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Abreviatunras

ADP - Adenosina - 5' - difosfato

ATP - Adenosina - 5' - trifosfato

CAT - Carboxiatractilato

DL ~ Desidrogenase lactica

EGTA - Acido etileno glicol bis (B -~ aminoetil eter) N, N' -

tetracético.
FCCP -~ p-trifluoro - metoxicarbonil ciano fenil hidrazina
Hepes— acido 4-(2~hidroxietil)-l-piperazine-etano-sulfdnico

Mit -~ Mitocondrias de figado de rato

NADH - Nicotina adenina dinucleotideo reduzido
NEM - N-etil maleimida

PCA -~ Acido perclorico

PEP -~ Fosfoenolpiruvato

PK - Piruvato quinase

AY - Potencial eléetrico de membrana mitocondrial

PSM -~ Particulas submitocondriais invertidas.
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I.Introdugao

O transporte ativo de Ca2+ por mnitocondria fol
descoberto por VASINGTON & MURPHY (1962), em nitocondrias
iscoladas de rins de rato. Estes autores observaram que o©
Ca2+ era acunulado por este tipo de mitocondria, contra gra
diente de concentracao, as expensas.de energia respiratoria
ou hidrolise de ATP.

Sabe-se atualmente gue mitocondrias de guase to-
dos tecidos animais e de alguns fungos, assim como de alguns

tecidos vegetals captan Ca2+

do melio externc por processo a
tive (LEHNIMNGER et al, 1967; LEHNINGER, 1970; BYGRAVE, 1977
CARAFOLI & CROMPTOII, 1978; LEHNIMGER et al, 1978; SARIS &
ARERMAN, 1980; MARTINS & VERCESI, 1985; MARTINS et al, 1986).

Dado 3 alta velocidade e afinidade, ben como  ao
fato do transporte ativo de Ca2+ em algumas condicoes expe-
rimentais preceder a fosforilagao oxidativa na denmanda da
energia respiratéria (ROSSI & LEHHINGER, 1964; REVIIAFARIE &
LEHNINGER, 1973; VERCESI et al, 1978), postula-se que mito- -
condrias de determinados tecideos, en adigao ao seu papel na
produgao de ATP, desempenham uma importante funcido na reqgu-
lagao da concentragéo tanto do Ca2+ livre no citoplasnma (CA
RAFOLT & CROMPTON, 1578; LENNINGER et al, 1978; SARIS & A-
FERIAN; 1980 e JOSEPH et al, 1983)quanto na matriz mitocon-
drial (DENTOM et al, 1980; McCORMACE & DENTON, 1980; HANS-

FORD, 198l; CROHMPTON et al, 1983).

2+ . .- - -
Como o Ca livre exerce inumeras funcoes na  re-



gulagdo da fisiologia celular, ¢ transporte do Ion por mito
condria tem despertado grande interesse no sentido de escla
recer o possivel papel dessa organela na distribuigao do
ca’t celular. Além disso,o transporte de ca’? em membrana
mitocondrial & uma expressac do processo de conversao de e~
nergia, o gue torna seu estudo relevante com respeito a elu
cidagdc do mecanismo da fosforilagao oxidativa.

A captagéo de Ca2+, bem como de Sr2+,ocorre por
um mecanismo de transdugdo de energla semelhante ao utiliza
do no processo de fosforilacgdo oxidativa, De acordo com a
teoria guimiosmética da fosforilagac oxidativa, esses Ions
entram na mitocondria por mecanismo eletroforético em respos
ta ao potencial elétrico da membrana, negativo internamente
(MITCHELL, 1961, 1966) . Segundo esta hipbtese, a respiragao
ou hidrélise ée ATP pela ATPase mitocondrial induz transpor
te vetorial de H para o exterior da mitocondria, com conse
quente alcalinizagao da matriz mitocondrial. Esse processo
gera um gradiente eletroquimico de protons através da mem-
brana (AuH+}, constituido por um componente quimico (ApH) e
pelo potencial elétrico de membrana (AY) que se relacionam

de acordo com a equagao:
auHY = AY - 60 ApH

Como existe uma relacdo inversa entre velocidade
de respiracao e potencial de membrana (MITCHELL, 1961,13566)
a entrada de Ca2+ na mitocondria causa um decréscimo no va-

lor de AY¥, com consequente estimulo da respiragio e ejegao




de H+, para compensar o valor ge aunt 3s custas de aumento
de ApH. Assim, o aumento de ApH passa a limitar a entrada

de ca?*, a menos que exista no meio de reagao anions lipo-
filicos, téis como: acetato, propionato, B-hidroxibutirato
etc, que s3o capazes de passar pela membrana na forma pro-
tonada e acumular-se na matriz mitocondrial, em resposta ao
gradiente de pH alcalino internamente, gerado pela capta-

¢ao de ca’*

. O co-transporte com protons dissipa o terxrmo 4pH
(LEHNINGER, 1974) pemmitindo que a respiragao restaure o
valor de AY,

O anion fosfato (H2P04"), também & transpor
tado para o interior da mitocondria em co-transporte com
protons (H+) (COTY & PEDERSEN, 1975) através do transporta-
dor especifico sensivel a NEM e mersalil, impedindo o au-
mento de ApH. Assim, na presenga de fosfato a mitocondria é
capaz de acumular grandes guantidades de Ca2+ (ROSSI & LEH-
NINGER, 1964).

Evidéncias experimentais indicam gque o efluxo de
Ca2+ mitocondrial & eletroneutro e mediado por um transpor-
tador insensivel a vermelho de ruténio,que troca um Ion ca®t
‘internc por dois Ions Na+ externos em mitocondrias de teci
dos excitdvels (CARAFOLI et al, 1974; CROMPTON et al , 1976)

2+ por dois Ions H' em mitocondrias de tecidos

ou un fon Cca
ndc excitiveis (AKERMAN, 1978; NICHOLLS, 1978; FISKUM & LEH-
NINGER, 1979). Resultados mais recentes indicam que a troca

ca?t/2Nd também ocorre em mitocondrias hepaticas com ativida

de menor que aquela observada em mitocondrias de tecidos ex




citiveis (NEEDGARD, 1984) . Assim, a distribuicdo de Ca’' 1i
vre entre o0s compartimentos intra e extra mitocondriais em
condigoes de "steady-state "seria regulada cineticamente pe-
la operagao simultl@nea de duas vias de transporte indepen-
dentes o que gera um movimento ciclico do ion atraves da mem~
brana. Desta forma as concentragoes de Ca2+ na matriz e no
citosol dependeriam das velocidades relativas de influxo e
efluxo e poderiam ser alteradas pela inibicao ou ativacao de
uma ou ambas as vias (NICHOLLS, 1978).

Este movimento ¢fclico de Ca®' através da membra-

i min_l} devi~—

na ocorre a uma baixa velocidade (v<lnmol mg
do ac alto Km (3 a 10uM) para influxo, maior que a concentra
¢io de ca?t livre no citosol (0,1 - 0,2uM) e baixo Vmax

(5nmol mg"l min"l) para efluxo e mantém uma concentragao de

Ca2+ livre externa na faixa de 0,3 a 0,5uM sob condigﬁes fi

sicldgicas (HANSFORD, 1985).

O papel deste sistema integrado de transporte de
ca?* localizado na membrana mitocondrial ainda nio estd elu
cidado. Alguns autores acreditam gue a mitocondria tampona
a concentragao de Ca2+ livre no campartimento extramitocon-
drial regulando assim a atividade de uma série de fungoes de
pendentes de Caz+ no citosol (ver revisao FISKUM & LEHNINGER,
1982; AKERMAN & NICHOLLS, 1983). Outros autores defendem a
idéia de que este sistema de transporte de ca?* regula a con
cantragéo de Ca2+ intramitocondrial na faixa de 0,1 a 1,0uM,
regulando assim a atividade de pelo menos treés desidrogena-

ses intramitocondriais envolvidas no metabolismo energético
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da célula: complexo piruvatoc desidrogenase, isocitrato de-
sidrogenase, oxoglutarato desidrogenase (HANSFORD, 1981;
McCORMACK & DENTON, 1980; DENTON et al, 1980; HANSFORD,
1985) .

