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I NT RODUGXKDO

As mitocOndrias apresentam duas membranas, uma interna e
outra externa que diferem entre si na composigHo lipidica e
protelca . A membrana mitocondrial interna & rica em
protelnas envolvidas no metabolismo celular, que correspondem a
cerca de 80% dos componentes dessa membrana e atuam como canais
i6nicos (Halliwell e Gutteridge, 1989). A composig8o lipldica
varia conforme o tecido, porém destaca-se a alta porcentagem de
cardiolipina e pequena quantidade de estertdis e esfingolipldios.
Os fosfolipldios mais abundantes s8%c a fosfatidilcolina e a
fosfatidiletanolamina, que Jjuntos perfazem cerca de 70% do total,
enquanto a cardiolipina representa cerca de 20% (Strickland o
Benson, 1860; Zambrano et alii, 1875). Com relag3o a composi¢Ho
dos acidos graxos presentes nos fosfolipldios da membrana
mitocondrial interna , aproximadamente 50% correspondem a 3cidos
graxos 1insaturados sendo os 3dcidos linoleico, 1linoldnico e

araquidfnico os que ocorrem em maior quantidade (Hoch et alii,

1981; Palmer et alii, 1981). Ja com relag¢3o A cardiolipina,
esta apresenta 50% de 3cidos graxos poliinsaturados, (Bindoli,
1988) .

Na extensa revis¥o apresentada por Daum,(1985) estd descrita
a participag¢do dos lipldios nas fung®es mitocondriais, entre as
quais: (1) infludncia na estabilidade e comportamento osmdtico
das mitocdndrias; (2) na permeabilidade e nos processos de

transporte de metabdlitos @ lons; (3) na sintese e transporte de



proteina s através das membranas; (4) na estrutura flsica das
membranas através de interagdes lipldeo-proteina e (5) na
atividade de enzimas mitocondriais "in vivo" e "in vitro". Como
consequ&ncia do envolvimento dos lipidios das membranas
mitocondriais nesses mecanismos, processos de degrads¢¥o ou de
peroxida¢do devem levar a profundas alteragtes funcionais nessas
organelas (Vladimirov st alii, 1980).

A degradag3o de fosfolipldios & promovida por fosfolipases,
(EC 3.1.1.4), presentes nas mitocOBndrias & ativadas por Ca?* (Van
den Bosh, 1982; Beatrice et alii, 1984). 0 processo de
peroxidag¢®o lipldica ocorre devido a um ataque de radicais livres
aos acidos graxos poliinsaturados presentes nos fosfolipidios da
membrana © que, devido 3s insatura¢des s%o especialmente alvo do
ataque de espécies radicalares (Bindoli, 1988; Carbonera e

Azzone, 1988; Halliwell e Gutteridge, 1989).

Dados da literatura referem-se frequentemente a sais de

ferro como iniciadores do processo de lipoperoxida¢¥o (Vliadimirov

et alii, 1980; Mesini et alii, 1985), pordm a presengs de
hidroperdxidos orgdnicos tem sido também indicada como
desencadesadora do processo peroxidative "in vitro" (Bindoli e

Cavalini, 1982; Marshansky et alii; 1983; Kennedy e Pryor, 1986;
Kennedy et alii,1892; Radi et alii, 1993). Estes apresentam
caracteristicas qulmicas semelhantes As do peréxido de hidrogénio
{gerado pela redugqo monovalente do oxigénio molecular na
mitocbndrial, e n¥o s5¥o decompostos pela catalase (EC 1.11.1.6)

que geralmente contamina as prepara¢®es mitocondriais {Kennedy e



Pryor, 1986).

Paralelamente, varios grupos tem buscado wuma posslvel
correlac®o do processo de lipoperoxidag¢o com alteragdies na
permeabil idade da membrana mitocondrial interna, e subsequente
libera¢d%o de lons previamente acumulados (Augustin et alii, 1979;
Marshansky et alii, 1883; Marshansky e Yaguzchinsky, 1886

Carbonera e Azzone, 1988; Novgorodov et alii, 1983 ).

A GERACKO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NA MITOCONDRIA E O

ESTRESSE DOXIDATIVO DECORRENTE.

A mitocOndria & uma importante fonte de gera¢3o de espécies
reativas de oxigénio, pois de 1 a 2% do oxigénio molecular
consumido por esta organela no estado 4 da respira¢do & reduzido
de forma univalente, Isto ocorre devido ao vazamento de elétrons
em sltios distintos da cadeia de transporte de elé&étrons, com
formag3%o do radical 8nion superédxido (0:7) e subsequentemente do
perdxido de hiarogénio (H:0z2 1, Estes dois sltios foram
identificados a nlvel de semiubiquinona (coenzima Q) e da enzima
NADH desidrogenase (EC 1.6.5.3) (Forman e Boveris, 1982). Desta
forma a membrana interna mitocondrial tem sido apontada como alvo
do estresse oxidativo devido & gera¢o continua do radical Anion
superoxido (Oz7) e perdxido de hidrogénio (Hz20z). Além disso
por apresentar grandes concentragBes de metaloprotelnas estas
podem reagir com o perdxido de hidrog&nio e geram espécies

capazes de oxidar varias moléculas org8nicas, entre elas,



lipidios ® protelnas de membrana (Forman e Boveris, 1982; Radi et
alii, 1983). Segundo Halliwell]l e Gutteridge (1889), a gerag¢Ho
dessas @spYcies levam 3 formagdo do radical hidroxila (-OH), a
mais agressiva das espécies ativas de oxigénio, e de vida
extremamente curta. Consequentemente o radical hidroxila reage
praticamente com todos os compostos orgdnicos, oxidando compostos
sulfidrllicos, degradando dcidos nucleicos e causando a

peroxidae¢3o lipidica.

Metais de transig8o como o ferro e cobre (por poderem doar
ou aceitar eldtrons no seu tradnsito de um estado de val@ncia para
0 outro) podem catalisar a decomposi¢¥o de perdxidos. A formagdo
do radical hidroxila pode ocorrer através da rea¢do de Fe* ou
Cu* com o peroxido de hidrogénio, conforme estd mostrado na
equa¢8o 1, que representa a equag¢3o de Fenton, Nesta reag3o
o radical hidroxila & formado diretamente pela redug¢io

monoeletrOnica do H;0,, catalisada por Fe?*,

H:0; + Fe?*--——ome—— > Fe** + OH" + -0OH (equagldo 1)

0 Fes* formado & reduzido novamente a Fez*, por

transferéncia de elétron do radical superéxido, conforme indicado

na equagdo 2, fundamental para repor o "pool" do estado ferroso.

0:5 + Fe¥* ——-oemmmme— > Fe?* + 0, (equa¢do 2)



A resag¥o de Haber-Weiss (equa¢¥o 3) & um balango das

equaglies 1 e 2.

Hz Oz + Fef* ———momem—o > Fed* + OH- + :OH
0z~ + Fe®* ———-momom— > Fe?* + 0O
H: @2 + 027 —=——me————— -2 0, + OH + -0OH (equac&'o 3)

Perdxidos orgdnicos também apresentam as rea¢Bes de Fenton e
Haber-Weiss, sendo o radical peroxil (RDO-) e o radical alcoxil
(RO ) 0os s8us respectivos produtos (Cadenas e Sies, 1982,

Halliwell, 1888-b).

D estresse oxidativo '9 considerado como uma situa¢8o de
desequil ibrio entre os sistemas Que estimulam a gera¢o de
espécies ativas @ os sistemas protetores, que previnem a a¢¥o dos
mesmos (Sies, 18986, Da mesma forma que no processo evolutivo
grande parte dos seres vivos incorporaram o oxigénio como
componente fundamental no processo de produgdo de energia a
partir dos componentes orgdnicos, desenvolveram também uma série
de defesas em relagdo 3 sua a¢3o0 deletéria (Meneghini, 1887).

As enzimas superbdxido dismutase (EC 1,15.1.9), catalase
(EC 1.11.1.8) e a glutationa peroxidase (EC 1.,11.1.a) 830
fundamentais na defesa anti—oxidante das c&lulas. A enzima

superdxido dismutase (SOD), uma metaloenzima, faz a dismuta¢3o do



radical swuperodxido, gerando perdxido de hidrogénio mais oxigénio
molecular, conforme reag3o indicada a seguir:
S0D

2 Oz:"'ZH’ ”””””””” -2 H202+02

Dois tipos de enzimas removem o0 perdxido de hidrogénio do
interior da c&lula: a catalase e a glutationa peroxidase.A
catalase & amplamente distribuida nos animais a asta
sspocialmente concentrada nos eritrdcitos e fligado sendo neste
tltimo emrncontrada no interior de estruturas citoplasmaticas
denominadas peroxissomas (Forman e Boveris, 1982). Ela
decompBe o peroxido de hidrogénio, catalizando a seguinte reagfo:

CAT

2 Hzoz ——————————————— ""> 2 HZD + Dz

A presenga de catalase em mitocdndrias de coragdo foi
mostrada recentemente por Radi et alii (1991), indicando o papel
critico desta enzima na decomposicdo do perdxido de hidrogénio

neste orgdo.

Ja& & glutationa peroxidase (GSHFx), gque & uma enzima

dependente de selénio, @ estad presente tanto no interior da

mitocondria quanto no citossol, cataliza a redu¢®o do perédxido de
hidrogénio as expensas da forma reduzida do tripeptidio
glutationa (GSH) que passa a forma oxidada (GSSG), segundo a

reagdo:



2 GSH + H: 0 -—————-mmm——— > GSSG + 2 H,0

A glutationa oxidada & reduzida novamente através da enzima
glutationa redutase (EC 1.6.4.2), tendo NADPH como doador dos

equivalentes redutores.

Mais recentements, a enzima TfTosfolipldio hidroperdxido
glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9) (PHGPx) foi identificada na
membrana wmitocondrial interna (Panfili et alii, 1991). Esta

enzima, que apresenta um caradter estritamente hidrofdbico, esta
distribuida em diferentes tipos de membrana, sendo sficisnte na
redugdo de fosfolipidios hidroperdxidos formados na membrana
interna pela peroxidagio lipldica decorrente do estresse

oxidativo (Thomas et alii, 18%0).

Alédm desses sistemas de defesa enzimdticos, uma série de
outras substdncias desempenham papel antioxidante. Dados da
literatura apontam a ag3o antioxidante da vitamina E {al fa-

tocoferol) como um sistema protetor para a integridade de
membranas. Devido a seu caradter lipofilico, associa-se aos
fosfolipideos da membrana o interrompe a ag¢¥n das espécies
reativas de oxigénio ao fornecer 3s mesmas 3tomos de hidrogénio
impedindo portanto a propagae¢®o do processo oxidativo, O radical
tocoferil formado pode ser novamente reduzido através da ag3o do
ascorbato ou formar um alfa-tocoferil gquinona {Mc Cay, 1985;

Halliwell, 1988), Os nlveis de Fe?*, que como vimos na



reag¥o de Fenton participa diretamente na produg3o de radicais
hidroxila (Thorstensen ® Romslo, 199@) tambdm s%0 mantidos sob
controle através da sua ligag¢%o 35 proteinas transferrina e
ceruloplasmina.

Em suma, acredita-se que o equilibrio deve ser mantido entre
os sistemas que estimulam a gerag%o de espécies ativas de
oxigénio e sistemas protetores que previnem a a¢3o das mesmas.
Quando este wequilibrio & rompido devido A& deple¢So dos sistemas
antioxidantes ou quando as espécies ativas 530 geradas em
8XCess0, inicia-se 0D ostresse oxidativo, comprometendo a

homecstase dos sistemas celulares (Sies , 1986).

0 PROCESSU DE PERUXIDACKO LIPIDICA EM MITOCONDRIAS INDUZIDO FOR

HIDROPEROX I1DOS.

A gerag¢3o de espécies reativas de oxigénio através de
hidroperdxidos dd-se pela cis8o homolitica ou heterolitica da
ligag&%o O—-0 do hidroperdxido catalizada por lons metilicos como
Fe?* complexado na hemoglobina em eritrdcitos, citocromo P 450 em
microssomos @ Fe?* e Cu®* nos citocromos da cadeia respiratéria em

mitoctlndrias (Bindoli, 1988) .

Mais recentemente e utilizandeo o método de marcadores de
spin, Kennedy et alii, (1982), sugeriram a participag¥o direta
dos citocromos ¢ ® ¢, na cis8o do t-butil hidroperéxido (t-BuOOH)

quando a mitocdndria se encontra no estado 4 da raspira¢8o,



portanto com oS componentes da cadeia respiratdria
predominantemente reduzidos. Devido 3 baixa velocidade no
fluxo de elétrons nestas condigles, o© hidroperdxido reage

predominantements com os componentes da cadeia respiratdria que
es5tdo reduzidos. Forém gquando o t-BuOOH foi adicionado a
preparag¢Bes mitocondriais com baixo controle respiratério ou na
presenga de um agente desacoplador, a rea¢%c ocorre inicialmente
com o centro metadlico dos citocromos oxidados sugerindo gque o
hidroperdxido pode reagir com o citocromo no estado férrico ou

ferroso (Kennedy et alii, 1992).

D papel fundamental do <citocromo ¢ na peroxidag3o lipidica
de mitoplastos o mitocOndrias de cora¢%o e rins de ratos, quando
o processo & induzido por hidroperéxidos foi também mostrado por
Radi et alii, (1993-b) que obssrvou acentusde decréscimo na
produgso de TBARS em mitoplastos depletados de citocromo ¢ em
condigBes oxidativas induzidas por H:;0:, mostrando ainda que o t-—
BuOOH devido a sua baixa polaridade, pode interagir com outros
citocromos ou proteinas ferro-enxofre presentes de forma mais
internizada nas membranas, o que n¥o determinou diferengas
significativas na produg¥o de TBARS em mitoplastos intactos ou
depletados do citocromo ¢, quando o processo oxidativeo foi
induzido por t-BuOOH. Entretanto a incorpora¢3o de citocromo ¢ em
lipossomos resultou na produ¢%o intensa de TBARS quando a
prepara¢do foi submetida a a¢Ho de hidroperdxidos. Isto
indica mais uma vez o papel central de protsinas que contédm ferro

no processo de cisio de hidroperdxidos e consequente ocorré@ncia
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de peroxidag¢g3o lipldica (Radi et alii,1993-a). 0O processo de
peroxidag3o lipldica induzida por t-BuOOH na presenga de um
complexo de Fe?* pode ser esquematizado como se segue, de acordo

com Halliwell @ Gutteridge, 1989.
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complexo Fe 11 complexo Fe I11

tBuOOH \ _/;tBuD-

tbutil hidroperoxido

+ OH-
radical hidroxila
alcoxi

(espécie ativa)

/\..._./\-——/\-—-—/l v :/\ /\ N\—/

tBul- tBuy
dcido graxo com 3 insaturag¢les

N/ N/ —
rearranjo molecular

dieno conjugado

//\é/r——jiioparoxil 0—0
0 RH
//\\//====\\ //\\ // perdxido clclico

Felll
OH- + — A \
VvV N\ / 0
o /
[ ] : . .
radical lipoalcoxil 0 \\

andoperdxido clclico

{(fragmentam~se por hidrdlise ou agquecimento

em aldeldos incluindo malondialdeldo (MDA)
g produtos polimerizados)

0=CH—-CH=CH-R + HC—-CH; —CH +

* RCH=CH;
\ \

lipoaldeldo M.D.A. radical alquila.
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A iniciaggo da peroxidagSo lipldica em uma membrana ocorre
com o ataque de algumas espédcies que 580 suficientemente reativas
para abstrair um 3tomo de hidrogénio de um grupo metilénico de um
3cido graxo. Como o A&tomo de hidrogénio apresenta somente
um elétron, o carbono do grupo metilénico fica com um elé&tron
desemparel hado (Halliwell e Gutteridge, 1989), gerando um radical
de carbono. Este tende a se estabilizar por um rearranjo

molecular que produz um dieno conjugado, o qual reage facilmente

com o oxigeénio molecular gerando um radical lipoperoxil. Este,
por sua vez, retira um A&tomo de hidrogénio de uma ponte
matilénica de outro acido graxo, sendo este o estagio de
propagasdo da peroxidasBo lipidica. Ent¥o, uma vez que o0
processo 59 iniciou ele tendse a continuar, 0 radical perdxido
combina com um  Adtomo de hidrogénio gerando um lipidio
hidropertdxido. Outra possibilidade & a geragdo de
hidroperdxidos clclicos. Estes sofrem nova ag¢8o de ions
metadlicos, formando radical lipoperoxil que fragmenta-se em
estruturas menores como lipoaldeido, radicais alquila e

malondialdeido (Kappus, 1885, Halliwell e Gutteridge, 1889).

Uma caracterlstica relevante da lipoperoxida¢¥o mitocondrial
induzida por hidroperéxido & a sua aparente independé@ncia de
fearro livre, J3 que a presenga da EDTA, um agente quelante deste
{on, n¥o inibe o processc (Bindoli, 1388). Porém os trabalhos

de Kennedy et alii (1886) indicam que a presengs de EDTA reduz a

geragido de ospecies ativas formadas na presenga de t-BuOOH,
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Sabe—se também que a mitoecdndria apresenta ferro endégeno

estimado aproximadamente em 4 nmol/mg de protelnas e que 30%

deste "pool" n3o estd ligado ao grupo heme ou ao centro Faga - §
de protelnas da cadeia respiratéria. Segundo Tangeras
(1983), este ferro n¥o ligado, em condi¢Bes apropriadas, pods
induzir 1 ipoperoxidagio. Porém quando a suspensio

mitocondrial foi aquecida antes da adig¢3o do hidroperédxido, a
produg3o de espécies radicalares sofreu significante diminuig¢o,
indicando que hidroperdxidos reagem com componentes mitocondriais

sensliveis ao aquecimento (Kennedy et alii, 1992).

Os hidroperéxidos fazem parte do variado grupo de compostos
que sJo0 capazes de promover a permeabilizaglo da membrana interna
de mitocdndrias previamente carregadas com Ca?* (Richter e Frei,
1988). Assim sendo, grande parte do interesse direcionado A
a¢do de hidroperdxidos anvolve a atuagio decstes na

permeabil iza¢¥o da membrana mitocondrial interna.

