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INTRODUCRO

Os dados da literatura nio fazem claramente registro de
quem descobriu a organeia' citoplasmitica denominada
mitoclndria. Menéionam, entreﬁanto, que no periodo de
1850-1890 muitos citologistas observaram elementos granulares

no citoplasma de diferentes células. De acordo com LEHNINGER

(1964), KOLLIKER em 1888 tenha sido talvez o primeiro a
descrever a existéncia destes granulos caracteristicamente
arranjados em Sarcoplasma:de misculo estriado de inseﬁos,
onde sido bastanfe nuUmerosos. KdLLIKER verificou que esses
grinulos inchavam em égua,. demonstrando que possuiam uma
membrana e que, portanto, formavam um compartimento isclado.
Ainda Segundd LEHNINGER.(lgéd),'BENDA em 1808 dintroduzin o
cristal violeta como um corante para estes grénulos e foi
quem primeiro os chamou "mitocdndria"(de grego "mitos'" =
filamento e '"chondros" = grio).

LEWIS & LEWIS em 1914 (apud LEHNINGER, 1964) estudaram o
comportamento de mitocéndrias em éélulas vivas dé cultura de
tecido, e descobriram que, com o tempo, sofriam mudancas no
éeu formato, tamanho e localizacido. Essas observac¢des
sugeriam que as mitocdndrias exérciam um papel fisioldgico
dindmico e'possuiaﬁ plasticidade na sua estrutura. 0O passo
significativo seguinte no estude das mitocdndrias, foi na
década de 1930 quando BENSLEY (apud LEHNINGER, 1961} tentou
isolé—las de homogeneizado de células de tecido hepdatico, por
meio de centrifugacido diferencial. Embora ndo tenha
conseguido, BENSLEY deixou_regisiradas muitas informac¢des. Um
grande” progresso foi feito por HOGEBOOM, SCHNEIDER e
PALADE(194%) do Instituto Rockeféller, os quais observaram

que micleo, mitocdéndrias e microssomos sdo facilmente
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separdveis de lisados de células de figado de rato por
centrifugacdo diferenciél quando ém meio de sacarose 0,88M.
Estes pesquisadores puderam, entio, obter organelas com a
forma alongada carécteristica; como vistas em células intac-
tas. Variando ¢ meio de isolamenté, no entanto, com solucgdes
&e NaCl contendo baixas concentracdes delsacarose, observaram
que o formato das érganelas 6btidas era esférico e pareciam
inchadas. Na mesma épqca KENNEDY & LEHNINGER (1948) estudando
o sistema multienzimatico que catéliza a oxidacdo de Acidos
graxos, mostraram que a atividade deste sistema era dependen-
te da concentracgido de certos solutos orglnicos e inorginicos
no meio, indicando, por sua vez; que a atividade estava
presente em alguma estrutura oémoﬁicamente ativa. Em seguida
aplicaram a metodologia de ceﬁtrifugagéo fracionada de
HOGEBOOM et alii (1948) e verificaram que este sistema
multienzimdtico estava contido nés mitocdndrias.,

Varios pesquisadores, estudando o processo de respiracio
celular na década de 50, jé observavam que mitocdndrias
sofriam mudang¢as no volume associado a respiracdo (RAAFLAUB,
1953; MACFARLANE & SPENCER, 1033). Embora o objetivo
principal nesses estudos fosse a élucidégéo do processo de
respiracao, algumas observacdes de fluxo idnico em
mitocdndrias respirando j& eram féitas; MACFARLANE & SPENCER
(1953), STANBURY & MUDGE (1953) e;BARTLEY & DAVIES (1954),
estudando o fluxo de ions atravésé da membrana mitocondrial
interna, observaram que mitocdndrias isoladas podiam reter
certos ions, como K+e Mng Quando a respirac¢do era bloqueada,
contudo, K'e Mg +fluiam rapidamenﬁe para o meio de suspensio,
sugerindo que o acimulo desses ioﬁs envolvesse um processo
dependente da respiracio.

O0s estudos de fluxo idnico através da membrana interna

de mitocdndrias isoladas revelaram que o ion Ca2+causava um
inchamento de grande amplitude  em organelas respirando
(RAAFLAUB, 1953; SLATER & CLELAND{ 1953; HUNTER & FORD, 1955;

TAPLEY, 1956). Os mesmos pesquisadores relacionaram este
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efeito com a liberacdo de um fator denéminado "fator -~ U"
ligado a um precursor presente na matriz mitocondrial. O
cdlcio causaria a liberacdo do fator U através da ativacdo de
uma enzima cdlcio-dependente. Essa hipdtese ‘comegou a ser
rejeitada quando foi observado que mitocdndrias podiam
acumular grandes quantidades defcélcio (DeLUCA et alii, 1962;
VASINGTON & MURPHY, 1962). Com base neste fato, CHAPPELL et
alii (1963) levantaram a hipdtese de que o inchamento
induzido por cdlcio fosse de origem osmética e ndo envolvesse

necessariamente o fator U, como proposto por outros.
TII. FLUXO DE CALCIO ATRAVES DA MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA

Os niveis intracelulares e a distribuicdo do cdlcio sio
extremamente importantes na regulacdo de muitos aspectos da
funcio celular, incluindo proliferagﬁo, estimulo da motilida-
de e sistema contratil, excitac¢lo-contracio de células
musculares, controle e secre¢do hormonal e a regulac¢do do
metabolismo celular, para citar alguns. Visto que o ion é
capaz de interagir com um numero muito grande de eventos
fisioldgicos e bioquimicos, existe uma crescente concordincia
de que a regulacdo idnica do meio intracelular ¢ fundamental
para se entender a regulacdo da fun¢3o e metabolismo em
células normais (BYGRAVE, 1978).

A despeito de sua grande importincia, os mecanismos de
regulacdo do cdlcio intracelular Cérecem de muito estudo. A
fim de manter a homeostase do cdlcio nas células, a membrana
plasmatica, o reticulo endoplasmidtico e as mitocdndrias devem
operar de forma integrada para permitir uma distribuicio
adequada do ion nas organelas ou nos eventos intracelulares
sujeitos a sua regulacdo. Dos mecanismos fisioldgicos de
fluxo celular de cdlcio, a captacio pelo.reticulo sarcoplas-
matico (DE MEIS & VIANNA, 1?79) e o bombeamento para fora da
célula, particularmente em membrana de eritrécitos (HOLMES,

1985), ambos mediados por ATPases especificas, s3o os mais
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bem elucidados. Em mitocéndrias, no entanto, apesar de muito
estudo, existe grande controvérsia sébre 0 Seu mecanismo.

Embora ndo possuam uma ATPase especifica para cdlcio em
suas membranas, mitocdndrias isoladas de vArios tecidos
animais possuem um sistema de transporte de cdlcio que se
acrediﬁa participar da homeostase intracelular do fon
(McCORMACK & DENTON, 1986). Quando observado que a adicdo " do
‘corante vermelho de ruténio a mitocdndrias carregadas com
- cdlcio produzia efluxo liquide do cédtion acumulado (MELA,
1968), pensou-se num sistema de transporte constituido por
duas vias distintas: uma de entrada, que pode ser bioqueada
por vermelho de ruténio, e uma de saida, independente da
presenga do corante. Intensos estudos acabaram revelando qﬁe
a entrada de calcio em mitocéndrias energizadas ocorre por um
transportador de alta afinidade pelo cdtion (Km 3-10pM),
sensivel a vermelho de ruténio e com velocidade mdxima de
éransporte em torno de 900nmoles/mg/min (BRAGADIN et alii,
1979}. 0 carreador de cdlcio age em resposta a um potencial
de membrana negativo dentro, desenvolvido pela respiracdo ou
hidrélise de ATP (SELWYN et alii, 1970). Paralelamente a
captacdo do célcio adicionado a mitocdndrias energizadas,
observa-se um estimulo da respiragdo e saida liquida de
prétons da matriz mitocondrial confirmando seu cardter
eletroforético (VERCESI et alii, 1978).

