and mitochondrial swelling.
The mitochondria, however, remained highly cou-
pled, as shown in Fig. 2 (traces A, B and C) by the
addition of FCCP. The experiments were per-
formed varying the mitochondrial Ca** from 20 to
40 nmol - mg™*. An increase in the hydroperoxide-
induced effects was observed as the Ca’” con-
centration increased. However, even at the highest
Ca?* load there was full re-uptake of the released
Ca?*, paralleled by the return of the respiration
rate to the original values. The Ca’* release and
the increase in the rate of respiration were irre-
versible in the absence of ATP and Mg"'*, which
showed to be extremely important in decreasing
the rate and extent of mitochondrial Ca®" release
and swelling at all Ca** loads. A direct relation-
ship between the rates of Ca’* efflux and the
extent of both Ca** load and hydrolysis of pyri-
dine nucleotides was recently shown [46]. There-
fore, the inhibitory effect of ATP observed under
our conditions may suggest its regulatory role on
the mitochondrial NADase and on the ability of
Ca’* retention by mitochondria. In addition, it




has been shown that both ATP and Mg?™ have an
important stabilizing effect on the mitochondrial
membrane [49,50].

Ca’*" flux during hydroperoxide metabolism in
mitochondria energized by endogenous respiration
plus exegenous ATP

Most of the experiments on the effect of
NAD(P) redox state on mitochondrial Ca** efflux
‘were. performed in the presence of respiratory
inhibitors and the reversibility of the pyridine
nucleotides oxidation and Ca®* release was shown
by 's_ubsequent addition of NAD(P) reductants
[22-36]. This has generated a controversy concern-
ing the effect of redox states themselves on Ca’*
flux in mitochondria [22-27]. For instance, it was
proposed that Ca®* release induced by oxaloace-
tate was due to a direct effect of the oxidant on
the mitochondrial membrane rather than to oxida-
tion of NAD(P)H [221. As a corollary, it was
proposed that B-hydroxybutyrate reversed Ca®*
release by displacing oxaloacetate from its binding
site-on the membrane {22]. The experiment re-
ported in Fig. 3 shows the reversibility of
NAD(P) *-stimulated Ca*" efflux from mitochon-
dria incubated in the absence of either inhibitors
or reductants. Under these experimental condi-
tions, reversible oxidation of NAD(P)H was caused

!

RLM

Fig. 3. Maintenance of respiratory control after a cycle of
Ca’* release and re-uptake induced by r-butylhydroperoxide
in mitochondria energized by endogenous substrates plus ATP.
Mitochondria (1.0 mg) were suspended in the basic medium
{oligomycin, rotenone and succinate (suc), absent), in the pres-
ence {solid line) or absence {dashed line) of 40 uM r-butyk
hydroperoxide. Panel A shows the Ca’” traces and panel B
shows the rates of respiration after the addition of rotenons,
oligomycin and succinate. FCCP {0.5 pm) was added where
shown by the arrow. RLM, rat liver mitochondria.
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by the addition of a limited amount of hydroper-
oxide which was paralieled by a transient Ca®”
release from mitochondria. When the Ca®* steady
state returned to the control levels, NADPH was
found to be almost at the same concentration as in
the control experiment. This result indicates that
hydroperoxide-induced Ca’* efflux from liver
mitochondria is related directly or mdlrectly to the
redox state of pyﬂdlne nucleotides.

After a cycle of Ca®* release and re-uptake the
degree of mitochondrial coupling was investigated.
Thus, the addition of rotenone, oligomycin and
succinate to these mitochondria led to the same
rate of state-4 respiration compared to the control
experiment. To prove that the state-4 respiration
was actually a controlled state, FCCP was subse-
quently added. There was an immediate and very
large acceleration of oxygen consumption, which
was identical in both the hydroperoxide contain-
ing and control systems (Fig. 3B). The respiratory
control ratio was about 7.5 in both cases.

Changes in membrane potential and mitochondrial
swelling during the onset of Ca’ ™ efflux induced by
hydroperoxide

The participation of AY on the mechanism of
NAD(P)*-stimulated Ca’* efflux from mitochon-
dria is controversial. Some workers claimed that
NAD(P)*-induced Ca’* efflux is preceded by a
collapse in Ay [22,24-27], while others have shown
that a decrease in Ay during Ca?* efflux is the
result of a stimulated-energy-dissipating Ca®* cy-
cling across the mitochondrial membrane
[30,31,51]. This question was studied under our
experimental conditions where mitochondrial cou-
pling was completely retained after the onset of
Ca®" release and re-uptake induced by hydroper-
oxide. It can be observed in Fig. 4 that the tran-
sient increase in extramitochondrial Ca’* con-
centration is parallelled by a small decrease in 4y
{about 20 mV). The decrease in 44 was smaller
and the rate of net Ca’* efflux was much faster
when ruthenium red was added to the system
containing hydroperoxide {(dashed line). The rate
of ruthenium red-induced Ca®* efflux was 8 nmol
Ca®* -min~'-mg~!' in the presence of hydroper-
oxide whereas in its absence it was only 1 nmol
Ca** min~'-mg~!. The extent of mitochondrial
swelling was also significantly decreased by
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Fig. 4. Changes in A¢ and mitochondrial swelling during
r-butylhydroperoxide induced Ca®® release from liver
mitochondria. Mitochondria (1.0 mg) were suspended in 1.0 ml
of the basic medium in the presence or absence of 50 uM
t-butythydroperoxide. Ruthenivm red (RR) (0.7 pM) was ad-
ded where indicated (dashed lines). The dotted hnes indicate
an experiment carried out in the presence of 0.5 mM EGTA
added prior to the addition of mitochondria. RLM, rat liver
mitochondria.