A TRANSICKO DE PERMEABILIDADE MITOCONDRIAL

Diferentes graus de alterag¢f8io na permeabilidade mitocondrial
podem ser induzidos por varios compostos conhecidos como agentes
liberadores de Ca?* e a literatura enumera cerca de 65 compostos
capazes de desencadear esse processo de permeabiliza¢io, entre
ales Pi (fosfsato ) ® hidroperdxidos (Gunter e Ffeiffer, 1980).

Como esses agentes possuem propriedades quimicas muito
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variadas, tem sido questionado se compartilham ou n2s o mesmo
mecanismo de ag¢Ho. Varios grupos apresentaram evidéncias de
que quando mitocOndrias s¥o expostas a altas concentrag@es de
Ca?**, na presenga destes agentes, ocorre a abertura de um poro
{Hunter & Haworth, 1979; Crompton e Costi, 1988; Gunter e
Ffeiffer, 1880; Szabo e Zoratti, 1882; Crompton et alii, 1982),
que seria 0 regsponsavel por eaesse Tfendmeno conhecido como
transie¥o de permeabilidade, por ser reversivel através da

retirada do Ca?*,

Varias propostas foram feitas na tentativa de explicar a
transi¢¥o de permeabilidade, sendo gque atualmente had um consenso
que o sistema & modulado por um poro inespeclfico, cuja abertura
estd diretamente relacionada 34 liga¢®o de Ca?* a sitios internos
da membrana interna (Gunter e Pfeiffer, 1990, Novgorodov et alii,
198@; 1991-b, Bernardi et alii, 1993). Este mecanismo tem sido
apontado como a base do dano mitocondrial observado em situs¢Bes
patolégicas como a isquemia @ a reoxigenagioc pds—isquémica. Nesta
situagfo ocorre uma sobrecarga de Ca** nas mitocondrias,
associada a alta concentrag8o de fosfato, depleg¢3o de ATF e
sstresse oxidativo, que culmina com a perda da homeostase celular

(Crompton e Costi, 1988, Richter e Kass, 1991).

A transig¢fo de permeabilidade pode ser inibida por
substancias ou condig¥es que previnem a captaglo de Ca?* ou agHo
dos agentes liberadores de Ca?*, Entre esses inibidores

incluem—-se os anestésicos locais, 0o bonkrecato (inibidor da
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translocase de nucleotideos de adenina), butil-hidroxitolueno

(sequestrador de radicalis livres}, agentes redutores
sul fidrl licos, antagonistas da calmodulina, carnitina, ADP e
cations bivalentes como o Sr2*, Mn*+, Mg?* (Gunter e Pfei ffer,
19991,

A reversibilidade da transi¢%o pode ser obtida pela adig¢3o

de quelantes de Ca?** (Crompton et alii, 1988; Gunter e Pfeiffer,

1990), adig¥o de ciclosporina—-A (Halestrap e Davidson, 1880;
Novgorodov et alii, 1892) ou espermina, (Lapidus e Sokolove,
1992y, A presenga de ADP, Mg?* e o0 estado reduzido de
nucleocotldeos de piridina, parecem favorecer a agdo da
ciclosporina—-A na reversdo da transi¢¥o de permeabilidade;
Broekemeier et alii,188%2; Novgorodov et alii, 1982; Szabd e
Zoratti, 1992), Essa revers3o da transi¢3o de permeabil idade

tem levado alguns grupos a sugerir a possibilidade do mecanismo
apresentar um papel fisioldgico (Crompton et alii , 1987;Cfompton
e Costi; 1988; Sandri et alii, 19%0). A abertura reversivel
desse poro, "in vivo" poderia constituir uma via de liberag¢3o de
vadrios produtos metabdlicos que n¥%o pudessem ser transportados

através da membrana mitocondrial (Gunter e Pfeiffer, 1980).
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ATUAGCKO DE HIDROPEROXIDOS NA TRANSIGCKO DE PERMEABILIDADE DA

MEMBRANA MITOCONDRIAL E A OCORRENCIA DE LIPOPEROXIDAGCAO.

Lehninger et alii, (1978) observaram que o Ca?* pode ser
liberado de mitocOndrias isoladas e carregadas com este lon pelo
aumento do estado de oxida¢3o dos nucleotidios de piridina, sendo
que hidroperdxidos org8nicos estimulam este processo, portanto se

classificando como agentes 1iberadores de cadlcio (Richter e Frei,

1985). Isto ocorre pela redugSo dos hidroperédxidos a alcodis
com 3 concomitante oxidag%c de NADPH, através do sistema
enzimdtico glutationa peroxidase/glutationa redutase (Sies e
Moss, 1883), de acordo com o seguinte esquema:
t—-BuOOH - 2 GSH NADF* - NADH
tBuOH GSSG NADPH NAD*
glutationa glutationa transidrogenase de
peroxidase redutase de nucleotideos de

piridina

Desta forma, o efeito de hidroperdxidos nas alteragBes de
permeabilidade da membrana interna de mitocondrias poderia estar
ligado =20 aumento das formas oxidadas dos nucleotidens de
piridina (Jocelyn e Dickson, 1980; Richter » Frei, 1985; Richter
a Kass, 1991), ou associado 38 formagSo de ospdcies ativas de
oxigénio (Kennedy et alii, 1886, 199Z2), dando inicio ao processo
de lipoperoxidag8o (Bindoli e Cavalini, 1982, Marshansky et alii,

1983; MarShansky e Yagushinsky 1886; Novgorodov et alii, 1991-c¢c).
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A posslvel correlag¥o entre a peroxidagfo lipldica e a
transi¢do de permeabilidade da membrana mitocondrial foi proposta
inicialman te por Marshansky et alii (1983),. Em consondncia
com trabal ho &anterior de Bindoli » Cavallini (1982), este grupo
apresentowu dados correlacionando & ocorréncia de peroxidagdo
lipldica & altera¢¥es na integridade da membrana mitocondrial,
como inchamento e efluxo de cations da mitocOndria na presenga
hidroperdx idos orgénicos. A possibilidade da participa¢8o da
ATP sintetase como wum passo regulador desses processos foi
sugerida 1 nicialmente com base na prote¢3o conferida pelo ADP,
que retardava a ocorréncia de inchamento e diminuia a formag¢Xo de
produtos da lipoperoxidag®o como o malondialdeido (MDA) e pela
revers¥o desta proteg3o apbds 3 adig¥c de carboxiatractilato
{(CAT), um inibidor da translocase de nucleotidios de adenina
(Marshansky ® Ysagushinsky, 1986; Novgorodov et alii, 1987, 1589-

a), que desliga ADP de seus sltios de ligag3o.

A correlagdo mais direta entre a permeabiliza¢%o da membrana
interna mitocondrial e o acumulo de produtos de lipoperoxidagXo
foi mostrada por Novgorodov et alii (1991-c). Esses autores
proplie que a a¢do de espécies ativas de oxigénio intermediam de
alguma forma a transi¢¥o de permeabilidade mitocondrial. Neste
caso a Fformags3o de produtos finais de peroxidag3o lipldica pode
ser considerado um processo que acompanha a liberag3o de Caz*
guando concantragdes mais altas de hidroperéxidos foram
utilizsdas (Gogvadze ® Zhukowvas ,1991), A possibilidade de gque a

peroxidage®o lipldica pudesse ser um dos componentes da transig¢io
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de permeabilidade tambem foi levantada, considerando a hipdtese
de que pudesse favorecer a transi¢8o por facilitar a hidrélise de

fosfolipidios pela a¢¥o da fosfolipase A, (Erdahl et alii, 1991).

Outro aspecto que relaciona a produ¢3o de espécies ativas
com a transi¢¥o de permeabilidade diz respeito & protegio
conferida pelo butil-hidroxitolueno (BHT) em rels¢So 3 ccorréncis
de fluxo ionico e desacoplamento mitocondrial induzidos por Caz*
e Pi, hidroperdxidos orgdnicos e agentes causadores da formag¢Ho
de dissulfeto entre grupos sulfidrila (SH) de proteinas, como a
fenilarsina, diamida e arsenito, pois o BHT & um classico
sequestrador de radicais livres (Novgorodov et alii, 1987;

Carbonera e Azzone, 1988).

D estado redox de grupos SH de protelnas da membrana interna
mitocondrial parece influir diretsamente sobre a peroxidag3o
lipldica, pois quando suspensdes mitocondriais foram tratadas
previamente com diamida, um oxidante de grupos SH que induz a
formag&o de dissul fetos em proteinas, a peroxida¢¥o liplidica
provocada por ferro o ascorbato, mostrou-se mais intensa

{Bindoli et alii, 1977).,

A formag¥o de pontes dissulfeto em proteinas da membrana
mitocondrial na presenga de pré-oxidantes como diamida e t—BuOOH
foi apontada como a causa de permeabilizag¢g30 de mitocBndrias
(Fagian et alii, 1990). 0 mecanismo protetor conferido pela

trifluoperazina, um neuroléptico da classe dos fenotiazinicos, em
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ralag8o ao efeito dos proé-oxidantes foi relacionado a uma
possivel 1inibig¥o exercida pela droga em relag3io A& formagHo
dessas pontes dissulfeto (Pereira et alii, 1892). Ainda segundo
estes autores, o Ca?* teria seu papel critico no processo de
permeabil izag¢¥o por reduzir a distancia entre os grupos SH das
protelinas de membrana, induzindo wuma mudanga conformacional
nestas protelnas e facilitando a forma¢3o de pontes dissul feto

{Fagian 2t alii, 1899; Pereiras et alii, 1992).

Entretanto, mostramos recentemente que agentes redutores de
grupos dissulfeto como o ditiotreitol (DTT) n%p previnem a perda
de atividade do carreador ADP/ATP em mitocOndrias incubadas na
presenga de Ca’*' em condig¢®es de baixo potencial elétrico de
membrana (AY). Esses dados sugerem que o carreador
ADP/ATP faz parte do poro dependente de cilcio pois nessas mesmas
condi¢Bes, ciclosporina A (CsA) exerce um nltido efeito protetor
{Macedo &t alii, 1993). Esses resultados por Sua vez

descartam a formag¥o de pontes dissul feto como evento primario do

processo de permeabiliza¢lo.

Novgorodov et alii (1891-a) mostraram que a presenga de
hidroperdxidos determina a perda gradativa da proteg3c conferida
pela ciclosporina-A em relag¥o 3 transie¥o de permeabilidade
quando a mitocOndria estd carregada com lons Ca?* e sugerem que

este aspecto pode ser resultante da ativagdo de um enzima
fosfolipase A que leva 3 hidrdolise de fosfolipldeos de membrana

como Jjd proposto antericormente por Broekemeier et alii (1989).,
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E tambdm possivel que o metabolismo de hidroperéxidos conduza A
perda de um fator que modularia a sensibilidade do poro om
ralag8o 3 CsA (Novgorodov et alii, 1881-a), porém n3o hd dados da

ag¥o da ciclosporina-A sobre a peroxida¢3oc lipidica decorrente do

estresse oxidativo. No entanto, quando trifluoperazina, que
também inibe a fosfolipase Az (Broekemeier et alii, 1985, &
utilizada conjuntamente 38 CsA, o efeito protetor desta ®Gltima

torna~se mais efetivo (Broekemsier ot alii, 1989).

A OCORRENCIA DA PEROXIDAGXKO LIPIDICA E ALTERAGUES ND ESTADO

FISICO DA MEMBRANA.

Um outro aspecto fundamental para s compreender os danos
peroxidativos sobre a membrana mitocondrial est3 relacionado com
as possliveis alteraglies no estado flsico da membrana decorrente
da peroxidag¢B8o lipidica. Assim além de mudangas metabdlicas
e inativa¢8o direta de enzimas, ocorrem também alteraglies nas
propriedades flsicas de fosfolipldios de membrana (Vliadimirov et
alii, 1580}, A perda de adcidos graxos poliinsaturados
tende a reduzir a fluidez da wmembrana gue & uma propriedade
essancial para as fungBes das membranas bicldégicas (Halliwell &
Gutteridge, 1888), Através do método de fluorescéncia com
utilizasg®o de marcadores que atingem diferentes nlveis de
profundidade da membrana e determinagino ds concentragdo de MDA,
foi demonstrado que a3 peroxidseino lipldica aumenta a rigidez da

membrana ® & cargs negativa na superficie da moesma. Quando
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suspenstUas mitocondriais, microssomais @ mesmo lipossomos
sofreram peroxidagdo lipldica induzida por ferro e ascorbato,
observou—se uma diminui¢do no parsmetro de fluidez entre 20 e 30%

em cada tipo de membrana estudada (Dobretsov et alii, 1877).

A microviscosidade das membranas & um fator fundamental na
atividade das enzimas integrais como ATPases, adenilato ciclase,
varias translocases e sob certas condigles, a desacelera¢io das
reagles enzimdticas pode destruir a organizag¢fo da vida celular e

desenvol ver processos patoldgicos (Vliadimirov et alii, 198@).

A peroxidagio lipidica parece influir diretamente na
permeabil idade i6nica da bicamada. ] pardmetro al fa de
solubiliza¢do gque wsstad correlscionsdeo 3 fluidez da wmembrana,
diminui om temperaturas abaixo de 3@°C, A diminuigdn doeste
parametro parece estar envolvida com o desaparecimento de Acidos
graxos insaturados decorrente da peroxids¢3o dos mesmos. Esta
modificagdo no gstado filsico da bicamada parsce ocorrer
concomitantemente ao aumento de permeabiliza¢3o da membrana para
fons Ca®*. Como conseguéncia, hd perda da atividade da
ATPase, sendo que este aspecto parece estar correlacionado com a
alteragdo no micro ambiente da enzima, decorrentes da peroxidago
lipldica {(Vladimirov et alii, 198@).

Entretanto, quando se comparou o grau de peroxida¢Xo
lipidica causada por ferro com alterag®es na fluidez de membrana
om microssomos @ sm mitocHBndriss hepdticas, atravéds do uso de

marcadores especlficos para a superficie da membrana (interface
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membrana —agya) e de marcadores que se posicionam mais
profundamente na bicamada , observou-se que mudangas na
viscosidade das membranas 560 foram detectadas apds o actimulo de
12 nmol de malondialdeido /mg de proteinas mitocondriais. Esses
resultados demonstraram que as wmnudsngsas no estado flsico da
membrana ®@ram decorrentes de um processo de peroxidsgBo lipldica
intenso ® da perda dsa barreira de permesabilidsde de forma

irrevers ivel (Dobretsov et alii, 1877, Viadimirov et alii, 1980;

Masini et alii, 1892).
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0B JETIVOS

Tivemos como objetivo estudar a existencia de uma correlaco
antre a transig8o de permeabilidade da membrana mitocondrial
interna @ a ocorréencia de peroxida¢Ho lipldica em mitocOAndrias
incubada s na presencga de Ca?* e agentes que levam & abertura do
poro de transie¥o de permeabilidade como PFPi e hidroperdxidos
organicos como o t-BuOOH, conhecido por oxidar o NADPH através do
sistema glutationa peroxidase/glutationa redutass 8 tambédm

apontado por alguns grupes como um gerador de ospécies ativas.

Vdrios agentes protetores tanto da lipoperoxidag¢8o guanto da
abertura do poro foram utilizados, na tentativa de se estabelecer

a relag¢8o entre os dois processos aqui estudados.

Procuramos tambén correlacionar a ocorr@ncia de trés
sventos: 1nchamento mitocondrial, consequéncia de alterasfBes na
permeshil idade da membrana interna das mitocHBndrias, com a
determinagdo dos produtos de peroxidagHo lipldica e detec¢Ho de

mudangas na fluidez da membrana mitocondrial.
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MATERTIA IS E METODOS

1. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE FIGADD DE RATO

As mitocOndrias hepdticas foram isoladas segundo Scheneider
& Hogeboom (1950), utilizando-se ratos adultos Wistar pesando 180

a 250 g, mantidos em jejum por 12 horas.

0 figado retirado apds a morte do animal por concussfo
cerebral , foi lavado em s50lug¥o de sacarose 250 mM, contendo EGTA
0,% mM o tamp&o HEFES 2,0 mM, pH 7,2, mantido em banho de gelo
durante todo o procedimento experimental. Em seguida foi
picado com tesoura @ homogeneizado em homogensizador FPotter-
Elvehjem. Este material foi ent3o centrifugado a 2500 x g,
por 5 minutos, o sobrenadante foi mantido em banho de gelo e o
sedimento novamente homogeneizado e centrifugado nas mesmas
condi¢Bes. 0 sobrenadante obtido foi centrifugado
durante 10 minutos a 11500 x g, sendo retirada a fase lipidica
superior com uma pipeta Pasteur. n sobrenadante foi
descartado 8 o sedimento ressuspenso em sacarose 25¢ mM contendo
EGTA 2,3 mM, tamponada com HEPES 1,0 mM em pH 7,2 @ novamente
centrifugado nas condigides anteriores. A seguir, as
mitocondrias foram ressuspensas em solugdo sacarose 250 mM
contendo HEPES 1,0 mM pH 7,2 obtendo-se uma preparagSc de
concantragdo de protelnas de aproximadamente 100 mg de protelna

por mL.
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2. PREPARACKO DE MITOPLASTOS (membrana interna + matriz)

Os mitoplastos foram preparados segundo Pedersen et alii
(1978) de uma suspens®o mitocondrial de figado com concentrago

aproximada de 100 mg de proteins por mL de meio.

Foi adicionado 1,9 mL da suspens%oc mitocondrial a 1,9 mL de
meio H (manitol 225 mM, sacarose 75 mM, BSA 0,2% tamponado com
HEPES 5,©® mM, pH 7,2 contendo digitonina 1%). Este material
mantido em banho de gelo, foi agitado lentamente por 10 minutos,
diluido por adig¥o de 5,0 mL de meio H e centrifugado a 12100 x g
por 12 minutos, 0 sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em 3,2 m] de meio H & novamente centrifugado a 12100
X g por 1@ minutos, 0 sobrenadante foi descartado e o
segdimento ressuspenso em meio H, obtendo-se uma frag¥%o de

mitoplastos de concentrag¢¥o aproximada de 75 a 85 mg de protelna

por mL de meio,

3. DOSAGEM DE PROTEINA MITOCONDRIAL

A concentragdo de proteina das suspensBes mitocondriais foi

determinada pelo mé&todo do biureto (Gornall et alii, 1949),
modificado pela adig¥o de colato 1% (p/v) (Kaplan e Pedersen,
18837 .