Esta {iltima hipOtese & baseada no fato de que mito-
condrias "in situ" possuem baixas concentragoes de ca?* en
dégeno (0 a 3,0nmoles mg—l), faixa de concentragao que per

mite a modulacao da atividade das referidas desidrogenases

(ver revisao de HANSFORD, 1985).

Inibigcdo da fosfonitagac oxidativa pon Ca2+ Linthra

mitocondniak.

Virios trabalhos com mitocondrias isoladas de di-
ferentes tecidos como: mitocondria de tumor (VILLALOBO &
LEHNINGER, 1980; ABOU-KHALIL et al, 1981) miascule liso (VAL
LIERES et al, 1975), coragao (SORDHAL, 1974; JACOBUS et al,
1975) dtero (MALMSTROM & CARAFOLI, 1977), cérebro (ROMAN et

al, 1981) e figado (MORENO-SANCHEZ, 1985) mostram que altas

2+ L

intramitocondrial (50 - 200nmoles mg )

concentragoes de Ca
inibem a fosforilagao oxidativa.

VILLALOBO & LEHNINGER, (1980) e ABOU-KHALIL et al,
(1981) observaram que mitocondrias isoladas de células tumo-
rais de tumor ascitico de Ehrlich e hepatoma AS30-D possuiam
conteiido relativamente alto de Ca2+ endogenc suficlente pa-

ra causar importante inibigdo da fosforilagao oxidativa nas

condigdes "in situ". Baseados nestes resultados estes autores




propuseram que a inibigcaoc da fosforilacao oxidativa por

ca’t em c&1lulas tumorais poderia explicar uma série de al

teracoes metabodlicas caracteristicas de tecidos tumorais
tal como a alta taxa de glicdlise aerdbica.

Apesar da alta concentragao de ca®* necessaria pa
ra ihibir a fosforilagdo oxidativa este fendmeno tem desper

tado grande interesse pelo fato de ser reversivel e pelo seu

potencial significado em condigdes patolégicas assocladas a

2+ intracelular tals como a-

perturbag¢ao da homeostase do Ca
quelas rewvistas por CARAFOLI et al, (1974),

Com relagao ao mecanismo de inibigao da fosforila
gao oxidativa por ca®’ existem virias propostas na literatu
ra. Assim, algumas observacoes (MALMSTROM & CARAFOLI, 1977;
GOMEZ~-PUYOU et al, 1979) sugerem gue © Ca2+ intramitocondr_i;‘
al inibiria esse processo por inibir a troca de ADP externo
por ATP intramitocondrial catalizada pela translocase situa
da na membrana interna (KLINGENBERG & ROTTENBERG, 1977).

Esta proposta de inibicao estd em contradicao com
os resultados de SPENCER & BYGRAVE, (1972), mostrando que o
Caz+ estimula a translocase de nucleotideos de adenina em
mitocondrias de fligado de rato em determinadas condigoes ex
perimentais. GOMEZ-PUYOU et al, (1979) propoe que esta dife
renga entxre os dois resultados seja explicada com base :© no
fato de gue nos experimentos realizados por SPENCER & BYGRA
VE, O Caz* e os nucleotideos de adenina foram adicionados si

mu}.taneamenfe a preparag:ﬁo mitocondrial incubada a 49C, con

dicoes em que o transporte de Ca?'+ e muito lento. Assim a translo-



case muito provavelmente estaria respondendo ao Ca2+ exter—
no enguanto gque nas condicoes experimentais utilizadas por
GOMEZ-PUYOU et al, (19790 Ca2+ fol acumulado antes de ini-
ciar a troca ADP/ATP.

Foi também observado que em mitocondrias de cora-
cao e figado, o acumulo deICaz+ causa efluxo de nucleotideos
de adenina por uma via insensivel a atractilato, dinibi-
dor especifico da translocase de nucleotideos de aéenina
(MORENO~-SANCHEZ, 1983). Assim, o ca’t acumulado, por dimi-
nuir a concentragio interna de nucleotideos de adenina, le-
varia a uma diminuicdo na velocidade de troca de nucleoti-
deos através da membrana e consequente diminuicgao na veloci
dade de fosforilacgao oxidativa.

Um dos mecanismos propostos para explicar a inibi
cdo da fosforilagao oxidativa por ca’t & a de que o aciimulo

de Ca2+

na matriz mitocondrial estaria agindo sobre o com-
plexo FoF:-ATPase (GOMEZ-PUYOU et al, 1980). Este inibidor
de natureza proteica foli primeiramente isolado por PULLMAN
& MONROY, (1963)e mostrou ter seu efeito aumentado na presen
ca de Ca-ATP (GOMEZ-PUYOU et al, 1980). Assim, foi sugerido
que o complexo Ca-ATP resultante do actimulo de Ca2+ pela mi
tocondria, favoreceria a associacao do inibidor ao complexo
FoF) ~ATPase (GOMEZ-PUYOU et al, 1980).

Outro mecanismo proposto na tentativa de explicar
a inibigdo da fosforilagao oxidativa causada pelo ca®t  se-

\ 2+ . C s
ria o de gue o Ca acumulado pela mitocondria inibe a sin-

+ ~
tese de ATP competindo com © Mg2 para a formagando comple




x0 MgATP (ROMAN et al , 198l) o verdadeiro substrate da
ATPsintetase (SELWYN, 1967). A quantidade de Ca2+ acunula
da excede o contelddo de Mg2+ interno de 2 -~ 6 vezZes sendo
entao possivel ao ca®? deslocar o Mg2+ do complexo com 03
nucleotideos de adenina (ROMAN et al, 1981).

ABOU-KHALIL et al, 1981 propoem ainda que a ini
bigao da fosforilacao oxidativa seria causada pela diminui
cao de fosfato livre devido a precipitacao de sal de fosfa
to de Ca2+ na matriz mitocondrial.

No presente trabalho compararamse algumas caracteris
ticas do transporte de Ca2+ e Sr2+ por mitocondrias hepati-
cas, bem como estudou-se o efeito do acUmulo destes cations
sobre as seqguintes fungGes mitocondriais (Figura 1), envol-
vidas no processo de fosforilacao oxidativa:

a) Transporte de elétrons na cadeia respiratoria.

b) Formacao do gradiente eletroquimico de protons.

c) Transporte de fosfato.

d} Atividade da ATPsintetase.

e) Transporte de nucleotideos de adenina através da membrana
mitocondrial (ADP e ATP).

f) possivel complexacao de nucleotideos de adenina (ADP e
ATP) mitocondriais.

Com este estudo acreditamos ter elucidado o meca-
nismo de inibicao da fosforilagao oxidativa causada pelos re

feridos cations.
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6)

e Sn2+ Aintramitocondnials .,

Transporte de elétrons na cadeia respiratoria.

Formagio do gradiente eletroquimico de protons.

Transporte de fosfato.

atividade da ATPsintetase.

Pransporte de nucleotideos de adenina através da membrana mitocon-
drial (ADP e ATP).

Complexacio de nucleotideos de adenina (ADP e PMTP) mitocondriais.



10

1T.MATERIAIS E METODOS

1 - Tsolamento de mitocondnias (SCHNEIDER & HOGEBOOM, 1950)

Mitocondrias foram isoladas de figado de rato, por
centrifugagio fracionada apds jejum de 12 hs. O homogeneizado de f£i-
gado era preparado em sacarose 250 mM tamponada com Hepes 2,0 mM pH 7,2
contendo EGTA 0,5 mM. A fracdo mitocondrial era lavada trés vezes
nesta solucdo sendo que na Gltima vez o EGTA era omitido.