Evidéncias experimentais indicam que o efluxo de cdlecio
da matriz mitocondrial ocorre porl uma - via independente
(distinta da via de influxo) que troca Caz+ por Na+externo en
mitocdndrias de tecidos excitdveis (CARAFOLI et alii, 1974:
CROMPTON et alii, 1976), ou por H em mitoc&ndrias de outros
tecidos como figado, por exemplo (ﬁKERMAN, 1978; NICHOLLS,
1978; FISKUM & LEHNINGER, 1979). De acordo com este modelo, a
distribuig¢do do cdlcio entre "a matriz mitocondrial e o
citosol pode ser alterada pelo estimulo ou inibic3c de uma ou
das duas vias (NICHOLLS e RKRRMAN, 1982). A operacio

simultdnea das duas vias gera um movimento ciclico do ion
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através da membrana, até ~que uma Vsituaqﬁo de equilibrio
diﬁamico‘seja atingida quando, enﬁﬁo, as duas velocidades de
transporte se igualam (POSSAN et alii, 1977; AKERMAN, 1978).
Com mitocdndrias isoladas suspensas em meio de reacdo
que simula as condiQSes intracelulares, as concentragdes de
cdlcio livre extramitocondriais, na situagdo de equilibrio, &
da ordem de 0,5 a 0,8uM (NICHOLLS, 1978; BECKER et alii,
1980). Esta capacidade das mitocdndrias, particularmente na
presenga de Mg2+e ATP, de tamponaf concentracdes de cdalcio
livre externo prdéximas daquelas nb citosol "in vivo", motivou
estes pesquisadores a propor que as mitocdndrias devem agir
como um reservatdrio dercélcio,_ fegulando as concentracdes

citoplasmaticas do ion. .

III. BIOENERGETICA DO FLUXO DE CALCIO ATRAVES DA MEMBRANA
MITOCONDRIAL INTERNA

A teoria quimiosmética de PETER MITCHELL (1961) fornece
subsidios para explicar as 'prbpriedades do transporte
mitocondrial de cdlcio. Segundo MITCHELL, o iinico transporte
ativo em mitocdndrias € o de H+. Portanto, todos os demais
transportes idnicos estdo acoplados quimica ou eletricamente
a este. 0 fluxo de H' em mitocdndrias se da através de duas
bombas principais: a cadeia-respifatéria ejetando prétons da
matriz mitocondrial, e a ATP-sintetase bombeando-os para
dentro. A funcdo da primeira ¢ gerar e manter um potencial
eletroquimico de prétons/( Aiﬂi+) eé torno de 230mV. A segunda
utiliza este potencial para a sintese de ATP.

0 ,AﬁH* é definido como sendo a variacdio liquida da

energia de GIBBS(AG), quando 1 .mol de H' & transportado

atraveés de uma membrana com um potencial elétrico(AV) em mv,
de uma concentragdo de prétons (1) para uma concentracio de

prétons (2), conforme equacionado a seguir:
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'y,
AG = -FAU + 2,3RTlog —
: (n ]1
AG + ; 2,3RT _
F o= AfH = AT - F A?Pi

Que em mV a 30 ko fornece,

| baH = AU~ 60ApH
onde, F é a constante de Faraday, R é a constante universal
dos gases, T é a temperatura abscluta e ApH, a variacdo de pH
através da membrana.

Portanto, a distribuigdo idnica através da membrana
mitocondrial estd sujeita a uma forc¢a eletromotriz, composté
pelo potencial elétrico e pelo gradiente de H+ através da
membrana. A distribuicio do éélcio através da membrana
mitocondrial, por sua vez, esﬁaria sujeita ao potencial
eletroquimico de cél&io ( AﬁCaz+T dado por:

AfcCa’t - 2 8T~ 60apCa’’ onde. ApCaTé a
variacgdo de.~1og'&az+] através dé membrana.

Se o transporte eletroforético de cdlcio fosse o unico
sistema de transporte presente n&s mitocodndrias, os cdalculos
termodindmicos, nas condig¢des de equilibrio, forneceriam
valores para o gradiente de concentrac3o de cdlcio através da
membrana, da ordem de IOépara valbres de AU de aproxiﬁadamen—
te 180mV (MITCHELL & MOYLE,19690; NICHOLLS, 1974; ROTTENBERG,
1975). Porém, os valores experimehtais encontrados sdo muito
inferiores & distribuic¢io termodinidmica calculada (DRAHOTA et
alii, 1965; POZZAN et alii,1977) e, portanto, compativeis com
a existéncia de vias distintas (dependendo do tecido) para o

efluxo eletroneutro do ion (NICHOLLS & AKERMAN, 1982; RIZZUTO
et alii, 1087). '

v, REGULA@RO DAS VIAS DE TRANSPORTE MITOCONDRIAL DE CALCIO
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Dos fatores que podem influif no equilibrio dinimico do
transporte mitocondrial de cdlcio, podemos apontar: os dois
componentes (AU e ApH) do potencial eletroquimico de prétons

{que afetam a distribuicdo do ion, conforme ja descrito), os

. 2+ .
dnions permeantes, e o Mg ,que ndo é normalmente transportado

em membranas mitocondriais, exceto em mitocdndrias cardiacas.
Nestas, o Mg2+inibe competitivaménte o transporte do cdalcio
resultando no aumento de sua concentracdo extramitocondrial
nas condicdes de equilibrio (SCARPA & AZZI, 1961; HUTSON et
alii, 1976).

Os anions permeantes, assim #onsiderados porque estimu-
lam o transporte de calcio para o: interior da mitoctndria,
sdo ions de 4dcidos fracos lipofilicos, como o acetato, o
propionato, o butirato e o f-hidroxibutirato. Estes, atraves-
sam a membrana mitocondrial na forma protonada, fornecendo He
para a neutralizacdo da matriz miﬁocondrial (LEHNINGER,1974).
“ Dos ions permeantes, podemos:destacar como exemplo o ion
HgPO; que acompanha a entrada de cdlcio em mitocdndrias e
dissipa o gradiente de pH, por entrar em cotransporte com HY

(COTY & PEDERSEN, 1975)}. Quando isso ocorre, a membrana, numa

: - P . . ‘ :
tentativa de reconstituir o valor de A{H , devido a queda de

ApH, aumenta Am(Aﬁﬁ+ = AV + 6OApﬁ = 210 a 230mV em organelas
energizadas). Com a entrada simulﬁénea de fosfato, a captacio
de calcio se torna praticamente ilimitada. Até 2 pmoles de
Ca2+/mg de proteina mitocondriél tém sido observados em
condig¢des experimentais em que a integridade mitocondrial é
preservada pela presenca de Mg2+eE ATP  (LEHNINGER et élii,
1974). Em tais condic¢des o fosfaté pode reagir com cdlcio
intramitocondrial e formar o complexo CaS(PO4)2 . De fato,
hidroxiapatita de calcio (CalO(POA)ﬁ(OH)z) é encontrada em

sedimentos de mitocéndrias que acumularam muito calcio em

presenca de fosfato (WEINBACK & VAN BRAND, 1965).
0s ions Na®* e H' também. afetam a distribuigdo de cdlcio
através da membrana mitocondrial, conforme ja descrito. A