Uma solugSo de BSA a 1% (p/v) foi utilizada como padro.
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A, MEIOS DE REAGX0O E CONDIGOES DE INCUBAGXO.

Os experimentos foram realizsdos no seguinte meio basico de
reagdo que corresponde ao meio padrio.

Sacarose 125 mM; KCl 65 mM, Hepes 3mM pH 7,2, rotenona 4 uM,
succinatao 5mM,

Nos experimentos realizados para detesc¢ido de TBARS
{substincias reativas de oxigénio) através da té&cnica
fluorimétrica o equilibric osmdbtico foi mantido com KCl 130 mM e
Hepes 20 mM,pH 7,2. 0O meio & isento de sacarose para evitar a
interfer@ncia da mesma no passo de aquecimento a 1060°C por 45

minutos.

As adigtes feitas durante os diferentes experimentos esto
especificadas nas legendsas de cada figura. Os resul tados
580 representativos de uma série de 4 a 5 experimentos. Nos
experimentos de determina¢®o de TBARS, as analises foram feitas
em duplicatas. Mesmo sem indicarmos os desvios padr®8es nas
figuras para nso sobrecarrega-las, todas as vezes que comparagtos
antre os dados s#perimentais fToram efetuadas estas foram baseoadas

em andlises de varidncia de confiabilidade de 95 %.



5. DETERMINACXO ESPECTROFLUORIMETRICA DA OCORRENCIA DE
LIPOPEROXIDACXO PELA FORMAGCXO DE TBARS (Subst&ncias reativas

a0 acido tiobarbittirico)

0 dcido tiobarbituUrico forma complexos de cor avermelhada
com aldeidos de baixa massa molecular que s%o produtos finais da

cadeia de lipoperoxidsg3o, entre estes o malondialdeido (MDA).

Estes complexos podem ser detectados por espectrofotometria
{Buege @ Aust, 1979) ou por espectrofluorimetria (Yagi, 1976;

Ohkawa et alii, 1879),

A reag3o & a seguinte ;

— —

S N N
"o N\ SH X OH HO SH
i i
Il
HC — CH, — CH + 2 — +2H, O
—~N NN N
OH OH

MDA TBA i1 MDA: 2 TBA

A determinagio fluorimé&trica de substancias reativas ao
acido tiobarbitlirico (TBARS) consiste em metodologia mais precisa
com sensibilidade dez veEzZes maior do que a té&cnica

espectrofotomdtrica (Yagi, 1976; Ohkawa et alii, 1979),

As mitocOndrias foram isoladas da mesma forma que descrito
anteriormentse, porém o precipitade final foi ressuspendido na

auséncia de sacarose, em meio de KCl 130 mM e Hepes 20 mM, pH 7,2
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para evitar a interferencia de sacarose no passo de agquecimento a

120°C por 45 minutos,.

A suspens3o mitocondrial (1lmg de proteina/l mL de meioc) foi
incubada em meio bdsico isento de sacarose,e apds a adig¢oo de
oxidante, amostras foram retiradas em diferentes tempos de
incubag¢do, conforme especificado nas figuras.Nos experimentos
onde houve variag®es na concentrag8o de oxidantes, o tempo de
incuba¢&o foi de 15 minutos.

Apbs a incubag¢io, o) maio foi acidificado com
3,5 mL de H:50, a 0,08 N @ em seguida adicionados a suspensio
TBA a ©,B%, dissolvido em NaOH @,1 N em 3dcido ac&ético glacial
(1:1 wv/v). Finalmente adig¢¥o de 0,1 mL de cloreto férrico (5@
uM) para completar a resgio e 0,1 mL de BHT (50 uM) para evitar o
aparecimento de novos radicais durante o periodo de agquecimento
(Asakawa e Matsushita,1980). 0 aquecimento foi feito a
100°C por 45 minutos. Apds o resfriamento, 3 mL de
n.butanol foram adicionados e apds vigorosa agitag8o as amostras
foram centrifugadas a 90@ g.por 1€ minutos. Tomou-se a
camada orgdnica sobrenadante e a leitura foi realizada em um
espectrofl uorimetro com excitag¥o em 515 nm e emiss¥o em 553 nm.
A concentrsgdo de TBARS foi determinada usando uma curva padr&o
dea tetrawotoxipropann que 58 converts linearmente am
malondialdeido (0,2 - 20 uM), wum produto +final da cadeia
lipoperoxidativa.(Yagil, 1976; Ohkawa ot alii,1978,Erdhal et

alli,189911) .
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6. DETERMINACKO DA VARIAGRO DE VOLUME MITOCONDRIAL

SuspensBes mitocondriais gXo turvas = espalham fuz
incidente . A luz wospalhada % ums fTungSo da diferengs no
indice de refragdo entre o contebdo da matriz e o meio, e
qualguer processo que diminua esta diferengs ird diminuir a luz
espalhada (Nicholls & Akerman, 1982),

Um aumento no volume da matriz mitocondrial associada com a

entrada de solutos permedveis, resulta numa aproximag3o entre o
indice de refragdo da matriz e do meio, com consequente
diminuie¢e&o no espalhamento de luz, Esta propriedade das
mitocdbndrias "in vitro" fornece um método qualitativo e

gquantitativo simples pars s2 estudar fluxos de solutos através da

membrans mitocondrial interns. As mitocHndrias prestam-se
bem para 3 aplicasg¥o desta técnica porque sua matriz pode sofrer
grandes mudangas de volums, J3 gque apenas a membrana interna
sofre desdobramento de EEUS pregusamentos,

0 acompanhamento deste processo pode ser feito tanto em
fun¢¥o da diminuig&o de luz transmitida em um gspectrofotOmetro
normal, ou de uma forma mais sensivel, usando-se um fluorimetro
ajustado para medir a luz espalhada pela suspens3o (light
scattering), diretamente num &ngulo de 90° entre a incidéncia do
feixe da luz @ a célula fotoelétrica. Esta técnica tem
sido bastante usada porque ¢ um m&todo simples, bastante

sensivel, rapide e que fornece unm registro continuo da cinética

do inchamento (Beavis ot 3lii, 198%8),
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Mitocondrias hepdticas (0,5 mg de proteinas) foram incubadas
em 1,0 mL de meio biasico 2 as variag¢¥es do volume mitocondrial
foram acompanhadas espectrofluorimetricamente através de um
registrador conectado a0 ospoctrofluorimetro ajustado a um
comprimento de onda de 520 nm pars excitag%o o emissZo.

As adiglBes e tempo das incubagl¥es est¥o indicadas nas

legendas das fTiguras.

7. DETERMINACXO DO CONSUMO DE OXIGENIO

0 consumo de oxigénio foi determinado polarograficamente,
atravkés de um eletrodo tipo Clark, acoplado a um registrador
grafico.

A incubag8o se processou em uma cela de vidro, vedada e

termostatizada (30°C), com agita¢®o magnética.

A qualidade das mitoc®ndrias foi testada em fun¢Xo da
atividade de fosforilag¥o oxidativa, com a adi¢%o de ADF e
determinaedo da relagdo entre as velocidades de consumo ds
oxigénio nos estados respiratédrios 3 e 4,

A suspens8o mitocondrial foi considerada adequada para uso,
quando esta rela¢8o era igual ou maior que 5,9,

0O aumento no consumo de oxigénio em condig¥es onde as
mitocOndrias foram mantidas desenergizadas, inibindo-se a cadeia
respiratéria, foi também utilizado para a determinag%o do

processo de peroxidag3o,
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8. DETERMINAGCXO DA FLUIDEZ DA MEMBRANA MITOCONDRIAL PELO METODO
DO MARCADOR DE SPIN. TECNICA EM RESSONANCIA PARAMAGNETICA

ELETRONICA - RPE)

Fluidez de membrana de forma geral resulta da combinag®o de
diferentes tipos de movimentos dos componentes da membrana,
incluindo a8 flexibilidade das cadeiss 3cidas, 3 difus8o lateral
das molédcoculas am uma mesma monocamada, a difus%o transversal de
uma camada pars a outra, = a8 separsgdoc de fase lateral, que
corresponde  ao afastamanto ds fosfolipldios e colesterol
doecorroaatbo: doe variagies de faluros oxternos.

Alguns dessos tipos de movimento, principalments a
flexibil idade das cadeias graxas podem ser afetados por
alterag@es sofridas pelos componentes'da membrana.

Um marcador de spin estdvel que & incorporado ao sistema,

detecta estas alteragdes (Connel; 1976),.

Marcadores de spin derivados de componentes naturais da
membrana, tals como dcidos graxos, fosfolipldiocs e esterdis sHo
sintetizados com um grupo nitréxideo ligado o qual tem um sinal de
ressondncia paramagnatica aletrdnica muito conhecido e
extremamente adequado para fornecer informagHes sobre a dinSmica

do mein bioldgico em que se encontra,

Este método tem uma aplica¢3o particularmente importante na

avaliag®o da flexibilidade das cadeias graxas da membrana.

Uma série de marcadores derivados do Acido esteadrico ou
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palmitico com o radical nitréxido ligado em diferentes posigtas
da cadeia permitem a avaliag¥o do gradiente de flexibilidade ao
longo da mesma, Este efeito pode ser visto através de um
parametro espectral comumente usado, a separa¢do em Gauss das
linhas de ressonancia extremas do espectro denominado 2A maximo,
ou através de um pardmetro de ordem (8) gue retrata o ordenamento
das cadeilas e por definig3o wvaria de zerao (movimento
completamente livre) a 1 (estado totalmente rigido). Através do
valor de 35 pode-se avaliar o &ngulo médio do cone e a velocidade
do movimento gque as cadeias descrevem {(Griffith; 1876).0 valor de
S pode ser calculado pela formula de Graffney (Graffney,1978),
onde Amax. ©® Amin. 30 os parédmetros de desdobramento hiperfino
paralelo & perpendicular, respectivamente a constante C & uma
corre¢io saplrica para a diferenga entre o verdadeiro e o

aparente Tator de corregdo da polaridade.

Cdlculo do parmetro de ordem :
{ AMax - Amin - C I)x 1.723
Amax + 2 Amin.+ 2C

saendo C = 1,4 - 0,053(Amax ~ Amin)

Na. figura 1| est30 apresentados os espectros de RPE tipicos

para o B-doxyl sestesrato, 12-doxyl estisarato g 18-doxyl
estearato. Eztes espoctiros refletem o fato de que o
E-doxyl ®stesrato tem um menor grau de movimsnto (o espectro
corresponde a tempo de correlagyo mais longo, logo o movimento &

mais lento) do que o lZ2-doxyl estearato gque por sus vez tem menos

movimento gque o 16-doxyl estearato.
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Paras se detsrminar as alterag®es na fluidez da membrana as
mitocOndrias foram iscladas conforme descrito no item 1 de
materiais @ métodos @ apos o perlodo de incubag3o na pressnga de
oxidantes a suspensdo foi centrifugada em 700 g por 30 segundos
com objetivo de obter-se uma suspens8o mais concentrada, condigHo

necessaria para as analises des RPE.

2 Amax

2 Amin

5-DOXYL

12-DOXYL

| l 16-DOXYL

§ = rmenemrnnomm s C=1.4-0.053(Amax - Amin)
Amax + 2Amin + 2C

Figura 1 - Espectro de RPE para 5, 12 e 18 doxyl estearato na
mombrana mitocondrial a 25- C e defini¢lo do pardmetro de ordem
(3]
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REAGENTES EMPREGADOS

ADP, HEPES, EGTA, rotenona, antimicina—-A, t-BuOOH,

tetrastexipropano, succinato e BHT; foram adquiridos da Sigma

Chemical Company.

Butanol, etanol, cloreto de calcio, cloreto de potassio,

adcido aceético, dcido sul furico, sul fato ferroso,

orto-fenantrolina, foram adgquiridos da MERCK .

0 5 doxyl—-adcido estedrico wutilizado como marcador de spin

(spin label) fol adgquirido da Aldrich.

Ds demais reagentes utilizados foram do madximo grau de

pursza encontrados comercialmente, similarss aos citados acima.
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RES ULTADUOSGS

Ocorreéncia de peroxidag¢®o lipldica

Atraveés dos resultados mostrados na figura 2, podemos
observar que quando as mitoctndrias sXo incubadas somente na
presenga de Ca?* & Pi, mesmo em concentragdes muito altas do
cadtion, n¥o ocorre formagd¥o significativa de TBARS. No
entanto, guando t-butil hidropesreoxido (t-BuOOH) foi adicionado a

essas mitocondrias energizadas com succinato constatou-se a

ocorréncia de lipoperoxidag&o, determinada pela formag3o de
TBARS. Na. auséncia do hidroperéxido as altas
concentragfes de Ca?* e Pi n¥o levaram a formag¢¥o de TBARS nem

mesmo com 0o aumento do tempo de incubag¢fo para 30 e 60 minutos.

{n%0o mostrado na figura).,

Efeitos do Ca** e fosfato sobre a peroxida¢3o lipidica

induzida por t-BuOOH.

Apesar da condig¥o Ca®* @ Pi ‘"per se" ndo determinar
produgio de TBARS a presenea dos mesmos como podemos observar na

figura 2, parece s8r necessadris na ocorrfncia do processo.

Nossos dados descritos na figura 3 mostram que a presenga de

fosfato foli fator determinante na intensidade da peroxida¢8o
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lipidica 1induzida por Ca?* e t-BuOOH,.

A possibilidade do fosfato atuar como ion permeante levou-
nos a substituir o mesmo pelo acetato, que também atua como ion
permeante lipofilico, porém nestas condi¢®es a formag3o de TBARS
¢ pequena (tragado b) em relagdo & observada na presenga de

fosfato (tragado al.

Ja o efeito do Ca?* no processo pode ser observado pelos
resultados mostirados na figura 4, onde a presenga de EGTA
(tragado ©) previne a formae¢3o de TBARS , enquanto que a adig¢o
de Ca?* { tragado b) eleva a sua produg¥o quando comparada ao
obtido em condi¢¥es em que a concentra¢io de Ca?* presente era
aquela correspondents ao contaminante do meio de res¢fSo, cercs de

12 uM (trasgado al.

Atraves destes ensaios; estabelecemos que o nosso controle
de peroxidagdo lipldica & determinado pela formag¢3o de TBARS na

presenga do oxidante (t-BuOOH) com adi¢¥o de Ca?* e Pi.
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Figura 2 -~ Efeito do t.butil hidroperéxido no processo de
peroxidag¢®o lipldica mitocondrial.
MitocHndrias (1,8 mg /mL) foram incubadas em meioc de reag¢o

segundo condi¢les descritas em material e métodos,na presenga de:

{(a) 30uM de Ca?* e 5 mM de Pi; (b) 70uM de Ca?* @ 5 mM %e
Pij (e} 120 uM de Ca?* @ 5 mM de Pi; (d) 120uM de Ca?** e 10 mM
de Pi; {e) mesmo que a na presenga de 250uM de t-BuOOH.

Os experimentos a,b,c © d foram mostrados num Gnico tragado
devido a diferenga minima na concentrag¥o de TBARS obtidas para

cada ponto.
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Figura 3 - Efeito do fosfato sobre o processo de peroxidago

lipldica induzido por CaZ+ e t-BuOOH.

Mitocondrias (1 mg/mL) foram incubadas em meio de rea¢%o segundo
condig¢¥es descritas em materiais e métodos, na presenga de ¢
(a) 30 uM de Ca?* e 250uM de t-BuOOH mais 5 mM de Pi adicionados
dois minutos apds a adigdo da suspens¥o mitocondrial; {b) 30
uM de Ca?* e 250 uM de t-BuOOH mais 5 mM de acetato, adicionado 2

minutos apds suspensdo mitocondrial,



39

?

n moles TBARS/mg de proteinas

I L l 1
o =z 6 10 15
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Figura 4 — Efeito do Ca®* sobre o processo de peroxida¢¥o
lipidica.
MitocoOndrias (1,0 mg/ml) foram incubadas em meio de reag¢¥o

[
segundo a5 condigles descritas em materiais e métodos, na
presenga de
(a) 25¢ uM de t-BuOOH mais 5 mM de Pi adicionado 2 minutos apés

a3 suspensdo mitocondrialj; (b) mesmo que a com 30 uM de Ca?*;

(c) mesmo que b com 9,5 mM de EGTA.
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Correlagido entre a ocorré@ncia de peroxida¢¥o lipldica e

inchamento mitocondrial,

Com a finalidade de correlacionar a ocorréncia de
lipoperoxidag®o com o aumento da permeabilidade da membrana
mitocondrial interna, realizamos o experimento mostrado na
figura 5, onde os tragados a e b mostram o inchamento
mitocondrial decorrente do aumento de permeabilidade causados por
Caz?" =} Pi, na presesnga (a) e auséncia (b)) de t.butil
hidroperodxido respectivamente, observando-se praticamente o mesmo
padr¥o de inchamento em ambos. A adig¢¥o de EGTA ao meio de
reagd¥o antes da suspensHo mitocondrial (tragado d)}, impede
totalment® & ocorréncia de inchamento, Na ausé@ncia de Pi (tragado
c), o Ca?** & o t-BuOOH ocasionam um aumento da permeabil idade
pouceo acentuada no inicio, porem atingindo a mesma amplitude

obtids na presengs de Pi, apds 15 minutos.