ruthenium red. The addition of ruthenium red,
which blocks Ca’"* cycling, was not followed by an
immediate return of 44 to the control values as it
would be expected if the hydroperoxide-stimu-
lated Ca’* efflux was taking place through a
Ca’*/2H™ antiporter. This also indicates that the
observed decrease in AY cannot be attributed
exclusively to an increased rate of Ca®* cycling.
Rather, it may be related to a transient increase in
membrane permeability which would explain the
parallel mitochondrial swelling. Addition of EGTA
instead of ruthenium red caused similar alter-
ations in both Ay and swelling (not shown). The

decrease In the extent of mitochondrial swelling
upon the addition of ruthenium red is also in
agreement with some previous reports [49,52,53]
and corroborates the idea that mitochondrial
swelling is increased by. fast Ca’™ cycling [49,52,
53]. The dotted lines show the experiments where
hydroperoxide was added to mitochondria sus-
pended in a Ca’*-free medium (EGTA present
from the beginning). It can be observed that al-
though the mitochondrial swelling was completely
abolished in the absence of Ca** cycling there was
still a small decrease in' Ay. The nature of this
decrease in Ay is under study in this laboratory
and appears to be related to the activity of the
energy-linked transhydrogenase reaction using re-
ducing equivalents from NADH to reduce NADP™
and hydroperoxide driven by the electrochemical
proton gradient (ApH™) (Vercesi, A.E., unpub-
lished data).

It can be concluded that the decrease in Ay
observed in the presence of hydroperoxide is prob-
ably due to at least three different energy-dissipat-
ing processes: a faster Ca’* cycling, the transhy-
drogenase reaction transferring reducing equiv-
alents from NADH to NADP* and an increase in
proton leak. The latter may explain the difference
in Ay observed between the conditions where
EGTA was present from the beginning (dotted
line) and where ruthenium red was added to pre-
vent Ca’* cycling (dashed line).

Correlation between the rate of O, consumption,
NAD(P}H fluorescence and Ca’™* cycling induced
by hydroperoxide

Fig. 5 shows a correlation between the time-
course of the stimulation in O, consumption and
the oxidation of NAD(P)H by hydroperoxide in
Ca’*-loaded mitochondria. If Ca’* cycling was
prevenied by the addition of ruthenium red the
hydroperoxide-induced increase in respiration was
not completely abolished (dashed line) indicating
that it was only partially caused by Ca’* cycling.
It can also be observed that even in a Ca®*-free
medium (EGTA present) hydroperoxide induced a
small increase in the rate of res}niration (dotted
line). The different rates of O, consumption ob-
served in this experiments (Fig. 5) reflect the
different values of A¢ observed for the same
experimental conditions in Fig. 4.
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Fig. 5. Time-course of NAD(PYH oxidation and stirnulation of
0, consumption induced by r-butylhydroperoxide in liver
mitochondria. Experimental conditions were exactly as in Fig.
4. RR, ruthenium red; RLM, rat liver mitochondria; PN,
pyridine nucleotide.

The results of the fluorescence experiments
showed that under these experimental conditions
the re-reduction of pyridine nucleotides previously
oxidized by hydroperoxide was reversible and oc-
curred presumably at the expense of endogenous
substrates. The earlier re-reduction observed in
the presence of EGTA may reflect an inhibitory
effect of Ca’™ on the transhydrogenase [54].

The results reported in the present paper indi-
cate ‘that under our experimental conditions the
NAD(P)*-induced transient increase in extrami-
tochondrial Ca** concentration was independent
of irreversible mitochondrial uncoupling and oc-
curred in the absence of massive loss of internal
pyridine nucleotides [30,31}. It was also recently
shown by Frei et al. [46] that net loss of
mitochondrial pyridine nucleotides during hydro-
peroxide-induced Ca®* release was observed only
at relatively high Ca’* loads. These observations
do not:-argue against the hypothesis that ADP-
ribosilation of a protein in the inner mitochondrial
membrane triggers Ca®* release from liver mito-
chondria since it was shown that these mitochon-
dria have the ability to rapidly resynthesize the
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hydrolysed nucleotides [46]. It should, however, be
pointed out that this and a previous report from
our laboratory [29] strongly indicate that in ad-
dition to the oxidation of NADH, NADPH must
also be oxidized to stimulate Ca’" release from
mitochondria.

In conclusion, our results indicate that
NAD(P)*-stimulated Ca’* efflux can be observed
in tightly coupled mitochondria suspended in the
presence of physiological concentrations of ATP
and Mg?*, but the ruthenium red insensitive de-
crease in Ay observed during stimulated Ca’"*
release and the parallel mitochondrial swelling do
not support the idea that NAD(P) *-induced Ca**
release occurs through a Ca’*/2 H™* antiporter.
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