. " , oy 2.
articipacio dos fons Na® no efluxo eletroneutro de Ca em
P pag Lus ;
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mitocOndrias de tecidos excitévéis, tem inclusive estimulado
os pesquisadores a correlaciéné—la com © processo  de
despolarizacdo da membrana citoélasmética quando o citosol
recebe grandes quantidades de N£+(SCARPA & AZZONE, 1970 e
AKERMAN & NICHOLLS, 1981). No céso do H , todavia, trabalhos
recentes questionam duramente afexisténcia do transportador
que cataliza a troca Caz+/2H +(GUVTER et alii, 1983).
Dentre os fatores celuléras, de funcdo fisioldgica
conhécida, impiicados na regulaéaa da via de efluxo, estid o

estado redox dos nucleotideos de piridina mitocondriais

que sera descrito no tépico VI.
V. PAPEL FISIOLGGICO DO TRANSPORTE MITOCONDRIAL DE CALCIO

Embora intensamente estudado; o papel fisioldgico do
transporte de cdlcio em mitocéndria$ tem-se mostrado dificil
de ser satisfatoriamente elucidédé. Muitos investigadores tém
sido atraidos por uma interpretégéo baseada na regulacdo do
cdlcio citosdlico, devido 2 capacidade das mitocdndrias em
tamponar o calcio extramitocondfiél em concentrac¢des préximas
daquelas no citosol "in situ" (NI&HOLLS, 1973). Porém, o uso
de microandlises de raios X; (SOMLYO, 1981), ou mesmo
procedimentos de homogeneiza@éo3effracionamento, em presenca
de EGTA ou vermelho de ruténio ﬁafa minimizar o acimulo de’
cdlcio, tem mostrado valores daiofdem de 1 a Sﬁmoles Caz+/mg
de proteina para o conteiddo de @éicio-mitocondrial "in  situ"
(HANSFORD, 1985). |

Esta faixa de concentragéo;dé cilcio é incompativel com
a cinética das vias de influxo é éfiuxo, gque permitem um tam-
ponamento do calcio extramitoéo@driai entre 0,2 e 1 uM

(HANSFORD, 1985). Para isso é necessdrio que as organelas
estejam-carregadas com concenﬁrgqaes de calcio acima. -de
10nmoles de Caz+/mg proteina (NfCHOLLS & RKERMAN, 1982). Tem
sido apontado que tais niveis de concentragdo de cdlcio

encontrados "in situ" seriam mais apropriados na regulacio de
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enzimas intramitocondriais (DENTQN & McCORMACK, 1980). Entre
estas enzimas estdo a Piru%ato‘ desidrogenase fosfato
fosfatase,.a NAD-Isocitrato desidrogenase e & 2-0Oxoglutarato
desidrogenase (HANSFORD, 1985).;

0 complexo Piruvato desidrégenase cataliza a descarboxi-

lagdo oxidativa do Piruvato com a formac3o de Acetil-CoA.

Parte do controle metabdélico daiatividade enzimatica é feito
por um processo de fosfori1aq§o?defosforilaq§o da enzima,
catalizado por uma quinase e umé fosfétase respectivamente. A
forma ativa é a da enzima defosfo;ilada. Em 1972, DENTON et
alii demonstraram que alatividadegda fosfatase era aumeﬁtada
por concentracdes de calcio mitécéndrial da ordem de 1puM.

A enzima NAD-Isocitrato :désidrogenase participa, no
ciclo de KREBS, da retirada de :u& grupamento carbonila do
Isocitraﬁo e formag3o do d-cetoglutarato. Esta enzima é
regulada pelas razdes ATP/ADP eiNADH/NAD+, sendo ativada pelo
declinio destas razdes. Na presénéa de 1uM de Cdlcio o K1/2
de ativacdo desta enzima pelo s@bétrato diminui de 5 a 8
vezes (DENTON et alii, 1978).

A enzima 2-oxoglutarato de$iérogenase, que cataliza a
conversdo do 2-oxoglutarato a mélgto no ciclo do 4&cido tri-
carboxilico, é ativada por célcio:em_torno de 1pM, pela queda
de pH e regulada pela razio ATP/AﬁP na matriz mitocondrial
(HANSFORD, 1972; McCORMACK & DEST@N, 1979).

Uma série de trabalhos recén#es tém demonstrado que, de
fato, o papel fisioldégico do siStéma de transporte de «cdlcio
parece estar relacionado com a regulacdo do metabolismo oxi-
dativo da c¢élula, através da reguiaqéo da atividade destas

desidrogenases (apud HANSFORD, 1985),

VI. LIBERAGAO DE CALCIO MITOCONnRiAL INDUZIDA PELO ESTADO

0XIDADO DOS NUCLEOTIDEOS DE PTIRIDINA

Durante estudos da estequiometria entre o acdmulo de

cdlcio, ejecio de H'e capta@ﬁo?_ée 0, por mitocdndrias de
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coraclo de rato, VERCEST et alii (1978) observaram que quando
succinato era usado como substr&to na presenca de rotenona, a
retencdoc de cadlcio pelas mitocéﬁdrias era maior do que quando
estas estavam oxidando substratés ligados a NAD" . Esta obser-
vac3o confirmava os registros dé LANﬁRY e LEHNINGER (1976)
mostrando que o acumulo e rete@qﬁd de calcio por células
tumorais de Ehrlich intactas, réspirando com succinato, eram
estimuladas pela presenga deé rotenona, a qual inibe a
oxidagdo dos substratos ligados ao NAD" e mantém oS
nucleotideos de piridina mitocoﬁdriais na forma reduzida. Tal
fato sugeria que a retencio do écélcio fosse favorecida pelo
estado reduzido dos nucleotideoq de piridina mitocondriais.
Estudos posteriores com mitoééndrias isoladas de figado
(LEHNINGER et alii, 1978) e corqqﬁo (COELHO & VERCESI, 1980)
indicavam que um forte estimulo do efluxo de cdlcio da matriz
ocorria quéndo 0os nucleotideos de piridina estavam num estado
mais oxidado. Visto que a liber§g§o de cdlcio induzida por
NAD(P) ocorria por uma troca,é insensivel a vermelho de
ruténio, de 1Ca2+da matriz por 2ﬁ+do meio, foi proposto que a
velocidade do sistema de troca Caz+/2H+ seria regulada pelo
estado redox dos nucleotideosé de piridina mitocondriais
(FISKUM & LEHNINGER, 1979).

A interpretacdo de que este processo de liberacdo de
cdlcio pudesse representar umE mecanismo fisioldgico, foi
fortemente contestada por alguns grupos (PFEIFFER et alii,
1979; NICHOLLS & BRAND, 1980; WOiKWICZ & McMILLIN-WOOD, 19R0Q;
SILIPRANDI et alii, 1982}, BEATRﬁCE et alii (1980) e NICHOLLS
& BRAND (1980) obtiveram resultaaos indicando que esta libe-
racio de cdlcio estava associadaécom aumento na permeabiliza-
¢do ndo especifica da 'membraga interna, diminuigdo do
potencial de membrana, inchamento mitocondrial de grande
extensdo e liberacgdo de outros componentes da matriz, tais
- como nucleotideos de adenina, Mg?i K+, etc. Tem sido, também,

sugerido que a oxidac3o de GSH para GSSG e nio a oxidac¢do de

NAD(P)H induz a liberagio de cdlcio (JEWELL et alii, 1982;
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RILEY e PFEIFFER, 1985; VERCESI; 1987).