E bom ressaltar gue destas condiglies estudadas, somente na
corresgpondente 3 do tragado a onde o processo foi induzido por
Ca?*, Pi e t-BuOOH foi detectada significativa forma¢3o de TBARS,

conforme mostrado nas figuras anteriores.
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EGTA
2+ .
C‘] tBUOOH e Pi
——— (d)
MFR
— 2 —f
min.
T _(b)
A A 520nm=0,l (a)
l (c)
Figura 5 - Inchamento mitocondrial induzido por Ca?* e Pi ou
t—-BuOOH.
Mitocondrias hepaticas (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de
reasgio segundo condi¢¥es descritas em materiais e métodos, na

preosengas de:
(a) 3¢ uM de Ca?* mais 2590 uM de t-BuOOH, @& 5 mM de Pi;
{h) 30 uM de Ca?* e 5 mM des Fi; {c) 30 uM de Ca?* ® 250 uM

de t-BulOH; (d) mesmo gque a com @,5 mM de EGTA.
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Efeito de EGTA e BHT nos processos de peroxidagH8o liplidica e

inchamento mitocondrial.

Com o objetivo de analisarmos de forma mais precisa os
papéis do EGTA (guelante de Ca?*) e BHT (sequestrador de radicais
livres) no processo de peroxidagdo lipldica e no aumento de
permeabil idade da membrans mitocondrial, realizamos os ensaios
mostrado na figurs 6, onde o EGTA » BHT foram adicionados

1 minuto apds a3 adigdo do oxidante, t-BuldH,

No painel A da Figura 6, podemos observar que o processo de
peroxidag®o lipldica & imediatamente bloqueade apds a adigio de
BHT (tragado b), conforme esperado. Entretanto a adig¢¥o de

EGTA (tragado c) n8o impediu a propaga¢®o do processo.

No ®entanto, os resul tados obtidos nos experimentos de
inchamento {(figurs 6 B) mostram que a adig¥o de EGTA blogqueou o
inchamento imedisftamente apds a8 sus adigho (tragado c! sguanto

que apbds a8 adigf¥o do BHT o inchamento continuou & ocorrer

{tragsdo b)), embora mais lentamente.



N=
3}
53 © (a)
) 43
©
g
N 2
2 —o (c) @
<
a
[
3 ° (b)
724
°
o
£
c I ! | 1
042 6 10 15
BHT Tempo (min,)
ou EGTA
{——-t—BuOOH-i-Pi
| 7 ®
MFR
— (c)
—_
(b)
AN 520nm=0,
i
(a)
Figura 6 ~ Ag%o do EGTA e BHT nos processos de peroxidagHo

lipldica (A) e inchamento mitocondrial (B).

Mitoc@ndrias hepaticas (1,? mg e 0,5 mg/mlL respectivamente) foram
incubadas em meio de rea¢H o segundo as condig¢¥es descritas em
material ® médtodos, na presenga de

{a) 30 uM de Ca?*, 250 uM de t-BuOOH e 5 mM de Pi; (b)) idem
a a com B® uM de BHT adicionado | minuto apds a adi¢%o do
oxidante; (c) idem a a com 9,5 mM de EGTA adicionado 1 minuto
apbs a adie¢Bo de oxidante; (d} sem adi¢les {experimento

controle), somente para o painel B.
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0 possivel papel do cdlcio no processo de peroxida¢¥o lipidica

Para se compreender melhor a a¢3oco do Ca?* no mecanismo de
peroxidae¢®o lipldica, substituimos o Ca?* pelo Sr2*, um cation
captado pela mitocondria de modo semelhante ao Ca2?*, embora o
transportador exiba afinidade um pouco menor:

Ca2*>Sr2* .Mn**">Ba?*, (Gunter e Pfeiffer, 1990).

Ds resultados 5%0 mostrados na figura 7 onde podemos
obssrvarnr qus 8 presenga de 3 uM de Sr** {(tragado b)),
praticaments nd8o causcu alterag¢do em rela¢¥o ao controle (tragado
al. J3 a presenga de 32 uM de Ca?* no meio de reagdo (tragado c)

causou significativa intensificaglo do proeesso,

Da mesma forma, a presenga do Sr?* no lugar do Ca?* nos
experimentos de inchamento mitocondrial n8o provocou alteragles

guando comparados ao controle,

Com o objletivo de avaliar se o asaumento na concentragoc de
Ca?** nas mitoctBbndrias estaria liberando Fe?* antes ligado e este
contribuindo de forma efetiva para a ocorréncia do processo de
peroxidag8o, 200 uM de ortofenantrolina, um quelante de Fe?*, foi
adicionado ao meio de reagXo (tragado d), porém n3o causou

alteragctes oem relagdno 3as observadas nas condigles do tragado ¢,
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Figura 7 - Substitui¢io do Ca?* pelo Sr@* no processo de

peroxidag¢do liplidica.

Mitocobndrias hepadticas (1,0 mg/mL) foram incubadas em meio de
reag8o segundo as condig¥es descritas em materiais e métodos, na
presenga de:

(a) 2590 uM de t-BuOOH e 5 mM de Pi; {b) mesmo que a mais 30
uM 3r2*; (c) mesmo que a mais 30 uM Ca2*; {(d}) mesmo que c
mais 200 uM de ortofonantrolina.Devido a diferenga minima na
concentragdo de TBARS os tragados ¢ e d foram representados em

uma Unica curva.
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Buscando esclarecer se a necessidade de captaggo de Caz*

para a ocorréncia de altera¢®o na permeabilidade mitocondrial

estd também relacionada com o mecanismo de peroxida¢3o lipidica,

realizamos 0B gxperimentos mostrados na fTigura B onde a
respirag&o mitocondrial foi inibida pela adig¥o de antimicina-A,
um inibidor do sitio 11, da cadeia de transporte de slé&trons,

situsgcdo @sta onde n¥o hd formae¥o de potencial eletroguimico
devido 3 inibig¥o da cadeia respiratéria e portanto, nestas

condig¥es, a mitocondria n%o capta Ca?* pela via eletroforética.

E posslivel observar que a produg3o de TBARS (painel A),
ainda ocorre de forma bastante significativa nestas condig¢Bes
(tragado b), poreém aumentando-se a concentrag®o de Ca?* para

3¢9 uM houve intensificagdo na produgfo de TBARS.

Paralelamente, o inchamento mitocondrial (painel B) sd
ocorreu na preasencga de 300 uM deg Ca®* (tragado c), gquantidade
asts passlvel de ser captada pela mitocondria desenergizada em
fungdo do gradiente quimico de Ca?* imposto A& organela.

No painel C & possivel observar consumo de oxig@&nio na

prasenga de t-BuOOH e Caz* , uma evidéncia de ocorréncia de
peroxidsedo lipldica, uma vez gue &a respira¢do encontra-se

totalmente inibida pela antimicina—-A.

Nessa mesma Tfigura, pode-se constatar que o aumento na
produgsoc de TBARS (A) pelo aumento da concentrag8o de Ca?* no
meio de rea¢do, corresponde exatamente a um aumento no consumo de

oxigénio (C), como mostram os tragados b e ¢ de ambos palneis.
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Figura 8 - Efeito do Ca®* no processo de peroxida¢do lipldica

(A), inchamento mitocondrial (B) @ consumo de oxigénico (C) om
mitocondrias desenergizadas.

Mitocondrias (1 mg/mL em A e C e @,5 wg/mlL para B) foram
incubadas em meio bagico de rea¢¥%o contendo-se 1 uM de
antimicina—A, segundo condig¢Wes descritas em materiais e métodos,
na presenga de:

(a) sem adig¢les (experimento controlel; {b) 250 uM de

t-BulDH » % mM de Pij (c} mesmo que b com 3090 uM de Ca®-* .
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Efeito do vermelho de rutenig (VR), sobre a peroxidacio
lipldica @ o0 aumento da permeabilidade wmitocondrial, induzidos

por t-BuOOH.

0 vermelho de rutenio {VR) & conhecido como um inibidor
especlifico da via de captag8o de Ca®?**, impedindo portanto sua
entrada no interior da mitocondria, porém n%o inibindo a via de
afluxo, Desta maneira, sSua presenga impede que se

sstabelega o ciclo de Ca®** através da mitoc@ndria.

Assim, usnu~-ss vermel ho de ruténic com o objetivo de
varificar 58 Y inibig%o do ciclo do Ca®* afetaria a

lipopero»xidag8o & o inchamento mitocondrial.

Os resultados descritos na figura 9 mostram gue na presenga
de 2 uM de VR (tragado b) ocorreu um discreto decréscimo na
forma¢&%o de TBARS (A) enquanto que nessa mesma concentra¢o, o

inchamento mitocondrial foi quase totalmente inibido (B).
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Figura 9 - Efeito do vermelho de ruténio sobre a peroxidag¢3o

lipldica (A) e inchamento mitocondrial (B).

Mitocondrias (1 mg e 0,5 mg/mL respectivamente) foram incubadas
em meio de rea¢fo segundo condig¥es descritas em materiais e
m&todos, na pressnga de

{a) 30 uM de Ca?**, 252 uM de t-BulOH & 5 mM de Fi; {b) mesmo
que a com 3 adigdo de £ uM de vermslho de rut@nio, adicionado
logo apbs @8 suspensdo mitocondrial; (c) sem adig¢bles, (para a

figura B .
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A¢xo do ADP e carboxiatractilato (CAT) sobre a peroxida¢¥3o

lipidica e o aumento da permeabilidade mitocondrial,

Nos axperimentos mos trados na Figura 10, procuramos
varificar a a¢¥%o do ADF, um substrato da translocase de
nuclegnotideos de adenina, & do carboxiatractilato (CAT), um
inibidor desta +translocase, sobre a I|lipoperoxidag¥o (A) e o
inchamento mitocondrial (B).

O ADP mostrou prote¢3o parcial tanto em rela¢g®o & ocorréncia
de inchamento mitocondrial guanto em relagdoc 3 ocorréncia de
lipoperoxida¢¥o (tragados b)), porém esse efeito protetor do ADP
foi revertido pselo inibidor da translocase de nucleotideons de

adenina {(tragados c).
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Figura 1©® - A¢Xo de ADP e CAT sobre a peroxida¢¥o lipidica (A) e

inchamento mitocondrial (B) em mitocondrias hepaticas.

MitocHndrias (1,9 mg e 0,5 mg/mL respectivamente) foram incubadas
em meio de reag¢¥o segundo condi¢¥es descritas em materiais e
métodos, na presenga de:

(a) 30 uM de Ca®**, 250 uM de t-BuQOH e 5 mM de Pig {b) mesmo
gque a com 200 uM de ADP; {c) mesmo que b com 10 uM de CAT;

(d) sem adi¢¥es, (somente para o painel B).
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ACxo da ciclosporina—A e trifluoperazina sobre o aumento de

permeabil idade e ocorréncia de lipoperoxidag¢io.

A ciclosporina~-A (CsA) & reconhecidamente potente inibidor
de transig¢do de permeabilidade pela provavel revers3o do poro
dependente de Ca?*, responsavel pela transi¢fo, enquanto que a
trifluoperazina (TFP), um inibidor da fosfolipase—-A,, também

apresenta efeito inibitdério sobre o aumento de permeabilidads.

A a¢8o0 destes inibidores do poro sobre a peroxidagXo
lipidica =] inchamento mitocondrial asta mostirada
na Tigura 11, onde pode-s® observar que nenhuma das duas drogas

altera significantemsnte a peroxidag¥o lipldica {painel A},

Com relag&®o ao inchamento mitocondrial (painel B), observa-
se contudo gque CsA (tragado b) retarda consideravelmente o
aumento de volume mitocondrial, enquanto n%o foi observada

diferenga significativa na presenga de TFFP (tragado c).

Tendo em vista que @w©ossas drogas apresentaram efeitos
bastante distintos sobre o inchamento wmitocondrial apesar de
nenhuma das duas alterar significativaments a formagZ%o de TBARS,
foram comparadas tamb®m suas ag¥es quando o indutor do processo
de permeabilizagin & o Ca®* na pressnga de Fi, ou na presenca de

t-BulDOH.
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Figura 11 -  Ag¢Xo da ciclosporina-A e Mirifluoperazina na

ocorréncia da peroxida¢8o lipldica (A) e inchamento mitocondrial
(B).MitocObndrias (1,0 mg e 0,5 mg/mL respectivamente) foram
incubadas em meio de reagHo segundo as condig¢Ues descritas em
materiais e métodos, na presenga de

(a) 30 uM de Ca?*, 250 uM de t-BuOOH e 5 mM de Pi: (b) mesmo que
a, com de 1 uM de ciclosporina-A (CsA); (c) mesmo que a,com 4@ uM
de trifluoperazina (TFP); (d) sem adi¢Bes, (somente para o painel
B).0s oxperimentos a ® b ®stSo mostrados no mesmo tragado devido

a2 difersenga minima na concentraefo de TBARS formado.
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Conforme @ possivel verificar pela figura 12, quando o

inchamento mitocondrial foi induzido por Ca?®* e t-BuOOH
{painel A), a presenga de CsA somente retardou o processo
(tragado b). Jad a trifluoperazina mostrou total proteg3o nessas
condigles (tragado o). No entanto, gquando Fi foi adicionado

ao meio, & proteqlo conferida pela trifluoperazina se perdeu, com

inicio imediato de inchamento mitocondrial (tragado e),

Por outro lado, gquando o inchamento ocorreu na auséncia do
oxidante (painel B), por indug3o de Ca?* e Pi, TFP n3%o apresentou
prote¢¥o alguma (tragado ¢), ao passo que CsA previniu totalmente

o processo {(tragado b).
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Figura 12 - Ag%o da ciclosporina-A e trifluoperazina nos

mecanismos de inchamento wmitocondrial causado por Ca?* mais
t~BuOOH (A) ou Ca?* mais Pi (B).

Mitocondrias (9,5mg/mL) foram incubadas om meio de rea¢lo segundo
condig¥es descritas em materiais e métodos, na presenga de:

(a) 30 uM deg Caz* e 250 mM de t-BuOOH (A) ou 5 mM de Pi (B);

(b) mesmo que a, com 1 uM de ciclosporina—-A (CsA); {(c) mesmo
que a, com 49 uM de trifluoperazina (TFP); (d) sem adigTes,
{egxperimento controls); (e) mesme que ¢, com 5mM de Pi

adicionado conforme indicado no painel A,
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Alteragges no estado flsico das membranas mitocondriais.

Alteragties no estado flsico da membrana s%o processos
decorrentes da modifica¢Ho de componentes lipldicos, e a
peroxidage&o, por oxidar os dcidos graxos poliinsaturados parece
determinar mudangas na fluidez.

Nos experimentos a seguir, procuramos avaliar o grau de
fluidez da membrana mitocondrial quando submetidas a condig¢®es

paroxidativas,

Inicialmente comparamos mitocondrias e mitoplastos quanto as
alteragles do parametro de ordem, S, que & utilizado om
experimentos de RPE, como indicador do westado de fluidez das

membranas .

Nas condigles oxidativas wutilizadas nos experimentos
anteriores, n8o houve modificag¢¥%o na fluidez de membrana, embora
tivessemos formag3o de TBARS. Passamos ent#o a usar um
sistema oxidante ja conhecido, Fe?*, e a figura 13 mostra a
varia¢do do par8metro de ordem medido através da utilizacXo do
marcador S5-—doxil estearato utilizando mitoc6ndrias e mitoplastos.
Pode-s® observar comportamento semelhante om ambos em fungSo do
aumento da concentragd¥o de Fe?', motivo pelo qual os experimentos

que se seguiram foram realizados com mitocOndrias.
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Figura 13 - Alteragles sobre o par3metro de ordem (S) na presenga
do marcador de spin b—doxyl westearato em mitocObndrias e

mitoplastos a 30°C.

Mitocondrias e mitoplastos (1img/mL) foram incubados em meio de
reag¥o por 15 minutos segundo as condig¢¥es descritas em materiais
2 métodos, na presenga de:

(a) mitocondrias na presenga de FeS0, em concentrag¢ties
indicadas.(b.).mitoplastos na presenga de FeSO, em concentrag¢des

indicadas. 0 erro experimental estimado & de S =-20,01,
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Resultados da determinagyxo de TBARS apds 15 minutos de incubago
das mitocOndrias com diferentes concentrag¢les de Fe?** ou t-BuOOH,

580 mostrados na figura 14, (painel A).

Quando t-BuOOH foi usado como oxidante (tragados a, b e ¢},

varifica—58 que a formagedo de TBARS & bem menos quando comparada

aos resul tados obtidos a0 s2 usar Fe?* {(iLragado d).

Nota—se ainda, que a adig¥o de 50 uM de Fe?* quando t—BuOOH
foi utilizado (tragado ¢), aumenta a produg3o de TBARS. Nesta
figura mostra-se também a varia¢¥o do parametro de ordem (painel

B), nas mesmas condi¢les experimentais,

Pode—-se verificar que somente quando Fe?* foi usado como

oxidante (tragado d), a varia¢3o de S & significativa.

Nota—s® que embora a3 adig¢¥o de Fe?* ao experimento real izado
com t-BuOOH tenha sumsntado a formag¢¥o de TBARS, isso n¥%o foi
suficiente para caussar alteraglo na fluidez da membrana

detectdvel pelo método utilizado,.
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Figura 14 — Efeito de diferentes concentra¢Bos de FeSUO. o t—BuOOH
sobre o processo de peroxidagl3o liplidica (A) e fluidez da
membrana (B) através de calculo do parSmetro de ordem (S).

Mitocondrias (1 mg/mL) foram incubadas em meio badsico por 15
minutos segundo as condig¥es descritas em materiais & m&todos, na
prasenga de: (a) somente t-BuOOH nas concentrag®es indicadas e

5 mM de Pi; (b)
(c) mesmo que b na presenga de 50 uM de FeS0.: (d) somente

mesmo que a na presenga de 30 uM de Ca?*;

FeSO. em concentra¢des indicadas. 0 erro experimental para

figura B & de 5 = 10,01,
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(a)
Figura 15 - Efeito da Concentra¢3c de FeSO. no processo de

inchamento mitocondrial.