A suspensao mitocondrial estoque continha cerca de 100mg de
proteina por ml, determinada pelo método de KIES & MURPHLY,
(1960), e era usada dentro de 5 horas ap0s o término do tra
tamento

Os ensaios foram feitos em camaras de vidro termog

tatizadas , com agitacao continua.

2 - Tsolamento de particufas submitocondriais (PEDERSEN et

al, 1978} .

As particulas submitocondriais foram obtidas a
partir de mitocondrias intactas por tratamento com lubrol
WX (0,16mg de lubrol WX mg ' de proteina mitocondrial), du
rante 15 minutos a 09C. ApOs esse tratamento as veslculas
eram sedimentadas por centrifugacao a 105.000xg durante 1
.hora em centrifuga Beckman modelo LS-65. Em seguida o sedi
mento era ressuspenso em sacarose 250mM e novamente centri

fugado a 105.,000xg durante 1 hora. O sobrenadante era des-

prezado e o sedimento contendo as particulas submitocon -



driais era ressuspenso em sacarcse 250mM. A dosagem de pro

teina era feita pelo método de KIES & MURPHY, (1960).
3 - Respinracao

O consumo de oxigénio foi determinado com eletro
do de Clark (Yellow Spring Instrument Co) conectado a oxi-

grafo Gilson.
4 - Trhansponte de Ca’’ (MADEIRA, 1975)

Variacoes nas concentragoes de ca®t livre no meio
de reacao foram determinadas usando-se eletrodo especifico
de Ca2+ {Calcium Selectrode F2112, Radiometer} cuijos sinais
eram amplificados através de um acessOrio de alta impedan-
cia (Sargent-Welch Scientific Co), conectado a um registra-

dor potenciométrico. O eletrodo de Ca2+ era calibrado com

adicOes de solugdo padrao do fon ao meio de reacac apds o

término de cada experimento.

2

5 - Transporte de Sn°' (COELHO & VERCESI, 1980)

A captacao de Sr2+ foi determinada indiretamente
pela determinacgao da acidificagao do meio de reagao, uma vez

que exliste esteqguiometria definida entre influxo do mesmo e

efluxq de H+.
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6 - Fosgonilagao oxdidativa em mitocondrias intactas (VILLA

LOBO & LEHNINGER, 1980).

A velocidade de fosforilacao oxidativa em mito-
condrias intactas foi determinada pelo estimulo da respira
cao mitocondrial e alcalinizagdo do meio de reacgado induzi-
dos pela adicao de ADP (MITCHELL, 1961). As variacoes de pH
no meio de reacao foram determinadas usando-se medidor de
pH Beckman Expandomatic $5-2 ligado a um registrador po

tenciometrico.

7 - Detenminacdo do potencial eletnico (AY) de membrana mi

tocondrial (AKERMAN & WIKSTROM, 1976).

A medida do potencial de membrana em mitocondrias
isoladas pode ser feita através da utilizagao do corante sa
franina, que apresenta um deslocamento no espectro visivel
associado a sua ligagao a& membrana de mitocondrias energiza
das. Esse deslocamento estd linearmente relacionado com o
potencial produzido por gradiente de prdtons ou de Ions KT,
Mitocondrias recém isoladas foram incubadas sob diferentes
condicoes em presenca de safranina e as diferencas de absor
bancia A511~A533mnermndeuamﬁmxbsem&axmcﬁxﬁa&ﬁetﬂ>&e duplo
feixe (Perkin-Elmer, modelo 356) acoplado a um registrador pontenciomé-
trico. A partir da comparacao dos valores cbtidos com os de uma curva

de calibragdo AA=f (A¥), obtinha-se o valor do potencial

em cada caso. Na obtengao da curva de calibragao, a partir

12
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de adicoOes sucessivas de quantidades conhecidas de KCl, o

potencial foi calculado através da relagao:

A¥ = 60 log[k*|in
[x"]ex
onde[K*iLn & a concentragao do Ion no interior da mitocondri
+
a assumida como sendo 120mM, (ROSSI & AZZONE, 1969) e [K}ex

& a concentragac do Ion no meio de incubagao.

8 - Efedito do Snz* sobre a atividade do ftransportaden de nu

cleotideos de adenina.

O transportador de nucleotideos de adenina pode
ser inibido especificamente por atractilato (SCHERER & KLIN
GENBERG, 1974). Quando a fosforilacao oxidativa estd inibi-
da em uma etapa diferente do transporte de nucleotideos de a
denina, uma guantidade significativa do inibidor atractila-
to pode ligar ao transportador sem produzir um corresponden
te acréscimo na inibigao (LEMASTERS & SOWERS, 1979). Assim,
os dados cinéticos obtidos guando se titula a velocidade de
fosforilagao oxidativa com atractilato em mitocondrias con-
trole ou em mitocondrias cuja velocidade de fosforilagao es
tad 50% inibida por ca’? ou sr®Yindicam se a inibicao causa-
da pelos referidos cations, ocorre ou nao a nivel do trans-
porte de nucleotideos de adenina.

Nestes experimentos a velocidade de fosforilacao

oxidativa foi determinada indireﬁamente pelo estimulo do con



sumo de Oé ou pela velocidade do influxo de H' ao interior
da mitocondria (alcalinizacao do meio de reacac), apodos a a-
digao de ADP. Os experimentos foram realizados em camaras de
vidro de 2,0ml, termostatizadas a 259C, em meio de reagao
conﬁendo: KCl 130mM, tampao Hepes 3,0mM pH 7,2, rotenona
5,0uM, fosfatc 3,0mM e succinato 5,0mM. Apds 4 a 5 minutos
de incubagac das mitocondrias (2,0mg de proteina mitocondrial/

ml), a reagao era iniciada pela adigao de 500nmoles de ADP.

9 - Deteaminacgdo da atividade ATPasica de panticufas submi

tocondniais.

A atividade ATPasica de particulas submitocondri-
ais era medida como descrito por PULLMAN et al, 1960, aco-
plando-se a reagao de hidrolise de ATP com o sistema enzima
tico regenerador destes nucleotideos contendo piruvato qui-
nase/desidrogenase lacticae seguindo-se fluorimétricamente
a oxidagac do NADH { vide esquema abaixo ).

O meio de reagao num volume final de 1,0ml pH 7,4
e 329C continha KCl 130mM, tampao Hepes 2,0mM, ATP 2,0mM,
fosfoenolpiruvato 0,5mM, NADH (200nmoles), piruvato quinase
(3,7 unidades), lactato desidrogenase (9,6 unidades) e par-
ticulas submitocondriails (0,131lmg).

Os resultados eram expressos em nmoles de ATP hi-
drolisado min * ng ™, ja que 1 mol de ATP hidrolisado cor-
responde a 1 mol de NADH oxidado de acordo com o sequinte

esquemna.

14
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10 - Deteaminacdo pofenciometrica da atividade ATPasica.

f baseada na acidificacio do meio de reacao devi
da & liberac@o de prdtons correspondente a hidrolise do

fosfato terminal do ATP de acordc com a equagao:

ATP" + H,0 —> a3~ + pi?” 4wt

A quantidade de ATP hidrolisado pode ser estima-
da por comparacao com variagoes de pH obtidas por adigoes
de HCl padrac ac meio de reagdo. Estas variacoes de pH no

meio de reagao eram monitoradas com eletrodo de pH combina

do, 1ligado a um medidor de pH Beckman (Expandomatic §5-2)

15



e este a um registrador potenciométrico linear (série 1200).

11 - Cafeulo das concentracgdes das especies [metais e seus

complexos) nos melos de reagoes

As concentragoOes das espécies presentes nos melos
de reacgao foram estabelecidas usando-se as constantes de asg
sociacao determinadas por FABIATO & FABIATO, (1979). Os cal
culos foram feitos no laboratdrio da Dra. Martha Sorenson
(Depto. de Bioquimica, Univ. Federal do Rio de Janeiro) a-
traves do programa de computador desenvolvido por Mark Kurz
mack (Dept. Biochemistry; Univ. Maryland, Baltimore, USA) u

tilizade pela primeira vez por INESI et al, (1980).
12 - Dosagem de nuclectideos de adenina mitocondriadls.