PFEIFFER et alii (1979) coﬁcluiram que a liberacio de’
calcio da matriz mitocondrial déveria ocorrer por uma permea-
bilidade inespecifica da membrana causada pela fosfolipase AZ'
Esta enzima cataliza a hidrdélise do 4dcido graxo ligado na

posig¢io do C3 do esqueleto do glicerol no fosfolipideo

(esquema I). A enzima estimulada pelos agentes liberadores de

cidlcio degradaria, a uma velocidade maior do que a da reacio
de reacilac3o (catalizada pela éciltransferase), os fosfoli-

pideos da membrana em A4cidos graxos livres, ocasionando a

permeabilizacdo.

Tem sido também mostrado qﬁe a liberacdo de cdlcio de-
pendente de NAD(P)*por mitocdndrias é acompanhado por hidré-
lise de nucleotideos de piridina (LOTSCHER et alii, 1979).
~Segundo proposto pelo grupo Ede LéTSCHER, a ADP-ribose
resultante da degradacio dos nuéleotideos e catalizada por
Qma NAD-ase ativada por célcio,épode reagir com uma proteina
na membrana mitocondrial intérna, 0o que permitiria a
liberacdo do cdalcio {(RICHTER etéalii, 1983). 0 grupo propde
aiﬁdé que a inibicdo da NAD—aseimitocondrial por ATP poderié
prevenir a hidrélise do NAD(PI+ e a liberacdo do cdlcio

(HOFSTETTER et alii, 1981; MOSER et alii, 1983).

VII. AUMENTO DA PERMEABILIDADE NAO ESPECIFICA DA MEMBRANA
MITOCONDRIAL INDUZIDA PELOS OXIDANTES DE NAD{(P)H
MALIS CALCIO EM MITOCﬁNDRIAé DESENERGIZADAS

Embora a proposta de um papel regulador do estado redox
dos nucleotideos de piridina sobre a distribuicio de cdlcio
através da membrana mitocondrial tenha sido fortemente con-

testada, nosso laboratdrio estabeleceu condigbes experimen-

tais que demonstram que este processo pode ser totalmente

reversivel. Estas condig¢des incluem o uso de concentracgoes
' 2+

. o 2 J n
fisiologicas de ATP e Mg +, baixas concentrag¢des de Ca’ ,

acetato em lugar de fosfato como i{on permeante e adicio
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suficiente de concentrag¢des de %—butil hidroperéxido para
produzir uma oxidagdo transitéria dos nucleotiaeos de
piridina pelas atividades combinaéas da glutationa peroxidase
gluﬁationa redutase e NAD(P)H-transidrogenase (veja Fig. 13).
Sob tais condigdes observou-se que mitocdndrias de figado de
rato respirando com succinato apresentavam um aumento
transitdério na concentracgdo de eq;iliﬁrio do calcio extrami-
tocondrial concomitante com a oxiéaQﬁo de NAD(P)H. 1Isto foi
acompanhado de wuma pequena diminui¢io no potencial de

membrana, um aumento na velocidade de respiracio e inchamento

mitocondrial. Com excecdo do inéhamento, todos os demais
eventos foram reversiveis. A diminuigéo no potencial de
membrana devia-se a pelo menos trés processos dissipadores de
energia diferentes: (a) um movimegto ciclico de <c¢dlcio mais
rapido, (b) a reaci3o dependente d§ energia da transidrogenase
transferindo equivalentes redutores do NADH para NADP', e (c)
éossivelmente, um aumento na perméabilidade ndo especifica da
membrana, aumentando a conduténcié para H+, cdlcio e, mesmo,
suporte osmético do meio, o qué explicaria o inchamento
mitocondrial paralelo. Este ﬁltimb componente da diminuigﬁo
do potencial de meﬁbrana assoéiado com O aumento da
permeabilidade nio especifica da @esma, pode ser aumentado
tanto por concentragoes mais elevédas de calcio como pela
omissdo de ATP do meio de reacgio (BERNARDES et alii, 19860).
Por outro lado, a adigldo de ve%melho de ruténio e EGTA
durante o estabelecimento da libefagﬁo de calcio, diminui a
extensdo de ambos, o potencial deé membrana e o inchamento
mitocondrial.

. Existe controvérsia na litératura relacionada com a
l.propriedade do vermelho de ruténié ou EGTA diminuir o efeito
deletério do cédlcio na presenéa de agentes liberadores do ion
sobre 'a membrana mitocondrial (MOQRH et alii, 1983; VERCESI,
1984a; RILEY & PFEIFFER, 1985).-Aiguns autores defendem que o
efeito deletério é diminuido pohqée estes agentes_ previnem:

a) o movimento 'ciclico do cdlcio através da membrana
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{SILIPRANDI et alii, 1977; VERCEEI, 1984a); b) a 1ligacdo do
cdlcio a sitios externos (MOOREi et alii, 1983); ou <¢) a
ligagdo a sitios internos por c%usa do bloqueio da recaptacio
do calcio (RILEY & PFEIFFER, 1985).

Neste trabalho buscamos esﬁudar o processo de permeabi-
lizagdo da membrana mitocondriai interna causado por cilcio e

os oxidantes dos nucleotideos de piridina mitocondriais, com

Ld - Ld 0 - ~
o0 proposito de esclarecer a possivel participacdo de uma
e . . .
série de fatores no seu mecanismo, tais como: a) movimento

ciclico de cdlcio através da membrana, b) energizacio

mitocondrial, c) influéncia do meio de reagdo, d) participa-
_950 da fosfolipase AZ’ e) gfeitb dos aﬁestésicos locais, f)
localizacio dos sitios de ligagﬁq do cdlcio para induzir seu
efeito sobre a membrana e g) eféito da temperatura.

A deteccdo de aumento da péfmeabilidade ga membrana folil

estudada usando-se a técnica cléassica do inchamento mitocon-
drial para acompanhar o influxo liquido de suporte osmético,
associado com o aumento da permeabilidade n3o especifica da

membrana.
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MATERIATIS E METODOS

I. OBTENCAO DE MITOCONDRIAS HEPATICAS

A obtencdo de mitocdndrias de figado de rato foi baseada
no método de SCHNEIDER & HOGEBOOM (1050).

Ratos de 4 a 6 meses pesando entfe 200-250 g e mantidos

em jejum por 12 horas foram decapitados, sem inje¢lo prévia de
drogas, e o figado retirado o mais rdpido possivel e deposita-
do em solugﬁo_de sacarose 0,25M a 0°C. Apds ter sido picado e
lavado duas vezes com a mesma solucdo, procedia-se & homoge-
neizagdo em meio de sacarose 0,25M/Hepes 2,0mM(pH 7,2), com
EGTA 0,5mM para quelar o cdlcio contaminante do meio e evitar
" os efeitos nocivos do ion durante o isolamento. 0O homogeneiza-
do (obtido com um homogeneizador Potter-Elvehjen) foi centri-
fugado por 5 min a 2.500xg (0°C). O sobrenadante foi mantido
em banho de gelo e o sedimento novamente homogeneizado e cen-
trifugado nas mesmas condig¢des. A mistura dos dois sobrenadan-
tes foi centrifugada durante 10 min a 11.500xg (0 °C). Nesta
etapa aﬁarecg uma fina camada lipidica por cima do sobrenadan-
te que é removida com o uso de uma pipeta Pasteur. Descartou-
~se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspensoc em sacarose
0,25M/Hepes 2,0mM(pH 7,2) com EGTA 0,5mM e novamente centrifu-
gado a 11.500xg (0°C) durante 10 min.