MitocHndrias (9,5 mg/ml) foram incubadas em meio basico de reagfo
segundo as condig¥es descritas em materiais e métodos, na
presenga de:

(a) 30 uM de Ca?* e 250 uM de t-BuOOH; {b) 50 uM de FeS0,;
(e) 250 uM FeSO, ; (d) 500 uM de FeS0,.; (e} som adigles,

(experimento controle),
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Determinando-s58 0o inchamento mitocondrial quando as mesmas
variagies na concentrag¥o de FeSO, foram efetuadas, pudemos
perceber que 3 alteragZo na permeabilidade da membrana

mitocondri al interna foi praticamente insignificante conforme
mostra a <figura 15, tragados b, c, d e e.

Nessa 8 mesmas condiglies, o sistema de membranas sofreu
alterag¥es decorrentes do processo oxidativo como mostrado na
figura anterior, com alterag%o na fluidez de membrana e elevada
produgso de TBARS. Por outro lado, na presenéa de Ca?* e
t-BuDOH onde o processo peroxidativo & muito menos acentuado,
podemos ob servar um intenso inchamento mitocondrial (tragado al.

A adi®8o de 30 uM de Ca?* nos experimentos em que Fe?* foi

usado como indutor da lipoperoxidag&o, n%o alterou o padr3o

de inchamento.
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DI SCUSSAQ

Nossos resultados iniciais mostraram gque para a ocorréncia
de lipoperoxidag¢do & necessaria a presenga de um oxidante, pois
soments altas concentragBes de Ca?* e Pi n3o levaram & formag3o
de TBARS (figura 2), enquanto que a adi¢3o de hidroperdxido
organico ao meio determinou a ocorréncia do processo (Nepomuceno
et alii, 1991), Esses dados est¥o de acordo com os trabalhos
de Marshansky et alii (1983), que mostraram a necessidade de
ferro e um agente redutor como o ascorbato ou hidroper®oxidos
orgénicos como catalizadores da lipoperoxidagXo. Por outro
lado, considerando-se o fato de que Ca?* e Pi induzem um aumento
no vazamento de elé&trons na cadeia respiratéria, aumentando
portanto a produgsio de espécies ativas de oxigénio, a extenso
desse processo, nas nossas condi¢gBes, n¥o & suficiente para gue
possamos detectar a formsg¥o de TBARS. Nossos resul tados
portanto n¥o permitem concordar com a proposta de Carbonera e
Azzone (1988) de que a peroxida¢¥o lipidica POBEA E6T O Processo

inicial no mecanismo de alterag¢io da permeabilidade mitocondrial.

A presenga de fosfato mostrou ser um fator determinante na
ocorréncia de lipoperoxidag¢®o indizida por t-butil hidroperdxido
(Nepomuceno et alii, 1991 conforme podemos observar nos
experimentos mostrados na figura 3. Esta observag¢so esta de
acordo com trabalhos de Marshansky et alii, (1983). Segundo
esses autores, o efeito do fosfato inorgdnico na indugSo da

lipoperoxidagdo & devido 34 habilidade do fosfato em estimular o
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transporte de hidropertxido para o interior da mitocondria
conforme sugerido por Jocelyn e Dickson (1880) Posteriorm
ente foil mostrado que o fosfato deveria atuar no interior da
matriz mitocondrial, pois na presenga de N-etilmaleimida, que
inibe o carreador de Pi e portanto impede a entrada de fosfato na

matriz, ocorre uma redugdo de 70% na produg¢io de MDA (Marshansky

® Yaguzhinsky, 1986), o que l®svou o grupo a pPropor que o pProcesso
de lipop®roxidag3o poderia estar sendo controlado pela ATP
sintetase da qual o fosfato & um substrato, Esta hipbtese foi

descartada posteriormente por Novgorodov et alii, (198%-3) pois
na presenga de oligomicina, um inibidor da ATP sintetase, o
processo de lipoperoxida¢g3o ocorria na mesma intensidade

observada na auséncia de oligomicina.

Como a presenga de Ca?* em nossos experimentos foi
determinante para a ocorréncia da peroxidag¢l3o lipldica induzida
por hidroperoxido (figura 4), consideramos a possibilidade da
a¢¥o do fosfato estar relacionada com seu efeito lon permeante em
relag¥o ao Ca?*; porém nossos resultados mostraram que a

substituiedo do fosfato pelo acetato, também um lon permeante,

n¥o determinou produgdo significativa de TBARS. Schubert et
Wilmer (1991), propUYsm que a pressnga de fosfato retardaris a
decomposigdo de perdxido de hidrogénio, @ neste caso, poderia

@star retardando a3 decomposig%oc do t-BuQOOH, favorecendo assim a
lipoperoxidago. Entretanto o papel real do fosfato no
processo de lipoperoxidag¢3o permanece ainda obscuro, sabendo-se

apenas que sua presenga & essencial para que o processo ocorra.
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Como Jja citado, o Ca®* mostrou ser determinante para a
ocorréncia de lipoperoxidag¢®o (figura 4) visto que na presenga de

EGTA a produg¢3o de TBARS & muito pequena, enquanto que na

aus@ncia deste quelante a lipoperoxidag&o ocorre a nilveis
significativos (Nepomuceno et alii, 1981), Deve-se ainda
ressaltar que mesmo concentragles de Ca?* bastante baixas, a
nivel de Ca?* contaminante (5 a 10 uM) ja s¥%o suficientes para

causar um aumento no nlvel de TBARS, quando comparado ao controle

{figura 41} .

Quando o processo de | ipoperoxidag¥o foi correlaciconado com
mudangas no volume mitocondrial, em condig¥es experimentais
idénticas, larga amplitude de inchamento foi obsgervada, conforme
& mostrado na figura 5, sendo posslvel observar que o inchamento
mitocondrial ocorre na presenga de Ca?* e t-BuQUOH ou Ca?* e Fi,
conforme ja demostrado anteriormente em outros trabalhos
(Carbonera e Azzone, 1988, Macedo et alii, 1988), enquanto que a
detec¢¥o da formag3o de TBARS s& foi posslivel na presenga de

t-BuOOH.

0O grupo de Azzone tem sugerido em seus trabalhos que a
transi¢%o de permeabilidade & decorrente da geragdo de espécies
reativas de oxigénio, ja que a presensa de BHT no meic impede a
quada de potencial eletrico de membrana em mitocondrias
energizadas e submetidas a Ca?* mais Fi ou Ca®* mais prooxidantes

(Rizzuto et alii, 1887; Carbonera e Azzone, 1988). No
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antanto, em nossas condig®es experimentais BHT n%o preveniu
totalmente a ocorréncia de transigSo de permeabilidade, apenas
diminuindo sua extensdo (figura 6 B), Esta diferenga pode estar
relacionada 3 maior concentra¢¥o de oxidante utilizada em nossos
axperimentos. Ja o processo de lipoperoxidag¢Ho foi
totalmente prevenido em condi¢Bes idé&nticas, quando o BHT foi
adicionado antes {(n¥o mostrado) ou depois do oxidante

(figura 6 A},

Procurando correlacionar os dois processos, pudemos observar
que a presenga do Ca?* & fundamental para a ocorréncia de
transi¢¥o de permeabilidade pois a adig¥3o de EGTA impede a sua
ocorréncia quando adicionado a suspens3o mitocondrial antes do
oxidante (ndo mostrado) e bloqueia completamente a sequédncia do
processo quando adicionado apds o seu inlcio (figura 6 B), porém
0 processo de peroxidagSo lipldica n3o & bloqueado pela adigH®o de
EGTA ap®s © s8u inlcio (figura 6 A). Estes dados mostram
que o Ca®* & necessario para o ocorrf@ncia de ambos os processos,
porém as evidéncias indicam a¢¥o diferenciada deste lon sobre a

transi¢8o de permeabilidade @ peroxida¢¥o lipldica.

Dados da literatura apontam que a permeabil iza¢lo
mitocondrial promovida por fosfato ou oxidantes sé& ocorre gquando
a5 mitocoOndrias est8o incubadas na presenga de Ca?* (Haworth e
Hunter, 1979, Macedo st alii, 1988, Gunter & Pfeiffer, 1990), o
que pods s8r comprovado por nossos experimentos em gue oste

cadtion foil substituido pelo Srz*, que apesar de também ser
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captado pelas mitocondrias pela mesma via de captag%o do CaZ*,
n¥o exibe efeitos deletérios sobre as mesmas (Fagian et alii,
1986 ., Assim, a presenga de Sr?* n3o determinou qualquer
aumento no processo de peroxidag8o lipldica, analisado pelos

niveis de TBARS mostrados na figura 7.

For outro lado, o efeito do Ca?* potencializando a
peroxidag¢Ho lipldica em membranas de eritrdecitos induzida por
hidroperdxidos ou xantina oxidase foi descrito por Susch et alii
(1881), pois o aumento do nlvel de Ca?* em células cicl@micas e
senescentes & um aspecto amplamente descrito e a adig%o de EGTA
diminui a formagso de malondialdeido, um produto de

lipoperoxidagio.

Em nossas condigBes experimentais o EGTA diminuiu a formago
de TBARS em mitocdndrias submetidas & ag¥o de hidroperéxidos e
desde gque ost® processo ocorre sem alterasBes na presanga deo
agentes eospeclificos que qguelam o ferro livre como a o-
fenantrolina utilizada no experimento descrito na figura 7,
podemos descartar a possibilidade do Ca** estar promovendo a
liberagqo do Fe?* intramitocondrial e o aumento da forma¢Xo de

TBARS ser induzido por Fe?*' e n%3io por Ca?*.

Os sxpeorimentos mostrados na figura 8, foram realizados com
mitocondrias desenergizadas, onde por inibig¢3o da respira¢Xo por
antimicina—A, n8o ha forma¢Ho de potencial elétrico e portanto

N30 ocorre a captacdo de Ca?* pela via eletroforética. Nessas
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condig¥es de inibig¥o da cadeia respiratéria, a ocorréncia de
consumo de 0. pode ser atribuida 4 lipoperoxida¢3o, id que
perdxidos orgdnicos s30 pouco eficientes para conduzir uma
fragmentag&o decorrente de oxidag®o em proteinas de membrana

usando apenas a formag¥o de dissul fetos (Simon et alii,1986).

Assim, se considerarmos que na condig¢X%o dos tragados b, em
que 85 mitocoOndrias desenergizadas est¥o na presenga de baixas
concentragfes de Ca?* (Caz2* contaminante, 5 a 10 uM) e &sH%o
incubadas na presenga de t—BuOOH e Fi, n3¥o ocorre inchamento
mitocondrial (painel B), embora a lipoperoxidagfo possa ser
evidenciada tanto pela formagso de TBARS (painel A) quanto pelo
consumo de 0 (painel C). Esses resul tados sugerem gue
enquanto & necessario haver Ca?®* no interior das mitocélndrias
para ocorrer a transig¥o de permeabilidade, a peroxidag¢o
lipldica ocorre mesmo sem que tenha havido capta¢o do cation.
No entanto, a lipoperoxidag¢3o & estimulada quando uma alta
concentrag¢So de Caz* & adicionada a 855as mitocondrias
desenergizadas, que passam & ter Ca?* em seu interior devido ao
alto gradiente de concentragHo formado. Nessa condi¢¥o, mostrada
nos tragados ¢, passa tambdm a ocorrer inchamento mitocondrial, o
que esta de acordo com a discuss¥o acima, Esses resul tados
mostram tambdm que mesmo sem ocorrer o fluxo de el&trons através
da cadeia respiratdria hd consumo de oxigénio devido a degradagSo
do t-BuOOH e consequente processo peroxidativo, estando de acordo
com outros dados da literatura (Novgorodov et alii, 189 1-c;

Kennedy et alii,1992),
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De acordo com Novgorodov et alii, (1981-¢c} a produgXo
acentuada de TBARS em mitocondrias desenerglzadas s=2ta
relacionada a3 oxidagdo total da ubiquinona que quando reduzida
tem sgl¥o anti-oxidante, & também ao estado oxidado da glutationa
(GSSG) visto que o sistema regenerador da forma reduzida deste
tripeptidio se da através da transfer@ncia de equivalentes
redutores  fornecidos por NADPH através da 330 da

transidrogenase que & dependente de energia.

Quando o movimento clclico de Ca?* foi interrompido atraves
do bloqueio da captag3o pela adig¢¥o do vermelho de ruténio
(figura 9, o inchamento mitocondrial foi drasticamente
reduzido, porém n3¥o observamos qualquer efeito protetor em
relagio 3 peroxidagdo lipldica, mostrando gue n%o had necessidade

de e estabelecer um movimento clclico de Ca?* para que ccorra o

processo peroxidativo,. Ja para que s d& a transig¥o de
permeabilidade ha necessidade de captagdc do Ca** pela
mitocHndria, corroborando os experimentos realizados com as

mitocOndrias desenergizadas e mais uma vez, dissociando os dois

Processos .,

Dados recentes da literatura tem mostrado que a produ¢o de
espécies ativas de oxigénio em mitocéndrias depende diretamenmte
do estado redox de componentes da cadelia de transporte de
elétrons (Kennedy et alii, 1892, Radi et alii, 1993). Entretanto

outros aspectos podem influenciar o processo sendo que a presenga
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de Caz* tem sido proposta como estimuladora da geragio dessas
espécies reativas (Carbonera et alii, 1988; Paraidathathu et
alii, 1892; Valle et alii, 1993; Takeyama et alii, 1983 . No
entanto, nossos experimentos com BHT, conforme mostrade na figura
6, mais uma vez dissociam © processo de peroxidagHo lipldica da
transig&o de permeabilidade em mitocOndrias dependents de Ca?*,
uma vez que enquanto a produg3o de TBARS & imesdiatamente
interrompida pela adig%o do sequestrador, como esperado, o

inchamento mitocondrial sofre somente uma inibigHo parcial.

Outra possibilidade para se explicar o papel do Ca?* seria
através da ag¥o da fosfolipase-A, <cobre a lipoperoxidagfo
(Borowitz e Montgomery, 1989), pois ao catalizar a desacila¢8o e
libera¢do do acido graxo este se tornaria mais disponivel para a
a¢8o das espécies ativas de oxigénio, facilitando a propaga¢do do
pProcesso . Neste caso, =2 a¢¥o do Ca®* estaria relacionada ao

seu papel de cofator da fosfolipase-A:.

Este aspectn da a¢¥o da fosfolipase-A; foi questionado par
Gogvadze @ Zhukova (1898@), que wutilizando um inibidor da
fosfolipase-A; ndo observou alteragtes no processo de
lipoperoxidag8o, e sugeriu portanto o inverso, ou seja, que seria
a lipoperoxidagio, por causar altera¢®es na bicamada lipidica,
aumentaria a susceptibilidade dos fosfolipidios para o atagque da
fosfolipase A2, Analogamente, dados do nosso laboratdrio em
trabalho que compara alterag®Bes na permeabilidade em diferentes

tipos de mitocdndrias, sugerem a agXo da
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fosfolipase A, como  um mecanismo posterior ao aumento da
permeabil idade da membrana mitocondrial interna (Morselli e

Peareira—da-5ilva,18982).

D estipgulo do Caz* sobre a lipoperoxida¢o mostrado neste
trabalho Tfoi também observado sm vdrias outras condigBes (Sush st
alii, 1981; Nepomuceno et a11ii,1991; Paraidathathu et alii, 18%82)
parsce realmente ser genulino, Entretanto n¥o ha evidéncias da
iniciag¥o direta da lipoperoxidag¢3c pelo Ca**, porém sua agXo
sinerglstica no mecanismo 1 ipoperoxidativoe & considerada, (Bors

et alii, 198@).

Por outro lado, uma série de trabalhos vem correlacionando o
estado conformacional do translocador de nucleotideos de adenina
(ANT) com a transig¥o de permeabilidades da membrana mitocondrial
interna (L& Quoc s L& Quoc, 1888; Rottenberg e Marbach, 1989;
Klingenberg, 1989), chegando mesmo alguns autores a apontar esse
carreador como um posslvel componente do poro (Novgorodov et

alii, 1980; Hallestrap 8 Davidson, 19889),

Trabalho recente do nosso laboratério (Macedo et alii, 1993)
também prop%e que a permeabiliza¢¥o de mitocOndrias induzida por
Ca?* na presenga de PFPi ou t~BuOUOH, seja devida & ativagHo de um
porno que parece ser o proprio translocador de ADP/ATP, j& que o
ADP confere protegio a4s mitocOndrias de forma bastante eficiente
anquanto que o CAT reverte a protegso em quesiio. Esses

resul tados 580 atribuidos ao estado conformacional do carresador,
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que voltado para a matriz determinaria o estado de poro fechado,
0 que ocorre quando o ADP se liga ao mesmo, enquanto que o CAT,
por impedir a liga¢3%oc do ADP ou mesmo remover o ADP do seu sitio
de liga¢&Ho, determina o estado de poro aberto e voltado para o
citossol (Le Qudc K.s Le Qudc D., 1988)., Em nossos
resultados mostrados na figura 10, pode-se notar que o ADP
confere prote¢io parcial em relag&o a ocorréncia dea
lipoperoxidag8o » osta proteg¥o & revertida por CAT, Novgorodov
e Gogvadze (1989-b) obtiveram resultados semelhantes com ADP
diminuindo o acumulo de produtos de lipoperoxidag¥o & prevenindo

2 indug8o de fTluxo i8Bnico.

A possibilidade de que a mudanga conformacional do carreador
pela liga¢do de seu substrato (ADP) ou inibidor (CAT) estar
protegendoc ou expondo os fosfolipldios de membrana 3 ag3oc de
espécies ativas foi proposta por nds recentemente. Neste caso
a lipoperoxida¢¥o seria um processo de ocorréncia posterior A
abertura do poro dependente de Ca?*, especialmente nas condig¢Bes

onde a alta concentragdo de hidroperdxidos depletaria os sistemas

anti-oxidantes de defesa mitocondrial (Nepomuceno et alii, 1891;
Macedo et alii, 1993). Isto torna-se mais evidente guando
comparamos o efeito protetor do ADF sobre o inchamento

mitocondrial causado por Ca?* @ t~-BuOOH ou Ca?* e Pi. Conforme
mostra a ~ figura 10, quando o inchamento & induzido por Ca®* mais

t-BuOOH a protegdo conferida pelo ADF foi parcial.J& na condigfo

de inchamento provocada por Ca?* e Pi , o efeito protetor do ADP

& total, prevenindo completamente a ocorréncia do processo
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{Macedo ot alii, 1983). Deve-se ressalfar no entanto, que
nesta condig¥o n¥o ocorre peroxidag¥o lipldica, nem mesmo com
alevadas concentrages de Ca?* (figura 2). Nossos resul tados
permitem wuma clara dissocia¢g®o0o dos dois processos, mostrando mais
uma vez que substéncias que inibem o fluxo 1i6nico n¥o
necessariamente blogqueiam a ocorréncia de lipoperoxidag¢3o, o que
corrobora nossas observagtes iniciais que apontam ac¥o

diferenciada para o Ca?* nos processos aqul estudados.