Mitocondrias de figado de rato eram incubadas em
meio de reacao contendo KC1l 130mM, tampao Hepes 2,0mM
(pH 7,2). ApOs 2 minutos, amostras de 1,5ml eram colhidas e
centrifugadas durante 2 minutos em centrifuga Eppendorf (mo
delo 3200). O sedimento era ressuspenso em 1,0ml do meio de
reagéo acima, ao qual era adicionado 0,5ml de PCA 3% manten
do-se em banho de gelo por 15 minutos.

No final deste tempo, as amostras eram centrifuga
das novamente e as absorbancias dos sobrenadantes eram deter
minadas no comprimento de onda de 260nm, correspondendo a

concentracio total de nucleotideos de adenina e piridina

16
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(BOCK et al, 1957}).

Para a determinacao especifica dos nucleotideos de
adenina, o contetido dos nucleotideos de piridina nas formas
oxidadas e reduzidas foram determinadas em 325nm e 340nm
respectivamente (CIOTTI & KAPLAN, 1957}). As formas oxida-
das dos nucleotideos de piridina eram determinadas na pre-
senca de KCN onde a absorbancia em 325nm é devido i formagao

dos complexos NAD(P)~-CN (CIOTTI & KAPLAN, 1957}.



III'RESULTADUS E INTERPRETACAD

7+ 2+

Efedtos da captagac de Ca” e Sa”" so0bre o consu

mo de oxigenio e o volume de mitocondrias hepaticas.

A figura 2mostra as alteragoes na velocidade de

consumo de oxigénio, no pH do meio de reacac e no volume

2+ 2+(

(A) e Sr 1)

mitocondrial induzidas pelas adigbes de Ca T
As adigOes destes cations induzem simultaneamente estimulo
transitdrio da respiragdo e acidificagdo do meio de reagao
indicando que os mesmos estao sendo acumulados pela mito-

24 .
induziuv um

condria (MITCHELL, 1961). A captacgao de Ca
posterior aumento na velocidade de respiracao e dininuicao
da absorbincia da suspensao mitocondrial, seguidos de alca
linizagao do meio de reagao qué precedeu o estadoe de anae-
robiose. No caso do acumulo de Sr2+, ambas a respiracao
do estado-4 e a absorbancia da suspensaoc mitocondrial fo-
ram mantidas praticamente inalteradas até a exaustao do o-
xigénio, quando uma lenta alcalinizacao do meio de reagao

teve infcio. Estes resultados estao de acordo com o traba-
1ho de COELHO & VERCESI, {1980) que indica que o actmulo

de altas concentragoes de Ca2+, aoc contrario do actmulo de

+ . -, . .
r2 tem efeitos deleterios scbre a mitocondria causando

S
alteracdes inespecificas da membrana, seguida de sua libe-
racdo. Esta interpretagdo & comprovada pelo experimento da

figura 3, onde o transporte de Ca2+ era monitorado por e-

letrodo especifico. A figura 3 mostra que nas condigoes do

18
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Figura 3 - Fluxo de Ca e consumo de oxigeniov em mitfocondrias
' hepaticas.
0 meio de reacao era idéntico ao da figura 2.

Ca2+ {(300nmolesy | foi adicionade onde indicado
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experimento da figura 2A o Ca2+ é captado e mantido na ma=-
triz mitocondrial apenas transitoriamente,
. - 2+ 7+
Efeito da capfagao de Ca e Sn” sobre o poten-

cial eletnico (AY] de membrana de mitocondnias hepaticas.

A figura 4A mostra que a adigaoc de 50nmoles de
2+ ~1 . . R o
Ca myg de proteina induz uma diminuigao transitoria do
potencial elétrico de membrana gque todavia n&o retorna aos
niveis iniciais e & sequida de uma diminuicgao progressiva,
atingindo o colapso dentro de 2 minutos apds a adigao do
fon. A figura 43 mostra gue mesmo apds duas adicdes consg
. ~ 2+ _ , -
cutivas de grandes concentragoes de S5r o potencial ele-
trico de membrana retorna aos valores iniciais e se mantém
por longo periodo de tempo. Isto indica que este ion, ao
o -. 2+ el » . 3
contrario do Ca” ,nao altera as propriedades de permeabilil
s : . + .
dade da membrana permitindo que o gradiente de H seja man
tido apds sua captagao. Estes resultados nos induzirom a y
C s ot s .
sar inicialmente o Sr nestes estudos, com 0 objotivo de
esclarecer o mecanismo de inibic&o da fosforilagao oxidati

va em condicOes em que a integridade funcional da mitocon-

dria era preservada.

Inibigao da fosfonilagao oxidativa por anl? intra

mitocondniak .,

A figura 5A mostra o estimulo da respiracao e al

21



calt Sr2+(2004nnom:1n9‘$)

(50 nmoles mg'1 ) l Sr2+(500 nmoles mg ')

170~ 170+ | (r
130+ 130+
>
E
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-] =
min min
100~ 1004
60- } 60~ -
MIT (A) MIT (8)

Figura 4 - Efeito da capfacac de ca®t o sn?* sobre o potencicl eletnico (AY)
de membrana mitocondrial,
0 meio de reagao (2,0ml, 259C) continha sacarose 125mM, KCI 65mM,
tampao Hepes 3,0mM (pH 7,1), fosfato 2,0mM, succinato 2,0mM, rote
nona 5,0uM, safranina 10,0uM. A reagdo foi iniciada com a adigéoM
de mitocondrias (1,0mg/mi). Em (A) foi adiclionado SOnmoles de Ca
mg"i de proteina mitocondrial. Em{(B) foram feitas duas adicoes de
Sr4T,



calinizagao do meio de reagdo induzidos pela adicido de ADP,
de acordo com a hipdtese quimiosnotica da fosforilagdo oxi-
dativa proposta por MITCHELL, (1961). A figura 5B mostra o
estimulo transitdbrio da respiracgdo e acidificacao simulti-
nea do meio de reacao induzidos pela adigao de sr?Y. Apos a
captagao do Sr2+ adicionado como evidenciado pelas altera-
¢oes da respiragao e do pH do meio, a adigao de ADP nao cau

sou estimulo da respiragac e alcalinizagao do meic como ob-

: . . 24+ .
servado na figura 54, indicando que o Sr intramitocon
: + L . ~ . .
drial como no caso do Ca2 , inibe a fosforilacao oxidativa.

2+

A posterior adigao de Sr foi acompanhada de novo estimulo
da respiragdo e acidificacgdo do meic, indicando que o trans
porte de fosfato e a capacidade da mitocondria em gerar o]
potencial eletroquimico de 1" estavam preservados Ja que a
captagdo desta quantidade de Sr2+ & dependente do notencial

elétrico de membrana e do movimento simultaneo de fosfato ao

interior da mitocondria (LEHNINGER, 1974).

A dnibicao da fosfonilacac oxddativa poi sa?? nio

¢ prevenida por ATP e M92+.