0 sedimento resultante foi suspenso em meio de sacarose
0,25M/Hepes 2,0mM(pH 7,2), mantido em banho de gelo e utiliza-
do dentro das 0 horas subseqiientes para se evitar a inclusio,

nos resultados; de fatores ligados ao envelhecimento da prepa-

racao.

II. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE CEREBRO
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Isolamos as mitocﬁndriaséde cérebro usando o procedimen-

to de CLARK-NICKLAS (1970)ﬂ |
- 0 tecido cerebrél foi depbsitado em banho de gelo em meio
"™S + EGTA" contendo ﬁanitol ZQSmM, sacarose 75mM, Hepes 5mM
(pH 7,2), BSA 0,2% e EGTA ImM.;G tecido foi picado com tesoura
e lavade duas vezes com MS + E?TA. 0 tecido picado e sﬁspenso
em 10ml de MS + EGTA contendo Sng de Nagarse foli homogeneiza-
do e seu volume completado para 30ml com MS + EGTA, e centri-
fugado a 2.250rpm durante 5 miﬁ. 0 sedimento foil suspenso. em

10ml de M3 + EGTA e centrifugado a 2.000rpm durante 5 min. A

fracdo do sobrenadante foi centﬁifugada a 12.00Crpm durante 10

min. 0 sedimento resultante, cO&tendo mitocdndrias e sinapto-
somas, foi ressuspenso em 20ml;de MS + EGTA e dividido em 2
tubos (10ml cada). A cada tubofgdicionou—se 10pl de digitonina
10% péra romper a membrana doSé sinaptosomas e liberar as
mitocondrias retidaé dentro. ngtubos foram centrifugados a
12,000rpm durante 10 min. Uma ﬁftima centrifugag¢ido foi feita
com MS sem EGTA nas‘mesmas condicdes da anterior. 0 sedimento

resultante foi suspenso em 0,1-0,2ml de MS sem EGTA.
III. DOSAGEM DE PROTEINA MITOCONDRIAL

A quantificacio de _organeias na suspensdo obtida foi
estabelecida em relacdo ao _cpnteddo total de proteinas,
identificado segundo o método Eie MURPHY & KIES (1960). ©
método é baseado na determinagﬁoéda concentracao de ligacdes
peptidicas através de 1eituras;egpectrofotométricas em 215 e
225nm da solucdoe proteica, obtid% com a diluigdo de 10pl de
suspensdo mitocondrial em ZSmléd; NaOH 5mM. Com a diferenca
entre as leituras pode-se, entgo? obter a concentrag¢io por
comparagdo com uma curva—padrﬁé %eita em iguais condig¢des com

albumina de soro bovino.
IV. MEIOS DE INCUBACAO

0s meios de reagdo usados nas incubacdes para as
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diferentes determina¢fes em mitocondrias de figado e cérebro,

foram compostos basicamente deﬁi(l)'meio de KC1 -~ KC1 130mM,

tampio Hepes 5,0mM (pH 7,2), rotenona 5,0puM, oligomicina

5,0pg/mg de proteina mitocondriél. (2) meio de sacarose - sa-

carose 125mM, KC1 65mM, tampﬁogﬂepes 5,0mM (pH 7,2), rotenona

5,0uM e oligomicina S,OPg/mg de proteina mitocondrial. (3)

meio de manitol - manitol ZOOmM; sacarose 75mM, tampdo Hepes
5,0mM (pH 7,2), rotenona S;OPﬁ e oligomicina §5,0pg/mg de
proteina mitocondrial. A preéenéa de rotenona e oligomicina
sem substratos respiratdrios nbémeio, caracteriza uma condigao
de desenergizacio para mitocéndﬁias. Outras adi¢bes feitas aos
meios de reacdo estio especiffcadas nas legendas de cada

figura.
V. MEDIDA DA VARIACKO B0 VDLUME?MITOCONDRIAL

Suspensdes mitocondriais sﬁo turvas e eSpalham a luz
incidente. A luz espalhada é umé fungdo da diferenca no indice
de refrac¢io entre o contetdo daématriz e ¢ meio, e qualquer
processo gque diminua esta diferenga ird diminuir a 1luz
espalhada (NICHOLLS, 1982). Um épmento no volume da matriz
mitocondrial, associado com a eﬁtrada de solutos permedveis,
resulta numa aproximaqéo entreéq indice de refracg3o da matriz
e o do meio com consequente diminuiqﬁo do espalhamento de luz.
Esta propriedade das mitocéndriés "in vitro" fornece tanto um
método qualitativo quanto quanﬁétativo simples para se estudar
fluxos de solutos através da mémbfana mitocondrial interna.
Mitocdndrias se prestam ben péra esta técnica porque sua
-matriz pode sofrer grandes muda%qas de volume, jid que a mem-
"brana interna sofre apenas desddbramento de seus pregueamen-
tos. O acompanhamento deste prpdesso pode ser feito tanto em
funéﬁo da diminuic¢do da luz traésmitida.em um espectrotfotdme-
tro normal, como, de formafimais sensivel, usando-se um
fluorimetro ajustado para medifﬁa luz espalhada pela suspensio
(LS ="Light Scattering"), diretdmente num angulo de 90 entre a

incidéncia do feixe de 1luz e a c¢élula fotoelétrica. Esta




19

técnica tem sido bastante usadh.porque € um método simples,
Bastante sensivel, rapido e fo}rece um registro continuo da
cinética do inchamento (BEAVIS et alii, 1985).-

Em nossos experimentos us%mos um espectrofotofluorimetro
Aminco Bowman ajustado para umicomprimento de onda de 520nm
para a excitagdo e a emissio cbnfprme HUNTER & HAWORTH (1979).
Foi conectado um registrador ao fluorimetro para registrar as
variac¢des de volume mitocondrial induzidas pelos seguintés

oxidantes de NAD(P)H: a) t—butﬁ] hidroperdxido (t-but.00H), b)

Acetoacetato (AcAc) e b) Diamida.
VI. DETERMINACAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA

Determinou-se o potencialiée membrana a partir da distri-
buicdo do cition lipofilico teﬁﬁafenilfosfénio (TPP" ) entre o
meio de reacgdo e a matriz mitoﬁ@ndrial, usando~se um eletrodo
especifico construido em nossogiaboratério de acordo com KAMO
et alii (1979). Neste eletrodb? utiliza-se uma membrana de
cloreto de polivinila (PVC), cﬁétendo tetrafenilborato (TPB)
éomo trocador de ions. A membra@a é preparada com a mistura de
3ml de tetrafenilborato de sédid 10mM, dissolvido em tetrahi-
drofurano, com 10ml de uma solﬁQﬁo de cloreto de polivinila
5%(p/v) éontendo dioctilftalat@gls%(v/v). A solucdo é colocada
em uma placa-de Petri (6Dcm2degérea) e deixada & temperatura
ambiente para permitir a évapofégéo do solvente (tetrahidrofu-
rano). |