For outro lado, dados da literatura tem sugerido dois
mecanismos que parecem de maior relevancia para o entendimento da
ocorréncia de transic¥o de permeabilidade: a abertura de um poro
dependente de Ca?**', sensivel a ciclosporina A (CsA), a ag83o da
fosfolipase—-A; sobre os lipldios de membrana, que & inibida pela
triflueperazina (TFP) . (Broskemeisr ot alii, 1989), Entretanto
fol mostrado mais recentemente que mecanismos de acilagZo e
deacilagdo de fosfolipldios de membrana n3o s%o responsaveis pela
ocorréncia de transig3o, descartando portanto a participag8o

direta de fosfolipase-A; (Broskemeier st alii, 1981).

Quando em nossos experimentos, utilizamos CsA ou TFP,
pudemos observar que as mesmas N¥o afetaram a ocorr@ncia de

peroxidagdo lipldica causada por Ca?* @ t-BulUOH na presenga de Pi

{figura 11 A). Noessas mesmas condigdes, TFP praticamente
n¥o alterou o inchamento mitocondrial enquanto a protegdo
conferida pela CsA foi parcial (figura 11 B) observando-se uma

diminuigdo significativa na velocidade inicial do processo .
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[sto levou-nos &  procurar ostabslecer se esses ofsitos

distintos poderiam indicar -3 ocorréncia de mecanismos
diferenciados no inchamento mitocondrial induzido por Ca?* =]
£E-BulDOH ou Ca** o Pi, Nos resultados mostrados na figura 12,

painel A, verificou-se gue 3 adi¢%o0 de Ca?* e t-BuOOH na ausé&ncia
de Pi também causa extensoc inchamento mitocondrial, completamente
inibido por TFP (tragado c¢) mas n¥%o por CsA (tragado b). Outro

dado digno de aten¢So & o fato da prote¢So conferida por TFP ser

imediatamente abolida pela adi¢3o de Pi (tragado ea). Nesta
mesma figura, mostra—-se que a adig¥%o de Ca?* e Pi {painel B)
tambeém induz ao inchamento mitocondrial. Nesta condig¢8o
n¥o oxidativa, somente CsA {(tragado b) previne completamente o
Processo, angquanto TFP (tragado c) mostrou-se totalmente

ineficaz.

Na. presenga do oxidante t-BuQOH, a inibig¥o conferida pela
ciclosporina-A se mostrou transients estando de acorde com as
observag®es de Broekemeier e Pfeiffer, (1989), que mostraram que
com concentragies altas deste oxidante, ocorre a perda gradativa
da prote¢&®o por CsA. Novgorodov et alii, (189 1-4)
propuseram como explicag¢3o a possibilidade de abertura de uma
segunda via n¥o especlfica, pela hidrdélise de fosfolipldios, ou
mesmo 3 perda de um Tfator que module a sensibilidade da

ciclosporina eom relagfo ao poro, porém tais aspectos se

configuram como sventos sscundirios.
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Ja na hipétese levantada por Fagian et alii (19%0), a
formagio de agregados protelcos através do estabelecimento de
ligag¢les cruzadas de grupos sulfidrila de protelnas de membrana,
s@ria o mecanismo responsiavel pels transiedo. Entretanto, a
formagio desses agregados mostrados através de eletroforese das
proteinas mitocondriais ocorreu somente na presenga de Ca?** @
nxidantes como t-BulOH g diamida, o gque tambdm sugere gue a
tranzig¥o de permeabilidade causada por Ca?* @ oxidantes ou Ca?*
e Pi ocorram por mecanismos diferentes, A ag&%o da TFF pode ser
interpretada como decorrente da preven¢g3o de oxida¢3o de grupos
tidlicos (Pereira et alii, 1992) porém n¥%o interferindo guando o
processo & induzido por Ca?* e Pi.Entretanto, gquando mitocOndrias
foram tratadas previamente com diamida e submetidas ao complexo
Fe-ascorbato, a peroxida¢so lipidica foi amplamente aumentada
{Bindoli et alii, 1877), o que levou os autores a concluirem que
a oxidag&o prévia de grupos SH de protelnas de membrana favorece
a agd3n do @species ativas sobre os fosfolipldios. 0 fato & gue

am nossas condiqgl¥es experimentais TFP n3o inibiu a ocorré&ncia da

peroxidagdo lipldica, e comparando com os dados de Bindoli st
alii (1977), poderlamos gsperar um efeito de inibieH8o da TFFP
sobre a lipoperoxidagso, se esta droga estivesse realmente

impedindo & oxidag%o de grupos SH ,contrariando portanto esta

hipbtese.

Por outro lado a TFP & classicamente considerada um inibidor
da fosfol ipase-A; por impedir a liga¢3o do Ca?* e consequente

ativag8o desta enzima (Broekemeier et alii, 1885). Segundo
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Bernardi et alii (1993), a inibi¢¥o exercida pela TFP sobre a
transig&o de permeabilidade & devida a um efeito direto sobre o
poro, possivelmente por modificar os sltios internos aos quais o
Ca?* se liga, & semelhang¢a do mecanismo inibitério exercido pela
droga sobre a fosfolipase-A: ., Desta forma, a liga¢3o do Ca?*
aos sltios internos da membrana promoveria a transgig¥o de
permeabil idade atravéds da abertura do poro, pordm a ag3o da TFP
como um inibidor compestitivo em relagdo 3 ligaedo do Ca?* a3 wosses
sitios, presumivelmente interfere na regula¢io do poro, Ja =

ciclosporina n%o se liga ao mesmo sltio que o Ca?*, mas impede a

ligag8o deoste sos sltios que estimulam a abertura do poro, De
acordo com esses dados, os padrties de inibig¢¥o da TFF e (CsA,
seriam comuns, independentemente da natureza do agente indutor,

embora fTossem explicados pela ag8o diferenciada dos mesmos em
relago ao impedimento da ocorréncia de transi¢#o (Bernardi et

alii, 1993).

Tal hipdbtese entretanto n%Xo esclarece completamente os
resul tados por nts obtidos em relagqo A& inibig¢3o exercida pela
TFP, pois no painsl 12 B da figura 12 n%c se observou qualguer
proteedo gquando adicionou—se Ca?* na presenga desta droga
(tragado c) ry 0O qgue era de se esperar se a competi¢3o proposta

sstivesse® ocorrendo, pols a occupsgdo do Ca?* no sitio regulatdrio

interno daeveria 59 dar gradativaments com conseagquente
deslocamento da TFP , o que determinaria uma inibi¢%o ao menos
parcial. Permanece portanto a ser esclarecido a a¢8o inibitéria

da TFP, gque de acordo com o35 nossos resultados estd ocorrendo

w
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somente em condigHes oxidativas, na aus@ncia de Pi, (figura 12,
painel A).

Observagdo semelhante foi feita recentemente por Imbert et
alii (1993) em trabalho gue investiga os efeitos +toéxicos de
t~BulbOH am hepatdcitos sobre transig¢8o de permeabil idade
determinada na célula intacta por fluoresc@ncia, inibi¢X%o na
sintese de ATP e estresse oxidativo, estudando a ag¢2o da CsA e
TFP nestes mecanismos. Foi observado que a prote¢3o conferida
pela CsA foi transiente enquanto TFP determinou prote¢%o mais
agfetiva ©® por um periodo maior, Em vista disto o0s autores
sUgeream que a protegHo sxercida pelsa TFFP n8o se deve
axclusivamante a 3ua ag¥o direta sobre a transi¢Ho deo
permeoabilidade da membrana interns mitocondrial, como no caso da
CsA. Este aspecto protetor & també&m observado sobre outras
membranas, como a8 membrana plasmdtica @ de outras organselas e em
diferentes tecidos , sugerindo um mecanismo de a¢¥o mais amplo
através do qual a TFP exerce seu efeito protetor sobre o sistema

de membranas celular.(Imberti et alii, 1883),

Com objetivo de esclarecer melhor a extens3o do dano
peroxidativo sobre o sistema de membranas mitocondriais
procuramos avaliar as alterag¢Bes no estado flsico da membrana
decorrentes da peroxidag8o lipldica, através ds determinagZo do
parametro de ordem S, relacionado com o estado de fluidez de

membranas.
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Un sspecto importante a ser considerado so se trabaslhar com
mitocondrias intactas & 3 exist8ncia de duas membranas nessas
organelas. Assim, procuramos inicialmente verificar se
havia alguma diferenga significativa nos valores do parametro de
ordem, 3, a0 compararmos o comportamento de mitocOBndrias o de
mitoplastos incubados com concentrag®es crescentes de FeS0, . A
aus®ncia de diferengas significativas permitiu-nos o uso das

mitoctndrias, como vinhamos fazendo ao longo deste trabalho.

Dados da literatura indicam que as alteragd¥es na fluidez da
membrana decorrentes da peroxidag3o lipidica detectadas
fluorimetricamente s ocorrem apds um aclUmulo de 10 nmoles de
MDA/mg de protelnas, (Dobretsov et alii, 1977; Vladimirov st
alli, 1898®; Masini et alii, 1992), portanto resultante de um
processo peroxidativo mais intenso do que aquélas por nbs
observado nss condigles atd entd¥o estudadas, onde a produgo de
TBARS em mitocdndrias incubadas na presenga de Ca?* e t—-BuDOH

alcagava no maximo 35% desse valor,.

Para podermos observar alteragd¥es mais intensas, passamos a
induzif a peroxida¢do com FeS0,. Os resultados comparativos
do efeito de concentragties de t-BuOOH ou de FeSO,, conforme
mostra a figura 14 ilustra bem o fato de que para se detectar
alteragges na fluidez da membrana através da determinagfo de S &

necessario uma elevada formag¢¥o de TBARS. Foi também
possivel observar que o inchamento mitocondrial aumenta muito

lentamente quando induzido por concentrag®es crescentes de FeSO,.
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Em condi¢®es onde j3 se verifica a formag¢3oc de cerca de 19 nmoles
TBARS/mg de protelna ([ Fe 11 1 = 500 uM), ocorre apenas um
discreto e lento inchamento, como mostra o tragado d da figura
15, em <contraste com a condig&o de incubsglo na presenga de Ca?*
@ t-BuDOH (tragado a), Nem mesmo a adig¢¥o de 30 uM de Caz*
intensificou & ocorréncia do processo na presenga de sais
ferrosos, indicando mais uma vez que a abertura do poro e

alteragies de fluidez da membrana ocorrem independentemente.

Se o ferro & um potente indutor de espécies ativas de
oxigénio e estas gquando n&o apresentam carga atravessam
velozmente a bicamada liplidica (Halliwell e Gutteridge, 1989);
poderiamos esperar a agio destas espécies ativas na presenga de
Ca?* como um mecanismo indutor de transi¢¥o de permeabilidade tHo
intenso quanto o causado por t-BuOOH, porém isto n¥c foi

observado em nossos experimentos,

Dados recentes da literatura sugerem que lipohidroperdxidos
(LOOH) gerados na cascata peroxidativa em baixas concentragies
podem modular um poro fisioldgico dependente de Ca?* e que tal
mecanismo pode regular o fluxo i%nico sob condigHes fisinldgicas
(Masini et alii, 1992). A concentragio de
lipohidroperdxidos em torno de 10 uM despolariza a membrana
mitocondrial interna porém n%o causa uma permeabiliza¢o genérica
nem alterag¢¥es profundas na bicamada, parecendo exercer seu
controle sobre um canal proteico dependente de Ca?* e que este

canal parece ser o translocador de nucleotideos de adenina,
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conforme proposta inicial de Hallestrap e Davidson, (199@),.

Neste caso, apenas quando fatores exoégenos reduzem o "pool" de
GSH mitocondrial ou a concentragio de  hidroperdxidos &
aumsntada, passaria a ocorrer um processo deletério (Masini et

alii, 1982).

Este aspecto, bastante interessante, @ favoravel mais uma
vaz & possibilidade de um papel fisiolbgico do poro, proposta
inicialmente por Gunter 8 Pfeiffer (199@), que seria perdido em
condigles de grande estresse oxidativo, como mostram nossos

resul tados.

Uma anadlise glohal dos resul tados aqui apresentados
leva-nos a considerar que a 1lipoperoxida¢3o & um efeito posterior
3 transi¢3do de permeabilidade induzida por Ca?* e hidroperéxidos,
quando a concentragfdo destes depleta os sistemas de defesa
mitaocondrial. FPorém o processo peroxidativo pode se
instalar em condi¢Bes onde a transig¢¥o de permeabilidade esteja
inibids, possivelments pela oclusfo do poro. Em baixas
concentragles de t-BuO0OH, onde n¥%o detectamos a formagXo de
TBAR3, =& transig8o de permeabilidade e fluxo i8nico s3o
observados (Nepomuceno et al ii, 1991). Resul tado sems!l hante
foi obtido por Gogvadze 8 Zhukova (1891) que utilizando pequenas
concentragfes de hidroperdxido (5 uM) condig¢¥o onde o processo

oxidativo nd3o & detectado, observou efluxo de Ca?* das
mitocbndrias. A formag3o de TBARS sb foi verificada a partir de

5¢ uM de CuDOH porém ¢ efluxo de Caz-* mais pronunciado foi
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observado em concentira¢yes menores do gque esta. Por outro lado,
8 intensificagdo no acUmulo de TBARS em concentrag¥es crescentes
de CubDOH n¥o alterou o efluxo de Ca?‘ o que levou os autores a
sugerir que o efluxo de Ca?®* estd acoplado ao metabolismo do
hidroperdxido por um sistema enzimdtico endégeno e que a
lipoperoxidag&o ocorre apenas com um aumento na concentrag¢o do
oxidante, sem entretanto induzir um aumento no efluxo do Caz*

{Gogvadze e Zhukova, 1891).

Ainda nesta linha s80 apontados dois mecanismos que
contribuem para 3 8agdo letal do +t-BuOOH sobre hepatécitos, a
dospolarizasdo mitocondrial com deplegelo de ATP e peroxidagHo
lipidica. Quando antioxidantes impsdem a ocorréncia de
peroxidagi®o lipldica am condigWes de alta concentrag3o de
t-BulOH, & toxidez sxercida pelo mesmo scaba culminando com a
morte celular, indicando que a agXo deletéria do t-BuQOH pode
ocorrer independente do mecanismo peroxidativo e que os efeitos

deletérios parecem ser decorrentes da deplego do ATP, devido ao

desacoplamento da fosforilagio oxidativa causada pela
despolarizagdo da membrana interna mitocondrial (Masaki et alii,
19881,

Estes dados se constituem em um aspecto fundamental para

sugerirmos que concentrag®¥es maiores de hidroperdxidos como as
utilizadas @m nossas condigPas experimentais, gerem espdcies
ativas de oxigl®nio que agiriam sobre a estrutura da membrana,

porém altera¢les na fluidez e inviabiliza¢3o total das funcBes da
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mesmbransa S0 ocorrem quando o processo peroxidativo & muito
intenso, oomo o observado na presenga de Fe?*, e mostrado na

figura 14—A.

Conclusdo semelhante foi postulada por Biel et alii, (1993)
que anal isaram os efeitos cardiotéxicos da nitrofurantoina e t-
BuOOH (analisados distintamente ) através da perfusZo de
miocdrdio na presenga desses compostos e verificaram que estes
agentes reduziam a forga de contrag¢¥8o do tecido e aumentavam a
liberag®o de glutationa oxidada, lactato desidrogenase e creatina
fosfoquinase para o fluido da perfusfo sem determinar um aumento
significativo na produg¥o de dienos conjugados e malondialdeido
gm relagd&o a0 controls.
No entanto, um drastico aumento dessas subst8ncias foi observado
no final da perfusd¥o, o que levou os autores a proporem gque a
peroxidaedo lipldica & uma ocorréncia posterior gque cbviamente
deve so constituir em fator de injuria para a c&lula, concluindo
que & preciso cautela para apontar o estresse oxidativo "per se"
como causa principal do dano imposto por compostos que geram
espécies ativas, Os resultados apresentados aoc longo
deste trabalho, wutilizando wum sistema experimental distinto,
est¥o de acordo com esta observag3o, e levam A& conclus3o de gque a
aberturas do poro dependente de Ca?* pode ser responsavel por
facilitar e@ventos posteriores como a peroxidag¢Ho lipidica e a

formagd&o de agregados protelcos, porém como consequéncia e n¥o

como causa da transig¥o de permeabilidade,
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R ESUMDO

E goralmente aceito que o processo de peroxidag¢¥o lipidica
causa disturbios nas fung®es mitocondriais (Vliadimirov et alii,
198@) = gque tal processo & desencadeado pelo atague de espéciss
ativas de® oxigénio ans lipldeos de membrana (Bindoli, 1988;
Carbonera & Azzons, 1988), A geragio de espécies ativas na
mitocondria a nivel de cadeia respiratéria, leva a formag3o da
9spdcie ativa de oxigénio mais agressiva, o radical hidroxila, de
vida extremamente curta e que reage praticamente com todos os
compostos organicos, oxidando grupos sulfidrilicos, degradando

DNA e causando peroxida¢3o lipldicalHalliwell e Gutteridge, 1988).

Por outro lado, o aumento na permeabilidade da membrana
mitocondrial, conhecido como transi¢%o de permeabil idade, pode
sor induzido por varios agentes, entre eles Ca?* o Pi ou Caz* o
hidroperdxidos, sendo que eostes Ultimos podem conduzir a um
aumento na geragdo de wospdcecies ativas causando danos & membrana
mitocondrial interna devido a0 atague dessas espécies aso0s

lipidios » protelnas componentes de membrana.