VILLALOBO & LEHNINGER, (1980) demonstraram gue
ATP na presenca de Mg2+ previne ou mesmo reverte a 1ini-
bigao da fosforilagao oxidativa por ca’*. a figura 6A nos
tra o padrao de estimulo da respiracao induzida por ADP e
FCCP, na presenca de ATP e Mg2+, engquanto que a figura 608

- I 2+ = .
rmostra gque apos adigao de Sy nao houve estimulo da respi

23
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ADP

(B}

(A)

Figura 5 - Tnibigdo da fosfornilagio oxidativa por Skt intramitocondrial.
0 meio de reacdo (2,0ml, 25°C) era identico ao da figura 2. A reacgdo
foi iniciada com a adigao de mitocondrias (1,0mg/m,l? seqUida das adi
coes de ADP( 700nmoles) e Sr * (550 e 300rmoles mg~ ') respectivamen=
te como indicado na figura.
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200 ng dtomos Op

'

(A) {(B)

Figura 6 -~ A {nibi¢ac da 50450&4£aga0 oxidativa pon Snz nae e prevendida
por ATP e MgZ*
0 meio de reagao (2,0ml, 25°C) continha 85 mesmos componentes
da figura 2,alem de ATP (345nmoles) e Mg“" (5,0mM). A reacio e
ra tntc:ada com mitocondrias (1,5mg/ml).ADP (300nmoles) e
* (500nmoles mg~1 proteina) e FCCP (0,3uM) eram adiclonados
onde indicado na figura.
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racdo quando da adigdo de ADP nas mesmas condigGes. Este
resultado indica que a inibicao da fosforilagao oxidativa
por sr?* ndo & prevenida por ATP e Mg?+. Como pode ser ob
servado, o estimulo da respiragao induzido por FCCP fol
2+

preservado na figura 6B indicando que o acumulo de Sr

nao afeta o transporte de elétrons cadeia respiratoria.

2+

Efeito da concentra¢ao de Sa”° sobre a veloeida-

de de estado respinatonico-3 induzido porn ADP.

A figura 7 mostra o efeito da concentracao de
sr’t sobre a inibicgdo do estado respiratdorio-3  induzido
por ADP ( fosforilacao oxidativa) em mitocondria de figado
de rato,usardlo-se.succinato como substrato. Verifica-se que

2+

com a adigaoc de cerca de 1l20nmoles de Sr mg_l de protei-

na, houve inibicao de aproximadamente 50% da respiragao de
estado-3 induzido por ADP. Cerca de 450nmoles de Sr2% mg~t
de proteina eram necessarios para causar uma completa ini-
bigao de estado respiratorio-3 induzido por ADP. Foi cbser
vado que a concentragao de Sr2+ necessaria para causar 100%
de inibic¢ao do estimulo da respiragao induzido por ADP va-
ria de preparacac para preparacgao. Assim, a inibicao de 100%
era obtida em diferentes prepara¢oes mitocondriais com con-
centracdes de Sr’’ que variavam de 400 & 600nmoles mg 1 de

proteina.

Efeito da concentragao de fosfato sobre a inibi-
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Figura 7 - Efeito da concentragac de Sfa2+ sobre a velocidade de estado
nespiratonio-3 induzido per ADP.,
0 meio de reagao (2,0m!1,309C) era identico ac ds figura 2. 2
Mitocondrias (1,25mg/m1)} era incubada durante 1 minute, e Sr
era entdo adicionado nas concentragdes indicadas. Apos o re-
torno da respiracdo ao estado-4 adicionava-se 300nmoles de
ADP.

.§w
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cdo da 4o0sforilagac oxidativa por Snzf

Os experimentos das fiquras 5 e 6 indicaram que o €
feito do Sr2+ sobre a fosforilacao oxidativa era indeéendeg
te de alteragbes a nivel do transporte de elétrons e fosfa-
to, bem como do acoplamento mitocondrial. O experimento da
figura 8 testa a possibilidade da velocidade de fosforila-

~ . . +
cao oxidativa na presenga de sr?

estar sendo limitada pela
concentragio de fosfato livre na presenga do referido ca~
tion. Assim, mitocondrias eram incubadas na.presenga de di-
ferentes concentracdes de fosfato e o ADP era adicionado a-
pés captagdo de cerca de l150nmoles de Sr2+ mq"lpfoteina. Nes
tas condigdes a inibigdo da respiragao de estado-3 induzida
por ADP diminuia linearmente de 60% a aproximadamente 40%
quando a concentragio de fosfato no meio de reagdo variava
de Z,O.a 10,0mM. O pequeno efeito da concentragao de fosfa-
to indica que nao este, mas outros fatores devem estar limi-
tando a velocidade de fosforilagao oxidativa na presenga de

Srz+ intramitocondrial.

Titulacdo da 4osfornilagao oxddativa por cligomici

na ou carboxiatractifate na presenga de Sn2+.

Os experimentos das figuras 9 e]p testam a hipdte

2+ . . o o
se do Sr intramitocondrial estar inibindo especificamente
uma das enzimas: translocase de nucleotideos de adenina ou

ATPsintetase. Assim, a velocidade de fosforilagao oxidativa

28
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Efelfo da concentragdo d;} fosfato sobre a inibicde da 4osfo-
nilacao oxidativa pon Si°*.

0 meio de reagdo (2,0ml, 252C) continha KC1 130mM, tampao He
pes 2,0mM {pH 7,1), succinato 1,0mM, rotenona 5,0uM, e dife-
rentes concentragoes de fosfato. As reagoes eram iniciadas cgm
adigoes de mit?condrias(l,Smg/ml) seguidas das adigoes de Sr
(150nmoles mg~' proteina). As velocidades respiratorias de es-
tado~3 eram medidas apds adicoes de 300nmoles de ADP.
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era inicialmente inibida pela captagao de Sr2+ (curvas B}

e em seguida a atividade remanescente era titulada com car
boxiatractilato {inibidor especifico da translocase de nu-
cleotideos de adenina), ou oligomicina (inibidor especifico
da ATPsintetase) . As curvas (A} mostram as respectivas titu
lacSes na auséncia de Srz*. Em ambos os experimentos a velo
cidade de fosforilacao oxidativa era estimada indiretamente
através da velocidade de influxo de HY ao interior da mito-
condria apbs a adigac de ADP (MITCHELL, 1961). Pode ser ob-
servado que as concentracoes de carboxiatractilato e oligo—
micina responsaveis pela inibigao de cerca de 10% na veloci
dade de influxo de protons nos experimentos controles (A) e
ram também responsaveis por incrementos da mesma ordem na i

‘nibicdo causada por sr??*

. Estes resultados indicam que nes-
tas condicdes as duas reagOes (translocagao de nucleotideos
de adenina e sintese de ATP) sao de primeira ordem em rela-
¢do a ATPMg e ADPMg respectivamente. Caso apenas uma enzima estivesse
limitando a velocidade de fosforilagao oxidativa inibida por sr? ndo ha
veria acréscimo desta inibicao quando a outra fosse ligeiramente inibi-
da por carboxiatractilato ou oligomicina. Isto indica que o Sr2+
nao se liga a nenhuma destas enzimas, mas provavelmente a
seus substratos, diminuindo suas concentragoes efetivas. Co
mo o fosfato nao parece ser o fator limitante da velocidade
de fosforilagao oxidativa inibida por sc?t (figura 8), é
possivel que a complexagéo deste cation pelo ATP interno es

rivesse limitando a velocidade de entrada de ADP na mnitocon-

dria, © que por sua vez limitaria também a velocidade da rea

30
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Figura 9 - Titulagio da fosfornilacav oxidativa pon carboxiatractilate.

(C.AT.).

0 meio de reagao (2,0ml, 25%C) continha os mesmos componentes
da figura 2, e diferentes concentragoes de carboxiatractilato
estavam presentes antes da adic3o de mitocondrias (1,25mg/mi).

A curva (B) representa as velocidades de fosforilacao quando as
adicoes de SODnmolei de ADP eram precedidas pela captagao de,
200mmoles de de Sré* mg™! proteina mitocondrial. Em (A) o Sr
era omitido.
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Figura 10- Titulagdo da fosforilacac cxidativa pern oligomicina.
0 meio de reagdo (2,0ml, 259C) continha os mesmos componentes
da figura 2, e diferentes concentragSes de oligomicina estavam
presentes antes da adigao de mitocondrias(2,6mg/ml). A curva
(B) representa as velocidades de fosforilacao guando adigoes de
1.250nmoles de ADP eram precedidas pela captagao de 1l0nmoles
sr2+ mg=1 proteina mitocondrial. Em (A) o Sr2* era omitido.
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cao catalizada pela ATPsintetase.