A membrana assim obtida é:tranSparente e tem 0,15 a 0,2mm
de espessura. Com auxilio do mésmo solvente empregado na ob-
tengdo da membrana, cola-se um;éragmento da mesma & extremida-
de de um tubo de PVC (7cm de cbgprimento/0,3cm de didmetro).
Preenche-se o tubo com solugao:de TPP*0,2M, que servird como
solucdo de referéncia interna ( {TPP+]in ). Pela extremidade
aberta ' do tubo introduz-se um'bqtro tubo mais fino contendo em
seu interior um fio de Ag/AgCl?e@ contato com uma solugdo de

dgar 1,5%(p/v) em KC1 saturado; para viabilizar a captacdo do

sinal produzido pelo eletrodo,:conforme mostra o painel {(a) do

a
Y




ESQUEMA II

Esquema ilustrativoe ﬁa;montagem de um eletrodo de TPP' (a),
diagrama da aparelhageﬁ usada para medir o potencial elétrico -
de membrana em mitocéndrias (b) e curva de calibracao do e-

letrodo (¢). AE = diﬁefenga de forca eletromotriz.
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esquema I1T1. Anﬁes do uso, porém; é neéessério que a membrana
seja ativada, mantendo-se o eie%rodo por uma noite em solugdo
de TPPT10mM. A diferenca de féréa eletromotriz { AE) entre o
eletrodo de TPPYe um eletrodoédé referéncia (painel (b) do
esquema II) foi medida por umipbtenciﬁmetro (Beckman Expando-
matic SS-2)} com um registrador ;onectado (Linear Instruments
Corp.). As concentracgdes de iP?* no meic de reacgdo podem,
entdo, ser monitoradas contiﬁuémente, e os valores de AU cal-

culados usando-se a equagdo abaixo:

(v) 5 RT FAE/2,3RT

RT
DAY = 2,3 — log—=- - 2.3 —log (10 - 1)
| ] “ F g(V) 29 g g
onde v, V e AE representamé respectivamente o volume

mitocondrial, volume do meio de?reagéo e potencial do eletrodo
fornecido pelo gradiente de concentracdo de TPPY através da
membrana do préprio eletrodo.50$ valores de OE foram calcula-

dos pela equacido:
RT &= ;
8E = 2,3 ——log [Tpg jin / (TpP ]ex

onde,(TPP+]ex refere-se a conceétragao de TPP" no meio de rea-
cdo. Os sinais do eletrodo ( EE} foram quantificados com o
auxilio de uma curva de calibracdo construida com adigdes
conhecidas de TPP ao meio de heégﬁo (painel (c¢) do esquema
II). O volume mitocondrial codsiderado foi de 1,4p1 por mg de

proteina mitocondrial segundo'KAMG et alii (1979).
VII. DETERMINACAO DE ACIDOS GRAXOS

A solubilidade de molécuiaé de fosfolipideos em solventes
orgdnicos depende da natureza da cadeia do 4cido graxo
. (comprimento e saturacio) e da;éresenqa, no mesmo solvente, de
outras moléculas de lipideoéé com diferente solubilidade.
Fosfolipideos naturais sio geraimente considerados insolilveis
em acetona gelada e soliveis ém outros solventes orginicos

como cloroférmio, por exemplb{ Uma extracdo eficiente de
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lipideos de membranas pode ser ébtida pela homogeneizacdo em
mistura de cloroférmio/metanoi ém um sistema de uma fase. Com
base nestes principios, seguimoé o método de FOLCH et alii
(1957), modificado e adaptadoi ﬁara membranas mitocondriais,
conforme descrito por BROEKEMQIER (1985).

Suspeﬁsﬁes mitocondriaisi submetidas ao inchamento com
cdlcio + AcAc {"amostra") por . Qm periode de 3 min, foram
centrifugadas a 11,500xg (30(ﬁ);e separado o sobrenadante do
sedimento. Suspensaesﬂ”controie% (sem cdlcio, sem AcAc e com
EGTA 0,5mM) foram submetidas éo?mesmo procedimento para obten-

¢do das "amostras".

Aliquotas da "amostra" e'dé "controle" foram misturadas
com metanol (3:4 de volume), e éloroférmio (3:8 de volume da
incubag¢io original) num passé posterior, para evitar a
formagdo de grumos. As amostrésé resultantes do processo de
extracdo foram entido éubﬁetidas;éo método de separac¢io por
Cromatografia de Camada Delgada%(CCD).

Uma camada bem fina de ?silica gel é o mais comum
adsorvente usado em CCD; deve:cénter sulfato de cdlcioc como um
ligante, para proporcionar uma @elhor aderéncia da camada a
placa de vidro. Com auxilio _dé uma seringa aplicam-se as
amostras, em pequenos pontos alinhados ¢ separados uns dos
outros por espagos de aproximéd#mente 0,5¢m, numa das extremi-
dades da placa. Esta e, entéo; &epositada verticalmente, com a
base contendo as amostras, num tanque com solvente eluente
bastante para cobrir a placa iigeiramente abaixo da altura da
linha de aplicacgéo das'amostrésé 0 solvente move-se em direcio
ac topo da placa por capilaridaée carreando oS componentes. da
amostra em velocidades difereﬁtés, de acordo com ¢ grau de
retengio pelo adsorvente. Quaﬁdé 0o solvente se aproxima do
topo da placa, esta deve ser be@ovida do tanque e posta para
secar, apos o que sio veveladasfcom acido sulfurico em chapa
quente. Foi feita uma curvaéﬁaéréo com dcido c¢is-9-Octadeca-
ndéico nas mesmas condic¢des daé émostras para se estimar o grau

de retencgio dos géis.
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RESULTADOS

INCHAMENTO MITOCONDRTAL INDUZIDO POR OXIDANTES
DE NAD(P)H MITOCONDRIATS

A Fig. 1A mostra o padréé éde inchamento mitocondrial
induzido por oxidantes dos nucieétideos de piridina mitocon-
driais. A diamida é referida né 1iteratura como um oxidante
de grupos -SH vicinais de cadeia$ polipeptidicas de membrana
(KURANTSIN-MILLS & LESSIN, 198f)§ Contudo, a diamida, a exem-
plo do t-butil hidroperdxido eéoéacetoacetato, também oxida
NAD(P)H, conforme mostra o gﬁaa de fluorescéncia emitido
pelos nucleotideos de piridina gem presenca dos oxidantes
’(Fig. IB). t-butil Hidroperéxidoi oxida NAD(P)H através do
sistema glutationa peroxidasé—glutationa redutase (Figura
13), enquanto o ‘acetoacetato,: étravés da g-hidroxibutirato
desidrogenase. |

A Fig. 1A mostfa que miﬁocandrias ndo energizadas,
incubadas em presenca de fosfatoé sofrem inchamento induzido
pelos oxidantes de NAD(P)H, t—ﬁuﬁ.OOH (tragade b), diamida
{(tracado c} e AcAc ftragado d), se for adicionado cdlcio logo
apdés a adicdo do oxidante. Se ﬁi;er EGTA presente no meio

([Ca2+]<:10“8M) as organelas n3o incham (tragado a).