Neste trabalho estudamos o possivel envolvimento do processo

de peroxidag¥o lipldica com alterag®es na permeabil idade da
membrana mitocondrial interna e subsequente libera¢%o de ions e
mol®@culas de baixa massa molecular. Nossos resul tados

mostraram claramente a independéncia entre esses mecanismos, pois

em condigUOes onde a transigXo de permeabilidade foi prevenida
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pela presenga de inibidores especlficos, mesmo assim foi possivel
observar ocorré@ncia de peroxidag¢8o lipldica. Embora ambos os
processos mostrassem ser dependentes de Ca?*, nossos resul tados
mostraram que 3 transi¢Ho de permeabilidade pode ser revertida
pela simples remogxo do fon pelo quelante EGTA porém a
peroxidagdo lipldica, uma vez iniciada, n¥%o sofreu interrupgfo
com a remogdo do Ca?*, Tambédm a trifluoperazina e a ciclosporina-
A, conhecidos inibidores da transi¢%o de permeabilidade n%o
impadiram ou bloguearam pcorréncia de peroxidag3o lipldica. Por

outro lado, alteragBes na fluidez de membrana s& foram detectada
quando o processo oxidativo foi provocado por FeS0., um classico
indutor da peroxidag%o lipldica, E interessante ressaltar que
este modelo oxidativo mostrou-se ineficaz na indu¢So de transigio
de permeabilidade,mesmo observando-se a formag¢®o de altos niveis

de TBARS.

Este conjunto de resultados permitiu-nos descartar uma
correlag¢8o direta entre a peroxidagXo lipidica @ a transig%o de
permeabil idade, 0 mecanismo do processoc peroxidativo parecse
DCOTrer apbs a3 transigedo de permeabilidade (decorrsnte da
abertura de um poro protelco, dependente de Ca?*) em situac3o
onde a geragdo de sspécies ativas de oxigénio supera a capacidade
dos mecanismos de defesa.
palavras - chave:
peroxidag¢so lipidica, transi¢83o da permeabil idade, poro
dependente de Ca?*, trifluoperazina, ciclosporina-A, fluidez da

membrana mitocondrial interna.
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SUMMARY

It is generally accepted that lipid peroxidation leads to
mitochondrial disfunction (Vladimirov et alii,1988) and that this
process is triggered by oxygen reactive species on membrane
lipids (Bindoli, 1988;Carbonera e Azzone, 1988). The generation
of such reactive species, at the level of respiratory chain,
leads to formation of radicals among which the hydroxyl radical,
a short—~lived but extremely reactive one.This radical reacts with
nearly all organic compounds, oxidizing sulphydryl groups,

bresking DNA and causing lipid peroxidation (Halliwell and

Gutteridge, 1988).

On the other hand, mitochondrial permeabilization can beo
induced by several agents, as Ca?* and inorganic phosphate (Pi)
or Ca?* and hydroperoxides. This later condition would increase
the generation of oxygen reactive species, leading to damage at
the mitochondrial inner membrane level, due to the attack of

these species to lipids and proteins of this membrane.

We studied the involvement of the lipid peroxidation
process with alterations on the mitochondrial inner membrane
permeability and, as consequence, the releass of ions and low
molecular mass compounds, Our results clearly showed that these
two processes are independent. Since under conditions where the
permeability transition process wasg prevented by specific

inhibitors, it was observed the occurrence of lipid peroxidation.
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Al though both processes were dependent on the presence of Ca?*,
our results showsd that the permeability transition could be
reverted by Ca?* chelation with EGTA, but the lipoperoxidation,
once initisted , was not stopped by EGTA addition. Two other
drugs, cyclosporin A and trifluoperazine, well known
permeabil ity transition inhibitors were inefficient in preventing
or stopping the lipid peroxidation process. On the other hand,
membrane Tfluidity alterations evaluated by changes on the S
parameter order, were only detected when the oxidative process

was greater, as that induced by a FeSO,.

Interestingly this condition did not led to permeability
transition, sven when very high levels of TBARS were observed.
These data allowsd to discard any direct correlation between
lipid peroxidation and permeability transition. The first process
seems to occur after the later one, and is probably consegquence
of the opening of & Ca?*' dependent pore, under conditions where

the generation of oxygen reactive species exceeds the capacity of

the antioxidant endogenocus systems.
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SHORT COMMUNICATION

LIPOPEROXIDATION ASSOCIATED WITH MITOCHONDRIAL
MEMBRANE PERMEABILIZATION IN THE PRESENCE OF Ca?

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

Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia,
Universidade Estadual de Campinas, 13081 Campinas, SP, Brasil

Lipoperoxidation was investigated as a step for membrane protein thiol oxidation of rat liver
mitochondria incubated in the presence of Ca?* and t-butylhydroperoxide, by the determination of thiobarbituric
acidl reactive substances. Lipoperoxidation occurred only when the incubation medium contained 125 pM t-
butylhydroperoxide (t-buOOH) inthe presence of Ca™ and phosphate (Pi). Nolipoperoxidation was observed when
acetate replaced Pi as permeant anion, or when the oxidant was omitted, even at high Ca?' and Pi concentrations
(up to 120 uM Ca? and 5 mM Pi), conditions under which the mitochondria are fully permeabilized. In both cases,
ADP protected efficiently against permeabilization, indicating the possible involvement of the ADP/ATP carrier
in the eatlier stages of the process.

Key words: lipoperoxidation, hydroperoxides, membrane permeabilization, mitochondria, ADP/ATP translocase,

Lipoperoxidation in biological membranesis a degradative process (1) initiated
by free radicals produced under conditions of oxidative stress (2). In isolated mitochon-
dria, the peroxidation of membrane lipids causes swelling and Ca*" release among other
changes in mitochondrial functions (3). A large variety of agents are known to cause
alterations in mitochondrial membrane permeability (1,4), and it has been questioned
whether cr not they share the same mechanism of action. Recently, it was shown that in
the presence of Ca®' and an oxidant such as t-butylhydroperoxide or diamide, changes in
membrane permeability are associated with membrane protein thiol disulfide bond
formation (i.e., covalent crosslinking) (5). Another group has proposed the involvement
of oxygen radicals in the damage to the inner mitochondrial membrane under different
ex perimental conditions leading to Ca?" release (6).

The purpose of the present investigation was to study the occurrence of
lipoperoxidation in isolated mitochondria incubated under oxidative conditions, in the
presence of Ca® and t-butylhydroperoxide, or in the absence of an oxidant, using Ca* and
inorganic phosphate (Pi), which isalso knowntobe a Ca?' releasing agent (7). The possible
involvement of the ADP/ATP carrier in the permeabilization process under these condi-
tions was also investigated.
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Liver mitochondria were isolated as described by Schneider and Hogeboon (8)
from overnight fasted male Wistar rats weighing 200 to 250 g. The final mitochondrial
pellet was resuspended in an isosmotic medium containing 250 mM sucrose and 3 mM
Hepes, pH 7.2, and the protein content was determined by the biuret method modified by
the addition of cholate. The lipoperoxidation experiments were carried out at 30°C in an
incubation medium containing 125 mM sucrose, 65 mM KCl, 3 mM Hepes, pH 7.2, 5 mM
succinate,4.0 uMrotenone, and 1 mg mitochondrial protein per ml. All other additions are
indicated in Table 1. When Pi was added it was pre-treated with Chelex as described by
Buettner (9) to remove trace metal ions. After 10 min of incubation the mitochondrial
suspension was centrifuged in an Eppendorf microcentrifuge. Samples of 0.5 ml of the
supernatant were treated with 1.0 ml of a mixture containing 15% (w/v) trichloroacetic
acid, 0.375% (w/v) thiobarbituric acid (TBA)and 0.25 N HCI, and mixed thoroughly. This
solution was heated for 15 min at 80°C and, after cooling, the precipitate was removed by
centrifugation at 1000 g for 10 min. The absorbance of the supernatant was determined at
535 nmand the concentration of TBA reactive substances (TBARS) was calculated using
an extinction coefficient of 1.56 x 10® M ecmi”! (10). Mitochondrial swelling was followed
spectrophotometrically by the decrease in absorbance at 520 nm. Mitochondria (1 mg
protein/ml) were incubated in the same basic medium and all other additions are described
in the legend to Figure 1.

The present experi-
ments were performed under
two distinct conditions. In the
first case, mitochondria were Data are reported as means ¢ SD for 5 or more determinations, as nmol
treated with an oxidant, thiobarbituric acid reacting substances (TBARS)/mg protein for 10 min
t-buOOH (1 1), inthe presence at 30°C. t-buOOH, t-Butylhydroperoxide; BHT, butylhydroxytoluene,
of variable amounts of Ca® - - :
and Pi. Table 1A shows the Conditions nimol TBARS/ing protein
TBARS production after 10

Table 1 - Extent of lipoperoxide formation associated with rat liver
mitochondrial membrane permeabilization.

A - Basic medium containing 125 uM t-buOOH plus

min of incubation under each 30 uM Ca? + 5 mM Pi 37+ 1.0
specific condition. The largest 30 uM Ca® + 5 mM Ac” 0.3 £ 0.1
amount of TBARS was de- 30 uM Ca® + 5 mM Pi + 200 uM ADP 22102
tected when 30 uM Ca?* and S ;‘2““&‘ ;a" +5mM Pi + 50 uM BHT 0.238 : ggs
mM Pi were added under oxi- 5 M EGTA + 5 mM Pi 025 ¢ 0.03
dative conditions. The pres- 100 pM Ca? 0.40 £ 0.08
ence of ADP during incuba- 100 pM Ca? + 0.3 mM Pi 14+ 03
tion decreased the TBARS B- Basic medium containing 5 1M Fi o
. . - < me conta H us
formation by 40% while bu- = "S> E(',’l;,; raining > mM Hi p 02 £ 001
ty]hydroxyto]uene (BHT), a 20 uM Ca® 0.25 + 0.06
free-radical scavenger (12), 30 uM Ca* 0.25 t 0.05
inhibited almost all the 30 uM Ca¥ 0.25 + 0.06
lipoperoxidation. This inhibi- 70 #M Ca®' 0.27 £ 0.03
120 uM Ca* 0.35 £ 0.05

tion provides evidence for mi-
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or
EG;T A (‘3324', t-buOOH

Figure 1 - Effect of ADP and butylhydroxytoluene on the swelling of rat liver mitochondria induced by Ca®" pius
phosphate or t-butylhydroperoxide. Mitochondria (1 mg protein/ml) were suspended in basic medium as described
in the text and swelling was monitored by the decrease of absorbance at 520 nm. One minute before the addition
of 30uM Ca® plus S mM phosphate (Panel A) or 30 uM Ca?’ plus S0 uM t-buQOH (Pariel B), the following additions
were made (or not): (a) no other addition, (b) 50 uM BHT, (¢) 200 uM ADP and («) 500 pM EGTA, The initial
absorbance of the mitochondrial suspension was 0.980 at 520 nm.

tochondrial membrane lipid peroxidation leading to significant alterations in membrane
permeability, as shown by Fagian et al. (5). Lipoperoxidation is dependent on Ca?', as
indicated by comparing the results obtained when Ca?* concentrations were as low as that
already present in the incubation medium (5 to 10 uM Ca?') and in the complete absence
of the ion (EGTA addition). The dependence on Pi for lipoperoxidation to occur under
these conditions is an interesting original observation. When acetate (Ac’) replaced Pi,
almost no TBARS were detected, but a very low Pi concentration was enough to increase
the lipoperoxidation. However, in the absence of the oxidant, as shown in Table 1B, § mM
Pi did not cause a significant lipoperoxidation, even when associated with very high Ca?®’
concentrations. Our result obtained in the absence of oxidant does not agree with the
proposition of Carbonera and Azzone (6) who claim that the membrane permeabilization
caused by Ca®' plus Pi is due to an increase in the rate of formation of oxygen radicals via
an enhancement of the electron leak in the respiratory chain. Although lipoperoxidation
could not be detected in the absence of oxidant, the results in Figure 1 show that the same
large extent of swelling was induced either by Ca® and t-buOOH or by Ca®" and Pi.

Brazilian J Med Biol Res 24(8) 1991
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Moreover, when the effect of ADP was compared with that of BHT, ADP was found to be
more efficient in delaying the swelling process even under conditions where BHT
abolished the lipoperoxidation. Since the protective effect of ADP is well known and has
been attributed to its capacity to bind to adenine nucleotide translocase, turning the carrier
tothe matrixside (13), the present results suggest the involvement of the ADP/ATP carrier,
at least during the onset of damage to the mitochondrial membrane. The finding that both
ADP and BHT reduced the swelling observed when t-buOOH was present to the same
extent permits us to propose that i poperoxidation occurs only as one among other different
components of the permeabilization process.
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Effect of cyclosporin A and trifluoperazine
on rat liver mitochondria swelling
and lipid peroxidation
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The effect of cyclosporin A (CsA) or trifluoperazine (TFP) on lipid peroxidation and
mitochondrial swelling was determined using liver mitochondria incubated with 30 uM CaZ* and 250
#M t-butylhydroperoxide or S mM inorganic phosphate (Pi). Lipid peroxidation was not modified by
either 1 uM CsA or 40 uM TFP. These compounds presented a distinct effect on mitochondrial
permeability. Under oxidative conditions, CsA only showed a transient protective effect whereas TFP
completely inhibited mitochondrial swelling. Conversely, CsA was very efficient when Ca?* and Pj
were used, a condition under which TFP was unable to prevent the swelling. These data are consistent
with our previous results (M.F. Nepomuceno, D.V, Macedo and L, Pereira-da-Silva (1991), Brazilian
Journal of Medical and Biological Research, 24: 833-836) showing that lipid peroxidationis one among
other different components of the permeabilization process. The data suggest that lipid peroxidation
isindependent of swelling, occurring later than swelling, presumably when the mitochondrial reductant
systemsare depleted. The differential effects of CsA and TFP suggest that these compounds can be used
as specific probes in the elucidation of the two distinet mechanisms responsible for mitochondrial
swelling.

Key words: lipid peroxidation,membrane permeabilization, mitochondria, cyclosporin A, trifluoperazine.

Cyclosporin A (CsA) is animmunosuppressant widely used as an inhibitor
of mitochondrial permeability transition (1-3) whose action is attributed to the
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opening of a Ca?-dependent pore in the inner mitochondrial membrane (4).
Trifluoperazine (TFP), a phenothiaziane derivative, is known to inhibit lipid
peroxidation in microsomes (5) and the permeabilization of mitochondria, acting as
an inhibitor of mitochondrial phospholipase A, (6) or, as recently shown by Pereira
etal. (7), preventing thiol cross-linking of membrane proteins. The inhibitory effect
of phenothiazines on lipid peroxidation induced by t-butylhydroperoxide in micro-
somes is associated with their action as inhibitors of phospholipase A, activity (5,8).
This enzyme, by releasing unsaturated fatty acids from membrane phospholipids,
may promote the exposure of suitable species to the attack of reactive oxygen species
and contribute to the propagation of lipid peroxidation (8). Recently, CsA and TFP
were compared in terms of their ability to inhibit the Ca®* and Mg?* release associated
with the permeability transition of mitochondria treated with Ca?* and hydroperox-
ides (9). We observed a transient effect of CsA and a more efficient inhibition of
swelling in the presence of TFP, indicating distinct mechanisms for mitochondrial
permeabilization.

In the present study, we determined the effect of CsA and TFP on lipid
peroxidation and swelling processes in mitochondria incubated in the presence of
Ca?* plus t-butylhydroperoxide or Pi. The present results corroborate our previous
datasupporting the suggestion that lipid peroxidation is not the primary event for the
permeabilization process (10).

The isolation of overnight fasted Wistar adult female rat liver mitochon-
dria and the determination of protein concentration were performed as previously
described (10). The lipid peroxidation experiments were carried out at 30°C in an
incubation medium containing 130mM KCl,20mM Hepes, pH 7.2, 5 mM succinate,
4 uM rotenone and 1 mg mitochondrial protein per ml. All other additions are
indicated in Figure 1 and, when used, Pi was treated with Chelex (11) prior to use.
Atappropriate incubation times, 1-mlsamples were removed and treated with 3.5 ml
of 0.08 N H,SO,, and 1.5 ml of 0.8% thiobarbituric acid (TBA) in 0.1 N NaOH:
glacial aceticacid (1:1 v/v), 0.1 ml of 50 uM butylhydroxytoluene (BHT) and 0.1 ml
of 50 uM FeCl, were added. The samples were boiled for 60 min at 100°C and, after
cooling, 4.0 ml of n-butanol was added, the mixture was thoroughly mixed and
centrifuged at 1000 g for 10 min. The fluorescence of the organic layer was
determined with a spectrofluorometer at 515 nm for the excitation and at 553 nm for
theemission (12). The content of TBA-reactive substances (TBARS) was calculated
from a standard curve of tetraetoxypropane as described by Yagi et al. (13).
Mitochondrial swelling was monitored in the spectrofluorometer by the decrease in
lightscattering at 520 nm, afterincubating 0.5 mg mitochondrial protein ina medium
containing 125 mM sucrose, 65 mM KCl, 20 mM Hepes, pH 7.2, 5 mM potassium
succinate and 4 uM rotenone. Other additions are specified in Figure 2.
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TBARS are A
generated when mito-
chondria are treated
with Ca?* and Pi in the 41
presence of the oxidant -
t-butylhydroperoxide 8 g
(10). The present experi- § £ 34 (a,b)
ments showed that nei- 3 2 (c)
ther CsA nor TFP in- £
hibit the lipid perox- § J
idation under these oxi- ‘: f"_c: 27
dative conditions. The Qg
results presented in =
Figure 1 show no de- 1+
crease in TBARS for-
mation in the presence
of 1 uM CsA (curve b), ) . , . -
and only a slight de- 0 2 6 10 15 -
crease when 40 uM TFP Time (min)

(curve c) was used. . ) . , o
Figure 1 - Cyclopsorin A and trifluoperazine do not significatively

In contrast, . 27" " e A -

. inhibit mitochondrial lipid peroxidation in the presence of Ca®* and
under the same condi- t-butylhydroperoxide. Mitochondria (1 mg protein) were incubated
tions, thetwo drugs pre-  with 30 nmol Ca", 5 mM Pi and 250 uM t-BuOH as described in the
sented distincteffectson  text. a) No addition (control); b) 1 uM CsA,; ¢) 40 uM TFP. Data are
the permeability transi- reported as means + SEM for four experiments.
tion estimated by the mi- . v
tochondrial swelling. The data in Figure 2A show that the addition of Ca** and
hydroperoxide caused extensive mitochondrial swelling (trace a) which was com-
pletely inhibited by TFP (trace ¢) or EGTA (trace d) but not by CsA (trace b). It is
interesting to note that TFP lost its inhibitory effect when Pi was added during
incubation (trace e). As shown in Figure 2B, the addition of Ca?* and Pi was also
sufficient to promote swelling (trace a). Under these non-oxidative conditions, only
CsA (trace b) and EGTA (trace d) inhibited mitochondrial swelling, whereas TFP
(trace c) was completely ineffective.