Inibicao da atividade ATPasica de Parnticulas Sub-

mitocondaials Lnventidas.

Devido & dificuldade na determinagcao das concen
tracoes das espécies envolvidas neste mecanismo de inibigao,

o problema foi abordado utilizando-se particulas submitocon
driais onde a enzima ATPsintetase fica exposta, eliminando-
se a necessidade de transporte dos nucleotideos através da
membrana. Além disso, as concentracgOes das espécies envolvi
das {(mucleotideos e citions), nas suas formas livres e liga
das, podem ser determinadas nos meios de reacao.

A figura 11 mostra a atividade ATPasica de parti-
culas submitocondriais invertidas na presencga de diferentes
concentragoes de ca®t ou sr?*. uma significante inibicao da
atividade ATPasica era observada com o aumento das concen-
tragOes dos cations no meio, Uma inibig¢ao de 50% da ativida
de ATPasica era observada pela presenga de 5,0mM de Sr2+ ou
2,5mM de Ca2+. Uma inibicao de aproximadamente 90% era ob-

servada com concentragdes de 50,0mM de se?t ou 25,0mM de

Ca2+.

A tabela 1 mostra as concentragoes de MgATP, O ver
dadeiro substrato da ATPase (SELWYN, 1967; KAGAWA, 1984), na
auséncia de ca?* ou sr®* ou na presenga desses cations, nas
concentragdes gue causaram 50% e 90% de inibigao. Pode-se ob

servar que em ambos ©0s caso0s, 50% de inibicdo ocorria quan-
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Figura 11- Inibigdao da at&u&%ade ATPasica de pa&t&cuﬁaﬁ submitocondiialis
Anvertidas por St
0 meio de reagao (1,0ml, 329C) continha KCI 130mM, tampao He-
pes 2,0mM (pH 7.,4), fosfoenolpiruvato 8,5mM, NADH ZGDnmoles,
piruvato quznase 3,7 unidades, des:drogenase lactica 9,6 uni-
dades, partlcglas submttocon&r:ais 0,131mg e diferentes concen
tracoes de Ca“" e Sr 2+, Apos 3 minutos de incubacao a reacao
foi iniciada pela adigdo de MgZ*l,0mM.



Tabela !

Efeito da concentragac de ca?t e S!L2+ na complexagae de Mgz+ por ATP

[c&:z:éa n] fotak [c&)&ﬂan-ATP] [ Mg 2 +] totak { MgATP{] { ATP] totak Inibigac

mM mi mM mM mid ATPase
ausencia
de - - 1 0,91 2 0
cations
2,5 1,12 1 0,65 2 ~ 50
74+
Ca
25,0 1,83 1 0,15 2 ~ 90
2s 5,0 1,20 1 0,62 2 ~ 50
Sx




do cerca de 1,2mM do ATP total presente no meio (2,0mM) es
tava ligado ao sr?* ou ca®t. sob estas condigCes a concen-
tragao de MgATP cafa de 0,9lmM para cerca de 0,62mM. Com

2+ 2+ total gue causaram

50,0mM de Sr°" total ou 25,0mM de Ca
90% de inibigdo da atividade ATPasica, somente cerca de
0,15mM de ATP estava na forma de MgATP, e o ATP restante es
tava complexado com Sr2+ ou Ca2+.

Estes resultados indicam fortemente que esses ca
tions inibem a atividade ATPasica competindo com o Mg2+ pa
ra a formagao do complexo MgATP. A figura 12 mostra a de-
pendéncia da atividade ATPasica das particulas submitocon-
driais em relaga® a concentragao de Mg2+ no meio de reagao.
Nas condicgoes do experimento da figura 12 a atividade maxi
ma era obtida para uma concentragac de Mg2+ total de apro-
ximadamente 2,0mM (MgATP=1,58mM). Concentragoes superiores

2* total causam inibigao da atividade ATPasica

a 2,5>mM de Mg
devido a uma agao direta do Mg2+ livre sobre a enzima (SEL
WYN, 1967). Pode ainda ser observado na figura 12 que Srz+
ou Ca2+ nao substituem o Mgz+ ou seja que ©s complexos
SrATP ou CaATP ndo sao substratos da enzima.

A figura 13 mostra que quando as particulas sao

i = 2+
incubadas na presencga de concentragoes constantes de Ca

2+ e concentragoes crescentes de Mg2+ existe uma gra-

ou Sr
dual remocgio da inibigao da atividade ATPasica indicando o
carater competitivo na formagéo dos referidos complexos com
ATP. A figura 14 mostra os resultados de experimentos onde

o efeito da concentragaoc de Ca2+ era estudado na presencga
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Figura 12 - Atividade ATPasica de particulas submitocondniais invertidas
na presenga de diferentes cations.
0 meio de reagao (1,0ml,329C) continha os mesmos componentes
da figura 11. Apos 3 minutos de incubagao, a reagao f01 ini-
c:ada pela adagao de diferentes concentragoes de Mg2t (a),
(o), sr (®).

37



1600
(Caa*) mM
1200~
a.
t; - (Srz']tnM
£
i E
+ 800~
w o
n E
28
x g2
53 e 400
T

1,0 3,0 5,0

( Mg®")mMm

Figura 13 - A .inibicdo da_atividade por sntt ¢ Caz+ decresce na presenga
de concentracbes crescentes de Mg™.
0 meio de reagao (1,0ml, 32°C) continha os mesmos componentes
da f;gura 11, na presenca de Sr2* 10,0mM (X ) ou Ca?t 2,5mM
(e},

RS
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2t 0 grafico dos inver-

de diferentes concentracgoes de Mg
sos das velocidades de reagﬁo {(1/v) em fungéo dos inver-
sos das concentragoes de substrato (1/S) mostra gue todas
as retas obtidas correspondentes as diferentes concentra-

~ +
coes de Ca2 interceptam a ordenada no mesmo ponto, con-

firmando a natureza competitiva do mecanismo.

Inibigdo da atividade ATPasica deteaminada pon

metodo potenciometrico.

O experimento da figqura 15 foi realizado na au-
séncia do sistema regenerador de ATP (fosfoenol piruvato/

piruvato quinase) gque € também dependente de Mg2+

. A figqu
ra 15A mostra que a adigado de particulas submitocondriais
ao meio de reacao ocasiona uma ra@pida acidificacao do meio
sensivel a oligomicina, inibidor especifico da enzima ATP
sintetase. De acordo com os dados da figura 11, a ativida
de ATPasica determinada por esse método era quase total -

mente inibida pela presenga de Sr2+

40,0mM (fig.15B). A
subsequente adigao de Mg2+ 20,0mM revertia parcialmente a
atividade da enzima,como esperado com base nos resultados
das figuras 12 e 14, Estes resultados eliminam a possibili
dade de que a atividade do sistema regenerador de ATP, tam

bém dependente de Mg2+, estivesse interferindo nocsz nossos

resultados.

Conteado de nucleotideos de adenina em mifocon-
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Figura '14- Efeifo da concentragdo de Ca2+ e M92+ sobre a atividade ATPasica
de particulas submifocondrials invertidas.
0 meio de reagao (1,0m1,329C) continha os mesmos comgonentes da
figura 11, em presenca de varias concentragoes de Ca *. Apds 3
minutos de incubacao, a reacao foi iniciada pela adicao de Mg
nas concentragoes indicadas acima.
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Inibicdo da atividade ATPasica determinada por metode potencio-

metnico.
0 melo de reacdo (2,2m1,309C) iontanha KC1 130mM, tampac Hepes
, OmM (pH 2.2}, ATP 1,3mM, MgZ 1,0mM. Em (A) Sr2* era omitido

euem (B) s P2+ ko, omM estava presente Apos 1 minuto de incuba
¢cao a reagao fgi iniciada pela adicao de PSM 0,6mg. Oligomici

na 3,3ug e Mg“ 20,0mM foram adicionados onde indicado.



drias hepaticas apos captagdo de Ca2+: efeito de ATP ¢

Mgz+ exogencs .