INCHAMENTO MITOCONDRIAL INDUZIDO POR DIAMIDA
EM DIFERENTES SUPORTES OSMOTICOS

Existem evidéncias de quefaéoxidaqﬁo de grupos sulfidri-

las podem aumentar a permeabilidade da membrana mitocondrial




FIGURA 1 - Efeito dé t-butil hidroperdéxido, acetoacetato e
diamida éobre 0 inchamento e oxidacdo de NAD(P)H

em mitocdndrias de figado de rato.

0,5mg de proteiné mitocondrial foram incubadas em 1,0ml

de meio de sacaroseé(3OOC) - "Materiais e Métodos® - item III
(2} em presenca de‘foSfato 2,0mM. Experimentos-controle foram
feitos com as mesmaé éoncentragaes dos respectivos oxidantes
de NAD(P)H em preseﬁqé de EGTA 0,5mM. Painel A, a) controle.

Caz+

250uM e oxidantés;de NAD(P)H adicionados onde indicado em
b) t-but.00H 30pM, o) diamida 0,3mM e d) AcAc 0,5mM. Painel
B, fluorimetria dé QNAD(P)H acompanhada a 366-450nm. As
concentragdes dos oﬁidantes de NAD(P)H foram as mesmas do

. painel A.
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interna (VERCEST, 1984b; LE-Quic & LE-QuGC, 1985). Tais

evidéncias s3o ainda reforcadas épor' experimentos mostrando

Que diamida causa hemélise devidb a formagdo de agregados

proteicos ("cross-linking proteiﬁs") na membrana de eritrdci-

tos (KOSOWER et alii, 1982). A agregagéo das unidades protei-

éas na matriz lipidica da membraﬁa do eritrdcito, sob efeito

da diamida, deve-se a ligacdes entre grupos sulfidrilas de

cadeias polipeptidicas vizinha? que foram oxidados pela

diamida (KURANTSIN-MILLS & LESSIN, 1981). Com apoio dessas

o observagdes tracamos os experimehtos da Fig. 2 que mostram o
efeite da diamida sobre a vélocidade e a extensio do
inchamento de mitocdndrias incubédas em meioc contendo KC1
130mM na presenga de cdlcio 250uM e fosfato 2,0mM. 0 tracado
"a" indica que a presenca do pxiﬁante ndo induz inchamento se
o meio contiver EGTAIO,SmM ([pa2?1<:10‘8M), ao passo que, a
presenc¢a de cdlcio (tracado b) ihduz um inchamento de pequena
‘amplitnde. Acrescentando-se, entéo, diamida ao meic contendo
cdlcio (tragado c), observa-se um inchamenfo rapido e extenso.
A Fig. 2B mostra resultad@sésemelhantes aos da Fig. 2A

na condicdo em que as mitocﬁn&riés foram suspensas em meio
contendo manitol e sacarose, e e@ ambos 08 cas0os a osmolari-
ridade final do meio era de 2705 mOsm. Nestas condigdes o
inchamento também é extenso, mas a velocidade é retardada,
sugerindo que a velocidade com qée o soluto penetra a matriz
mitocondrial, devido i permeabilizagéo da mémbrana, é mais

lenta para manitol e sacarose.

EFEITO DA CONCENTRAGCAO DE CALCIO E FOSFATO SOBRE
A VELOCIDADE E EXTENSAO DO INCHAMENTO MITOCONDRIAL

Os. experimentos da Fig. -3 -foram planejados para se
verificar a extensdio do efeité de agentes indutores de
inchamento em condigdes passivas. A Fig. 3A mostra o efeito

da concentracido de cdlcio, a uma concentracdo constante de




FIGURA 2 - Influéncia da composicio osmética do meio de re -

a¢do sobre o inchamento de mitocdndrias de figado

de rato.

0,5 mg de proteina mitocondrial foram incubadas em 1,0mi

de (A) meio de KC1 (30°C) e (B) meio de sacarose (30 °C) -

"Materiais e Métodos" - item III (1) e (2) respectivamente,
em presenga de fosfato 2,0mM (osmolaridade resultante de
270mOsm). Experimentos-controle foram feitos sem cdlcio
adicionado e com diamida 0,3mM + EGTA 0,5mM. a) controle, b)
ca’*250uM e ¢) Ca’*250pM + diamida 0,3mM.
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fosfato, sobre a velocidade e a extensio do inchamento
mitocondrial induzido por diamida. Na Fig. 3B a concentracdo’
de cdlcio foi mantida constante e variou-se a de fosfato.
Pode ser observado pela figura que o aumento na concentracio
de cdlcio estimula a velocidade e a extens3o do inchamento,
“enquanto o aumento na concentracdo de fosfato aumenta

predominantemente a velocidade do inchamento.

EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE O INCHAMENTO

MITOCONDRIAL INDUZIDO POR CALCIO E DIAMIDA

A Fig. 4A mostra o inchamento de mitocdndrias de figado
de rato desenergizadas e na presenc¢a de cdlcio, fosfato e
diamida. A uma temperatura de 17,5‘% as organelas ndo incham
(traquo a), porém, sofrem inchamento rdpido e de grande
‘extensio quando incubadas a 37 % (tracado d). A 25% (tragado
b) ocorre um inchamento lento e de pequena extens3o, mas a
3000 a velocidade e a extensdo do inchamento jia sio conside-
réyeiso

Na Fig. 4B esta destacado um ponto de transiqﬁo que
ocorre no desenvolviﬁento da  permeabilizacio da membrana
mitocondrial interna deﬁendente da temperatura. O ponto de

transicdo se encontra entre 25°% e 30°C, em torno de 26°C.

DETERMINACAO DO POTENCIAL ELETRICO DA MEMBRANA NAS
CONDIGOES CONTROLE E APGS 0 INCHAMENTO MITOCONDRIAL
DEPENDENTE DE CALCIO E DIAMIDA

Ha vériaé formas de se observar o grau de integridade
e/ou permeabiliza¢io da membrana mitocondrial interna de
preparaces de mitocdndrias "in vitro" como, por exemplo, o
controle respiratério (acoplamento), o inchamento e o poten-

cial de membrana. Assim, alguns autores sugerem que o desaco-
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FIGURA 4 - Efeito da temperatura sobre o inchamento passivo

em mitocdndrias de figado de rato.

As condigdes experimentais foram idénticas as da Fig.

2A. Todos 03 experimentos Contiﬁham diamida 0,3mM e Ca2+250pM.

Painel A, a) 17,5°%, b) 25°, ¢) 30°C e d) 37 °C. Painel B

2

porcentagens relativas a velocidade méxima do inchamento, nas

temperaturas absolutas'correspoﬁdentes, do painel A.

k1
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FIGURA 5 - Determinacido do potencial de membrana em mitoc8n-

dras de figado de rato.

Mitocdndrias (0,5mg de proteina) foram incubadas em meio

de sacarose (30°C) - "Materiaisge Métodos" - item III (2) em

presenga ou auséncia de.acetoacétato 0,5mM, acrescido de TPP’
30nM. Ca2§50pM e vermelho de ruﬁénio (VR) 0,83uM foram adi-
cionados onde indicado pelas reépectivas setas, e a reagdo
iniciada com succinato (suc) Z,émM. 0 potencial foi medido
com eletrodo especifico e deter@inado conforme descrito em

"Materiais e Métodos" - item V.
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cial de membrana sejam para-

zagdo da membrana mitocondri-

al interna (HUNTER et alii, 1976; AL-NASSER & CROMPTON,
1986).
Na Fig. 5 investigamos a capacidade de mitocdndrias

formarem potencial de membrana q

to induzido pelo oxidante de
acetoacetato
de rato incubadas em meio conten

vermelho de ruténio para impedir

nando submetidas ao inchamen-

nucleotideos de piridina

Esta figura mostra que mitocdndrias de figado

do substrato respiratério e

a captacdo eletroforética de

cdlcio, s3o capazes de formar potencial de membrana em torno

de 170mV. Todavia, quando a pré—incubagéo € feita na presenca

de cdlcio e acetoacetato, a capacidade de formar potencial &

eliminada.