The data presented here show that, although it has been recently reported
that TFP protects the mitochondria from permeabilization under oxidative condi-
tions (7), this effect is abolished in the presence of Pi. This is clear from the results
shown in Figure 2A, where mitochondrial swelling started immediately after the
addition of Pito mitochondria incubated in the presence of TFP (trace e). On the other

Brazilian J Med Biol Res 26(10) 1993
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CsA,
or TFP  tBuOOH

5 A
ca |

(d) EGTA
(c) TFP

(b) CsA
(a) Control
(e) TFP
CsA,
or TFP Pi B
Ca?*
¥
s e (d) EGTA
T (b) CsA
RLM
DA 520 = 0.1
—y
min (c) TFP

(a) Control

Figure 2 - The inhibition of mitochondrial swelling by cyclosporin A (CsA) and trifluoperazine (TFP)
depends on how swelling is induced. Mitochondrial (0.5 mg protein) swelling was induced by: 4, 30
nmol Ca?*/mg protein and 250 uM tabmylﬁydroperoxide, or B, 30 nmol Ca?*/mg protein and § mM
Pi as described in Methods. a) No addition (¢ontrol); b) 1 uM CsA; ¢) 40 uM TFP; d) 0.5 mM EGTA;
€) same as ¢ with S mM Pi added when indicated by the vertical arrow. The traces are representative
of results obtained in 4 independent experiments.
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hand, CsA only partially inhibits permeabilization under oxidative conditions, as
shown in Figure 2A (trace b). This result is in agreement with those reported by
Broekemeier et al. (2) but not with Crompton and Costi (3). Previous reports (2,9)
have suggested two possible mechanisms accounting for permeabilization: a CsA-
sensitive Ca?'-dependent pore and the action of phospholipase A, on membrane
phospholipids, which is inhibited by TFP; recently, however, the same group dis-
carded the latter hypothesis (14). The thiol cross-linking of membrane proteins has
also been proposed to explain the permeability transition induced by Ca®* and
prooxidants (15). Our data do not exclude that this may occur as a later phase of the
oxidative stress, when the natural antioxidant defenses are already depleted. The
action of TFP canbeinterpreted as prevention of the oxidation of protein thiol groups,
but without interference inthe process triggered by Ca®* and Pi. In the latter situation,
nolipid peroxidation was observed, even at very high levels of both Ca?* and Pi (10).
The data reported in the literature and the results described in this communication
give us sufficient experimental evidence to propose the existence of two distinct
mechanisms for mitochondrial permeabilization, which are sensitive to CsA or TFP.
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of the inner mitochondrial membrane
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The effect of different agents on inner-mitochondrial-membrane permeabilization and lipoperox-
idation induced by Ca®* and the pyridine-nucleotide oxidant r-butylhydroperoxide or inorganic phos-
phate was investigated. Comparing the protection conferred by ADP, a substrate of the ADP/ATP
carrier, dithiothreitol, a disulfide reductant and butylhydroxytoluene, a radical scavenger, it was
found that ADP was always the most effective against mitochondrial damage, when present in the
incubation medium from the beginning. Moreover, carboxyatractyloside, a specific inhibitor of the
ADP/ATP carrier, abolished completely the protective effect of ADP on both the lipoperoxidation
and mitochondrial swelling processes. Experiments where deenergized mitochondria were pre-
viously incubated with Ca*” showed a decrease in the content of active ADP/ATP carrier, indicating
a direct involvement of this protein in the formation of a non-specific Ca**-dependent pore. Our
results also eliminate the possibility of an attack of oxygen radicals on lipids or proteins of the
mitochondrial membrane as the primary event triggering the permeability transition of the inner

mitochondrial membrane.

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

More recently, the oxidation of either proteins [6] or
phospholipids {5] of the inner mitochondrial membrane has
been proposed as the molecular mechanism involved in these
permeabilization processes. Supporting this suggestion, it
was observed that both dithiotreitol and butythydroxytoluene
are able to protect the mitochondria against the deleterious
effects of Ca’' and either prooxidants or P, [S—8]. In fact,
this was only partially corroborated by our previous results,
which showed the occurrence of lipoperoxidation when the
mitochondria were incubated in the presence of Ca®" and
hydroperoxide, but not when the incubation was performed
under conditions of high concentrations of Ca** and P, [9].

Since the first evidence was presented that the Ca**-in-
duced permeabilization of mitochondria could be attributed
to a reversible Ca’-activated pore [10], increasing amounts
of data have been published supporting this hypothesis {11 —
13]. It was also shown that the removal of Ca’* by the addi-
tion of EGTA was enough to reseal the mitochondrial mem-
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quimica, IB, UNICAMP, CP 6109, 13084-100, Campinas, SP, Brazil
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*Abbreviations. FCCP., carboxyl cyanide 4-trifluorophenylhydra-
zone: RLM, rat liver mitochondria; 4/, membrane electrical poten-
tial: TBARS, thiobarbituric-acid-reactive substances: GSH, reduced
glutathione,

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

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

MATERIALS AND METHODS
Isolation of mitochondria

Liver mitochondria were isolated from overnight-fasted
adult female Wistar rats, according to the procedure de-
scribed in [24]. The mitochondrial pellet was ressuspended
in isosmotic buffer to give a final protein concentration of



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

Standard incubation conditions

The experiments were performed at 30°C, for 10—
15 min, in basic medium containing 125 mM sucrose,
65 mM KCI, 10 mM Hepes pH 7.2, 2 mM succinate and
5 uM rotenone. The final mitochondrial protein concentra-
tion was 1 mg/ml. To observe the maximum protective effect
of ADP, the mitochondrial content of ATP was increased by
prior incubation with 2 mM P; and addition of 1 pug oligomy-
cin/fmg mitochondrial protein, This procedure enables a
higher rate of adenine-nucleotide exchange when ADP is
added to the external medium, favouring the binding of ADP
to the ADP/ATP carrier, and turning it to the matrix side
[18]. All other additions are described in the legends of the
figures.

Determination of Ca** fluxes

Ca?* uptake and efflux were followed measuring the free
Ca** concentration in the incubation media using a Ca*"-
selective electrode (Radiometer, F2112, Calcium Selectrode).
The calibrations were performed according to [26].

Estimation of changes in matrix volume

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

Estimation of lipid peroxidation

The mitochondria were incubated under the standard con-
ditions and Ca’” plus P; or r-butylhydroperoxide were added,
as described in the figure legends. P; was treated with Chelex
to remove trace metal ions [28] prior to use. After different
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times of incubation at 30°C, the mitochondrial suspensions
were centrifuged 2 min in an Eppendorf microcentrifuge.
Samples of 0.5 ml of the supernatant were mixed with 1.0 ml
15% (mass/vol)) trichloroacetic acid, 0.375% (mass/vol.)
thiobarbituric acid and 0.25 M HCI, in the presence of 90 uM
butythydroxytoluene {29] and heated for 15 min at 80°C. Af-
ter cooling, the precipitate was removed by centrifugation
and the absorbance of the supernatant was measured at
535 nm [30]. The concentration of thiobarbituric-acid-re-
active substances (TBARS) was calculated using the absorp-
tion coefficient 1.56 X 10°M~" cm™! [31]. This measurement
may include TBARS arising from non-lipid sources [32].

Titration of active ADP/ATP carrier

The content of active ADP/ATP carrier in the inner mito-
chondrial membrane was estimated measuring the ADP sti-
mulation of O, consumption by carboxyatractyloside, deter-
mined with a Clark electrode. Deenergized mitochondria
were incubated at different Ca?* concentrations for 3 min fol-
lowed by the addition of 0.5 mM EGTA and 5 mM succinate.
Carboxyatractyloside (200 pmol/mg) was used to fitrate
the state-3.,p respiration. Other additions are specified in
Table 1.

Chemicals

All reagents were puréhased from Sigma Chemical Co.
or were of similar purity.

RESULTS

Ca** efflux from mitochondria
incubated under oxidative conditions

When rat liver mitochondria are loaded with 30 nmol
Ca*"/mg protein in the presence of 50 uM -butylhydroper-

Fig. 1. Effect of ADP, dithiothreitol, butylhydroxytoluene and atractyloside on t-butylhydroperoxide-induced Ca** efflux from rat
liver mitochondria (RLM). Mitochondria (1 mg/ml) were incubated under the standard conditions described in Materials and Methods. in
the presence of 2.0 mM P 1O pg oligomycin (oligo) was added where indicated. | min before the addition of 30 nmal Ca? “/myg protein
and 50 uM r-butylhydroperoxide (-buOOH). 200 uM ADP Go: 1.0 mM dithiothreitol (DTT; b): 50 uM butylhydroxytoluene (BT ¢) or
50 uM atractyloside (ATR; ¢) was added. Trace (d) represents the control experiment where only Ca?' and t-butythydroperoxide were

added after oligomycin.
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Fig.2. The effect of ADP on t-butylhydroperoxide-induced Ca** efflux from rat liver mitochondria depends on the Ca> load.
Mitochondria were incubated under the experimental conditions of Fig. 1, in the presence of 200 pM ADP, 50 uM t-butylhydroperoxide (7
buOOH) and different amounts of Ca®*/mg protein: 30 nmol (a); 50 nmol (b) and 90 nmol (c). (~~-~) The experiment of trace (c) in the

absence of ADP.
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Fig. 3. Dithiothreitol is more effective than ADP in inhibiting the ¢-butylhydroperoxide-induced Ca** efflux from rat liver mito-
chondria at high concentrations of the oxidant. Mitochondria were incubated under the experimental conditions of Fig. 1, in the presence
of 50 nmol Ca’'/mg protein and 100 uM s-butylhydroperoxide (/-buOOH) (-~-), following the addition of 200 uM ADP (a) or 1.0 mM

dithiothreitol (DTT) (b).

oxide they lose the accumulated Ca?* very fast, as shown in
Fig. 1. This efflux is inhibited by both ADP or dithiothreitol,
which are able to prevent the Ca** release from these mito-
chondria to the same extent. In the presence of these agents,
the mitochondria are able to retain the accumulated Ca** for
long periods, up to 30 min (data not shown). However, butyl-
~hydroxytoluene causes only a delay of the Ca*" efflux,
whereas atractyloside, as expected [18—21], increases the ef-
flux. This protection conferred by ADP is highly dependent
on t-butylhydroperoxide concentration, and when the amount
of oxidant was low enough to cause only a transient oxida-
tion of the pyridine nucleotide and reduced glutathione
(GSH) pools [33], ADP was able to prevent Ca’* release
even in very high Ca’" concentrations, as shown in Fig. 2.
Under these conditions, in the presence of ADP, the com-
bined addition of 50 pM r-butylhydroperoxide and up to

90 nmol Ca®*/mg protein causes only a transient Ca** efflux.
However, dithiothreitol is more effective in protecting the
mitochondria from damage at higher concentrations of the
oxidant, when compared to ADP, as shown in Fig. 3.

Occurrence of lipoperoxidation under oxidative condi-
tions

In these experiments the mitochondria were incubated in
the presence of Ca’* and r-butylhydroperoxide and the dam-
age to the mitochondrial membrane was also estimated
following the mitochondrial swelling (Fig, 4A) and deter-
mining the TBARS formation under these experimental con-
ditions (Fig. 4B). It was observed that when butylhydroxyto-
luene was added after the onset of mitochondrial permeabili-
zation, although the lipoperoxidation process was completely
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Fig. 4. Effect of EGTA and butylhydroxytoluene (BHT) on mito-
chondrial swelling (A) and TBARS production (B) in rat liver
mitochondria (RLLM). Mitochondria were incubated in the presence
of 30 nmol Ca*'/mg protein and 200 uM -butylhydroperoxide (¢-
buQOH)/5 mM P, (a) and 0.5 mM EGTA (b) or 50 uM butylhy-
droxytoluene (BHT) (c) were added where indicated. The dashed
line represents the experiments where only Ca*>* and P, were added,
in the absence of the oxidant.

inhibited (Fig. 4B) the same did not happen regarding the
mitochondrial swelling (Fig. 4 A). However, the addition of
inhibits the mitochondrial swelling
lipoperoxidation

EGTA immediately

(Fig. 4A) but does not prevent the

oLie0 o 24

(Fig. 4B). Similar results were obtained when EGTA or bu-
tylhydroxytoluene were added to the mitochondria before the
addition of Ca** and r-butylhydroperoxide (data not shown).

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

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

Carboxyatractyloeside abolishes the protective effect
of ADP

The protective effect of ADP was specific for adenine
nucleotides and indeed it was observed that GDP increased
the damage (data not shown). Moreover, atractyloside always
amplified the deleterious effect of Ca** under both conditions
studied here, independent of whether an oxidant (Fig. 1) or
P, (Fig. 5) was used. The experiments depicted in Fig. 6 show
that the addition of carboxyatractyloside, when ADP was ob-
served to be capable of protecting the mitochondria from
swelling (Fig. 6 A) and lipoperoxidation (Fig. 6B) induced by
Ca** and t-butylhydroperoxide, completely abolishes the
ADP effect (Fig. 6A and B).

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

The results summarized in Table 1 show that the activity
of ADP/ATP carrier was highly dependent on the amount of
Ca** present in the incubation medium before energization
of the mitochondria. The state-3,pp respiration rate was 60%

RLM

AASZL-OJ

Fig.5. Effect of ADP, dithiothreitol, butylhydroxytoluene and atractyloside on Ca* plus P-induced swelling in rat liver mito-
chondria. Mitochondria were incubated under the experimental conditions of Fig. 1. 1 min before the addition of 50 nmol Ca®*/mg protein
and 8 mM P, 200 uM ADP (a); 1 mM dithiothreitol (DTT: b): 50 uM butylhydroxytoluene (BHT: ¢) or 50 uM atractyloside (ATR; ¢)
were added. Trace (d) represents the control experiment where only Ca®" and P, were added after oligomycin (OLIGO).
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Fig.6. Carboxyatractyloside abolishes the protective effect of
ADP on mitochondrial swelling (A) and lipoperoxidation (B) in
rat liver mitochondria (RLM). Mitochondria were incubated in the
presence of 30 nmol Ca*>*/mg protein and 200 uM r-butylhydroper-
oxide (1-buOOH) plus 5 mM P, (a) with the addition of 200 yM ADP
(b) or 200 uM ADP and 10 uM carboxyatractyloside (CAT; ¢)
where indicated. The dashed line represents the experiment where
only Ca’* and P, were added.

TBARS production {nmol/mg protein)
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inhibited at SO uM Ca?* in the prior incubation medium.
However, the rate of O, consumption was restored to values
very close to the control level under three distinct conditions :
the addition of either Ruthenium red or cyclosporin A to the
prior incubation medium, or the addition of an uncoupler
carboxyl cyanide 4-trifluorophenylhydrazone (FCCP) after
the ADP-induced stimulation of O, consumption. It is inter-
esting to observe that the same carboxyatractyloside concen-
tration sufficient to inhibit only about 25% of the active
ADP/ATP carrier, in the presence of EGTA, inhibits almost
completely the state-3 .0 respiration when the mitochondria
were previously incubated in the presence of 50 uM Ca**.

DISCUSSION

Our results clearly dissociate the occurrence of lipoper-
oxidation from the processes of mitochondrial inner-mem-
brane permeabilization, in agreement with our previously re-
“ported observations [9]. Although Ca** is essential to the
observation of mitochondrial swelling in the presence of z-
butylhydroperoxide, in Fig. 4 we show that cation chelation
by EGTA inhibits this process completely, without any sig-
nificant decrease in the production of TBARS, indicating that

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

Experimental conditions Rate of O, consumption in

state 4  state 3.pp  State 3rcep

ng O, -mg~" min™'

0.5 mM EGTA 63.9 336.6
0.5 mM EGTA/carboxy-

atractyloside 191.7
10 uM Ca?* 70.8 340.0
10 uM Ca**/carboxyatractyloside 190.8
50 uM Ca?** 71.0 1420
50 puM Ca**/carboxyatractyloside 85.2
50 uM Ca?*/dithiothreitol 70.9 128.0
50 uM Ca?**/FCCP 71.0 142.0 338.5
50 pM Ca?**/Ruthenium red 65.8 341.2
50 puM Ca?**/cyclosporin A 70.8 344.3
0.5 mM EGTA/cyclosporin A 64.5 345.9

once the lipoperoxidation starts it cannot be stopped simply
by the removal of Ca**. Moreover, the addition of a radi-
cal scavenger, butylhydroxytoluene, is enough to block the
lipoperoxidation process, without further production of
TBARS, as expected, but its effect on mitochondrial swelling
is only partial. These results suggest that lipoperoxidation is
not the primary event leading to mitochondrial permeabiliza-
tion, and they do not support the general mechanism pro-
posed by Carbonera et al [5, 34]. Moreover, it seems that
the observed production of TBARS under our experimental
conditions is not enough to open pores in the mitochondrial
membrane.

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

Our results also strongly suggest the involvement of
ADP/ATP carrier in the process of pore opening, and are
corroborated by the experiments shown in Fig. 6 where we
demonstrate that the addition of carboxyatractyloside to the



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

This work was supported by the Fundag¢do de Amparo a
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