Um dos mecanismos propostos para explicar a ini
bigao da fosforilagao oxidativa por Ca2+ intramitocondrial
& a perda de nucleotideos enddgenos associada ac acimulo
de Ca2$ pela organela (MORENO-SANCHEZ, 1983). Tem sido des
crito que esta perda de nucleotideos pode ser prevenida
guando a captacao de Ca2+ é efetuada por mitocondrias in-
cubadas em meio de reagao contendo ATP e.-Mg?'+ ex0genos
(Z0CCARATO et al, 1981). Os resultados apresentados na ta

bela 2 mostram os conteldos de nucleotideos de adenina to

tais (AMP, ADP e ATP) em mitocondrias em condicges contro

whe - —~ —
le (Ca2 ausente) e apos a captagao de 200mmoles Cazf mg L

de proteina mitocondrial. Quando as mitocondrias sram in-
cubadas na auséncia de ATP e Mg2+ exdgenos, seu contetdo
de nucleotideos de adenina diminuia aproximadamente 25%

dois minutos ap0s sua adicao ao meio de reagao  contendo

Ca2+. Por ocutro lado, quando este experimento era efetua-

24

do na presenga de ATP e Mg havia um aumento no conteiddo

de nucleotideos mitocondrials. Este aumento era mais acen

24

tuado na presenga de Ca”', o que esta de acordo com resul

tados anteriores demonstrando acumulo de Mgz+ e ATP pela

mitocondria nesta condigao experimental (CARAFOLI et al,

1964 e AUSTIN & APRILLE, 1984).

Inibigao da f§osfonilagao oxidativa por ca’t  em



TabelLa 2 - Dosagem de rucleof {depsde adenina mitocondrniais

Mitocondrias de figado de rato (5,0my) foram
incubadas em meio de reagéo (2,7ml,259C) contendco KC1 130mM
tampao Hepes 2,0mM {(pH 7,2) succinato 2,0mM, fosfato 2,0mM
rotenona 5,0uM, BSA 0,lmg%, EGTA 0,5mM na presenca ou nao

2+

de 200nmoles de Ca mg—l de proteina.

2+

(A) Mg e ATP ausentes
(B) Mg2+ (4,0mM) e ATP (3,0mM) presentes no meio do reacao
NUCLEOTIDEOS DE ADENTUA
INTRAMITOCONDRIALS
(nmoles mg~1)
CONDICOES
CONTROLE ca’t (200nmoles)
(a) - (arp;Mg?t) 12,8% 9,9
2+
(B) +(ATP;Mg” ") 13,4 17,16

*0s valores apresentados representam a média aritmética de

dois experimentos.
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mitocondnias suspensas em medlo de reacao contendo ATP e

M92¥.

A figura 16A mostra que a adigac de ADP & suspen
sao mitocondrial respirando no estado de repouso (respira-
cado de estado 4 (CHANCE, 1955)) causa um aumento transitd-
rio na velocidade de respiragao (respiracao de estado 3
(CHANCE, 1955)). A figura 16B mostra que a adicdo de ca®’
A suspensao mitocondrial també&m induz um estimulo similar
da respirac¢ao indicando que o Ca2+ adicionado esta sendo
acumulado pela mitocondria (CARAFOLI et al, 1964). A pos
terior adicdo de ADP causa um pequeno estimulo respiratd -
rio indicando que o ca’’ intramitocondrial inibe a fosfori
lagao oxidativa mesmo na presenga de ATP e Mgz+ exdgenos.

A figura 17 mostra o efeito da concentragao de
Ca2+ sobre a inibicdo do estado respiratdrio 3 induzido por
ADP, na presénga de ATP e Mg2+. E possivel observar que
a inibicgao aumenta com o aumento da concentracgao de Ca2+ .

Porém esta inibic@o & apenas parcial e atinge um maximo a

uma concentracao de Cal"?“lw de aproximadamente 130nmoles mgml.



cmos Oz

(A) {8}

Figura 16 - Tnibi¢ao da fosforilagao oxidativa por Caz+ em mitocondiias sus
pensas em melo de heagdo contends ATP e Mgz
0 meio de reagao (2,0ml, 259C) continha KC1 130mM, tampao Hepes
2,0mM (pH 7,2 2, fosfato} OmM, succinato 2,0mM, rotenona 5, 0uM,
ATP 3,0mM e Mg“™ 4, 0mM, A reagao foi mscnada com adigao de mi
tocondrias (1, Umg/nﬂ) ADP (300nmoles) e Ca’t (200mmoles mg~! de
proteina),_eram adicionados onde indicado na figura. (A) contro
le; (B) Ca?* (200mmoles mg=1).
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Figura 17 - Efeito da concentragao de Ca2+ éggne a vedlocldade de consume de
g,

oxigenic na presenga de ATP ¢ M

0 meio de reacdo {1,3ml, 30°C) continhs KC1 130mi, tampao Hepes
2,0mM {pH 7,2%,,suctinato 2,0mM, fosfato 3,0mM, rotencna 5,0uM
ATP 3,0mM, MgZ L,0mM e EGTA. 0,5qM para a condigao controle. Mi-
tocondrias flgado de rato (1,0mg/mi) era incubada durante |

minuto e Ca”’ era ent3o adicionado nas concentragoes indicadas.

Apds o retorno da respiragao ao estado-4 adicionavam-se 200nmo-
les de ADP (ver figura 15).
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Iv.Discussao

Os resultados apresentados neste trabalho'indicam que
a inibig¢do da fosforilagdo oxidativa em mitocondrias hepati
cas intactas bem como da atividade ATPasica de particulas
submitocondriais por Ca2+ e Sr2+ possa ser explicada em qrande
parte,senac totalmenterpela complexacao de nucleotideos de
adenina pelos referidos cations. Esta complexagaoc limitaria
cineticamente a fosforilagao oxidativa em mitocondrias in-
tactas a nivel das reagoes catalizadas pela translocase de
nucleotideos de adenina e FoF;-ATPase.

A primeira reagao limitaria a velocidade de entra
da de ADP externo para o interior da mitocondria. Este trang
porte € catalizado pela translocase eséecifica gue troca um
apP3” externo por um ATP?” interno nas suas formas livres
(KLINGENBERG & ROTTENBERG, 1977). Na forma de complexo conm
Ca2+ ou Sr2+ o ATP interno certamente nao & transportado pe
la translocase. A reagao catalizada pela F¢F;-ATPase esta-
ria ainda limitada na presenga de altas concentragoes de
Sr2+ ou Caz+ uma vez que seus substratos sao MgADP ou MgATP
nas reagoes de sintese ou hidrdlise de ATP respectivamente.

A estimativa das concentragoes de MgATP nas con-
digoes em que a reagao de hidrdlise de ATP era inibida em

cerca de 90% por Sr2+ ou Ca2+ mostra a existéncia de cerca

de apenas 0,i5mM deste complexo, concentragao esta muito in

.

ferior aq Km = 0,4mM da enzima (KOZLOV & SKULACHEV, 1977)

Os resultados da literatura indicam que mitocon=~
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drias isoladas de diferentes tecidos possuem sensibilidades
diferentes ao ca®?t quanto ao seu efeito sobre a fosforila-
¢ao oxidativa. Estas diferencas seriam explicadas em funcao
de diferengas no conteido de Mg?+ enddgenc bem como diferen
cas nas propriedades de transporte deste ion através da mem
brana destas mitocondrias. Sabe-se que algumas mitocondrias
captam Mg2+ ativamente em algumas condigoCes exparimentais
(BRIERLEY, 1976). Uma condigao que merece destaque & a cap-
tacao de Mg2+ por mitocondrias hepdticas incubadas na presenca de ADP
e ATP onde tanto o cation quanto os nucleotideos sao acumu-
lados no interior da mitocondria por processo pouco esclare
cido e gque & estimulado na presenca de ca’? (MEISKER & KLIN
GENBERG, 1968; CARAFOLI et al, 1964; AUSTIN & APRILLE, 1984)

Estes resultados poderiam explicar a auséncia de
inibigaoc total da fosforilac@o oxidativa por ca®’ em nossos
experimentos com mitocondrias hepaticas incubadas na presen

ca de Mg2+

e ATP bem como a auséncia de inibicac ou reversdo
da inibigao observada por VILLALOBO & LEHNINGER, (1980) e
ABQU-KHALIL, (198l) em mitocondrias tumorais. Nossos resul-
tados com Sre% indicam todavia que a inibicao causada  por
este Ion nao é afetada pela presenca de Mgz+ e ATP no meio

de reagao. Certamente o acimulo de Mg2+ e ATP nao ocorre ou

@ muito lento na presenga de srt.

Outras diferengas observadas entre o transporte de
Ca2+ e Sr2+ em mitocondrias hepaticas, tais como inchamento
mitocondrial, estao de acordo com dados anteriores de nosso

laboratorio (COELHO & VERCESI, 1980) bem como de cutros (CA
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RAFOLI, 1965; CAPLAN & CARAFOLI, 1965}.

O emprego de Sr2+ em nossos experimentos teve
grande importancia em dois pontos fundamentais: a) permi-
tiu o estudo da inibicao da fosforilagao oxidativa em mi-
tocondrias cujo acoplamento e integridade estrutural esta
vam preservados; b) fortaleceu a hipdtese de que a inibi~
gao da fosforilagdo aqui estudada se deve a complexacao en
tre estes citions e os nucleotideos de adenina uma vez que
o grau de inibicao nos dois casos estd de acordo com as
constantes de associagao destes complexos. Assim, 50% de
inibigao da atividade hidrolitica da ATPase era obtida na

2+ e 5,0mM de Sr2+, condi~-

presenca de cerca de 2,5mM de Ca
gSes em gue as concentragﬁes do complexo MgATP eram quase
idénticas e proximas de 0,6mM,

0s estudos com particulas submitocondriaisg, além
de permitirem a determinagao das espécies em contacto direto
com o complexo enzimatico FoF;-ATPase,eliminaram a possibi
lidade de envolvimento de outros fatores no mecanismo des~
ta inibigdo tais como a inibigdo das translocases de nucleo
tideos de adenina e de fosfato.

A reversao da inibigao da atividade ATPasica in-
duzida por incrementos na concentracao de Mg2+ quando as
concentragoes de ca?*t ou Sr2+ eram mantidas constantes, in
dicavam claramente a existéncia de competigﬁo entre ﬁg2+ e

estes inibidores na formagao de complexos com ATP. Esta hi

potese era depois comprovada nos experimentos cinéticos on

de os dados representados na forma de duplas reciprocas for
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neceram retas interceptando o eixo das ordenadas no mesmo
ponto, indicando que o Km para Mg2+ era aumentado na pre-
senca de Ca2+.

Alguns autores propdem que a inibigao da fosfori
lagao oxidativa por Ca2+ pode ter um importante papel na
requlacido do metabolismo celular (CARAFOLI et al, 1964;
MEISNER & KLINGERBERG, 1968; VALLIERES et al, 1975; JACOBUS
et al, 1975; SORDHAL, 1975; MALMSTROM & CARAFOLI, 1977; RO
MAM et al, 1981; AUSTIN & APRILLE, 1984; MORENO-SANCHES,
1985). Contudo, nossos resultados indicam que esta inibi-
cdo nac deve ocorrer nas condigoes fisioldgicas normais da
cédlula, onde o contetudo total de Caz+ mitocondrial certamen
te nao excede l0nmoles mg”1 (WILLIAMSON et al, 1981) poden-
do, segundo alguns autores, estar na faixa de 0 - Inmoles
mgml (ver revisao de HANSFORD, 1985).

f. importante lembrar que 50% de inibigao da fosfo

rilagao oxidativa por Ca2+eraCK32U&mml@3 quando mitocondrias

intactas eram incubadas na presenca de concentracoes fisio-

16gicas de Mg2+ e ATP. Esta concentragao & cerca de 100

vezes superior a agquelas encontradas em mitocondrias

"in situ” nas condigaes normais. Entretanto, pode ser
atingida em algumas condigbes patolbgicas, onde a ho
meostase do ca’’ intracelular pode estar alterada devi

do, entre outros fatores, a diminuicao de ATP necessario

ao bombeamentc de ca’t para o exterior da célula pela ATPase
+ -

Ca2 ~dependente da membrana celular ou a alteragees na per-

meabilidade desta membrana (MALMSTROM & CARAFOLI, 1977). Nes-
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tas condicdes o grande aumento da concentracgdo de Ca2+ no

citosol permite o acumulo de altas concentragoes de Ca2+
pela mitocondria. Assim, a inibigao da fosforilagao oxida
tiva pelo ca?* acumulado pode ser um fator de complicagao

da patologia primaria, dificultando ainda mais a reversao

da mesma devido d diminuigao da produgao aerdbica de ATP.
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V.Resumo

Nossos resultados mostram que sr?¥ intramitocon-

. . 2+, . . ~ . .
drial, similarmente ao Ca™ , inibe a fosforilacao oxidati-

2+ 2+
a r

va em mitocondria de figado de rato. Ambos, C e 8
também inibem a atividade hidrolitica da ATPase en particu
las submitocondriais. Metade da inibigao mixima dessa ati-
vidade ATPasica foi encontrada numa concentracao de 2 ,5mM
de Ca2+ ou 5,0mM de Sr2+, quando a concentracao de Mg2+ no
meio era 1,0mM. A inibicao da atividade ATPasica por ambos
os cations feoi rapidamente decrescida com o aumento da con
centragaoc de Mg2+ no meio de reacao. Dados cinéticos, na
presenca de diferentes concentragtes de ca?t ou 527, e
determinacao nessas condigoes da concentragao de MgATP, o

substrato da ATPase, indicam fortemente que estes cations

inibem a hidrdlise de ATP competindo com Mg2+ para a forma

cao do comp lexo MgATP. Com base na concordancia entre estes

resultados obtidos em particulas submitocondriais e os re
sultados de titulagdes da fosforilagao oxidativa com carbo
xiatractilato ou oligomicina, em mitocondrias carregadas
com Sr2+, concluimos que Ca2+ ou Sr2+ intramitocondrial i
nibem a fosforilagao oxidativa em mitocondrias intactas pe

lo decréscimo da disponibilidade de nucleotideos de adeni-

na tanto para o translocador ADP/ATP quanto para a ATPsin-

tetase.
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VI.Summanry

2+ 2+

Intramitochondrial Sr®’", similarly to Ca®’, inhibits

oxidative phosphorylation in intact rat liver mitochondria.

2+ 2+

Both Ca and Sr also inhibits the hydrolytic activity of the

ATPase in submitochondrial particles. Half-maximal inhibition

of ATPase activity was attained at a concentration of 2,5mM

2+ 2+ 2+

Ca or 5,0mM Sr in the me-

when the concentration of Mg
dium was 1,0mM. The inhibition of ATPase activity by both ca-
tions was rapidly decreased by increasing the M92+ concentra-

tions in the reaction medium. In addition, kinetical data and

the determination of the concentrations of MgATP, the substra-

te of the ATPase, in the presence of different concentration of

Caz+ or Sr2+ strongly indicate that these cations inhibit ATP

hydrolysis by competing with Mgz+ for the formation of MgATP.

On the basis of a good agreement between these results with sub
mitochondrial particles and the results of titrations of oxida-

tive phosphorylation with carboxyatractyloside or oligomycin in

2

mitochondria lcoaded with Sr + it can be concluded that intrami-

tochondrial Ca2+ or Sr2+ inhibits oxidative phosphorylation 4in

intact mitochondria by decreasing the availability of adenine

nucleotides to both the ADP/ATP carrier and the ATP synthase.
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