INIBICEO DO INCHAMENTO MITOCONDRIAL

POR DIBUCAINA

Os experimentos da Fig. 6 mostram o inchamento

drial de uma suspensdo de

incubadas num meio contendo 250 pM de cdlcio. O
da Fig. 6 mostra gque nenhum inchamento ocorre quando

mitocondrial sdo oxidados por diamida, se EGTA

sente no meio. 0 tracado "b"

mitocdndrias

ilustra

E ATP + M&?

mitocon-

de figado de 'rato

tracado "a"

NAD(P}H

estiver pre-

a ocorréncia de um

inchamento rédpido e extenso quando os nucleotideos de piridi-

na foram oxidados por diamida antes da adicio

presenca de ATP e Mg2+(tragado c

diminui significativamente a

observado no tragado "b".

de calcio. A

} ou dibucaina (tracado d),
do

velocidade inchamento

EFEITO DE VERMELHO DE RUTENIO SOBRE

O INCHAMENTO MITOCONDRIAL
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FIGURA 6 - Efeito de ATP+Mg e dibucaina sobre o inchamento em

mitocdndrias de figado de rato.

Mitocbéndrias foram incubaﬁgs nas mesmas condigdes da
Fig. 2A. Todos os experimentos?éontinham diamida 0,3mM e Caz+
250pM (exceto no controle). a)'ébntrole com EGTA 0,5mM, b)
sem outras adig¢des, c)} ATP S,D%M + MéC124,0mM e d) dibucaina

0,2mM.
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FIGURA 7 - Efeito de vermelho de ruténio sobre o inchamento

em mitocdndrias de figado de rato.

Mitocdndrias foram incubada$ nas mesmas condic¢des da
Fig. 2A. Todos os experimentés continham diamida 0,3mM
(exceto o do tracado g) e Caz+SOQpM (exceto no controle). a)
controle com EGTA 0,5mM, b) sem outras adigdes. Nas condicgdes
do tragado "b" foi acﬁescentadé vermelho de ruténio nas
seguintes concentrag¢des: ¢) lnmol/mg, d) 2,5nmoles/mg e e)
6,0 nmoles/mg; f) vermelho de ruﬁénio 6,0nmoles /mg + ionomi-

cina 0,2png/mg; g) ionomicina 0,2pg/mg.
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Os experimentos da Figé 7 foram planejados para
esclarecer se o inchamento mitécondrial observado em nossos
experimentos foi induzido pelé cdlcio dentro ou fora da
matriz. Embora as mi£oc6ndrias estivessem completamente
desenergizadas, a entrada de célcio na matriz poderia ser
conduzida pela diferenca de atévidade do cition entre o meio
e a matriz. Pode ser visto éa Fig. 7 que concentracdes

crescentes de vermelho de ruténio (que inibe a- captacdo do

cdlcio mediada pelo carreador) diminui progressivamente a

velocidade do inchamento mitocondrial (tragados "c", "d" e
"e"). Contudo, a adicdo do ionéforo de cdlecio - ionomicina
(1inha pontilhada - traga@oé f) aboliu Completamente a

inibicdo causada por vermelho de ruténio 6puM, indicando que o
efeito do «cdlcio sobre a pérmeabilizaqéo da membrana é
mediado por sitios internos deéligagéo do ion. O tracado "g"
{linha pontilhada) indica que? na auséncia de diamida, a
ionomicina é capaz de induzir inchamento mitocondrial apds um

intervalo de tempo de aproximadamente & minutos.

2.

CORRELAGAO ENTRE AS CONCENTRAGOES DE Ca- E
'DIBUCAINA SOBRE O INCHAMENTO MITOCONDRIAL

Durante nossos estudos obs%rvamos que o grau de inibicdo
do inchamento mitocondrial caus%do por dibucaina, como mostra
o tragado "d" da Fig. 0, variavé em diferentes protocolos,
possivelmente, como uma fungaoé da conéentraqéo de célcio
empregada. A fim de avaliar ess?s relagdes, foram planejados
experimentos para se estudar asgvelocidades do inchamento na
presenca de uma concentraqﬁoz constante de dibucaina en
diferentes concentragdes de cdlcio (Fig. 8A). Pode ser visto
que a inibig¢do causada pela droga diminui progressivamente em
concentragdes = crescentes de célcio. Um antagonismo similar

entre a concentracido de dibucaina e cdlcio pode ser observado

na Fig. 8B, onde o efeito da concentragdo de dibucaina foi
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FIGURA 8 - Efeito da concentragdo de cdlcio na inibigdo cau-

sada por dibucaina sobre o inchamento de mitocdn-

drias de fighdo de rato.

Painel A, as condicdes experimentais sio as mesmas da

_Fig. 6 tragado "d" nas quais se variou a concentracio de Ca2+

no intervalo 100-700uM com a concentracio de dibucaina fixa
em 0,2mM. Painel B, as condigSes experimentais foram aé
mesmas da Fig. 6 tracado "d" ohde se variou a concentragido de
dibucaina no intervalo de SO—ZSOuM em concentraqﬁes.fixas de

2
ca“7 150, 250 e 500uM.
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estudado em concentracdes constantes de cdlcio.

DETERMINAGAD DE ACIDOS GRAXOS LIVRES EM MITOCONDRIAS
PRE-INCUBADAS NA PRESENGA DE CALCIO E ACETOACETATO

Alguns autores té&m insistido em que a permeabilidade nfo
especifica da membrana mitocondrial interna sob efeito dos
agentes liberadores de cdlcio (neste trabalho, os oxidantes
de nucleotideos de piridina e fosfato), é devida 3 perturba-
¢do no ciclo de deacilagio-reacilacio (veja esquema I) dos
fosfolipideos da membrana com 4dcidos graxos livres resultan-
tes do processo (RILEY & PFEIFFER, 1985}. A fotogréfié da
Fig. 9A mostra o resultado da cromatografia de camada
delgada, do extrato miﬁocondrial, nas condicdes do inchamento
,passivo em meio de sacarose e KCl, Tanto na situacio ”cbntro-
le" (sem acetoacetato) como na "amostra" (coﬁ acetoacetéto)
ndo foi detectada a presenca de. 4cidos graxos livres nas

aliquotas analisadas.

CARACTERISTICAS DO INCHAMENTO EM
MITOCONDRIAS DE CEREBRO DE RATO

Embora haja evidéncias considerdveis de que a permebili-
zagdo da membrana mitocéndrial interna induzida por calcio
esteja'associada com uma pertufbagﬁo ¢o ciclo de deacilacgdo-
-reacilac¢do de fosfolipideos, estimulada pelos agentes libe-
radores de cdlcio, hd registros que indicam que este parece
ndo ser o caso pelo menos da permeabilizagdo causada por
fosfato e oxidantes de NAD(P)H (CROMPTON et alii, 19§7;
MACEDO et alii, 1988). '

Na Fig. 10A demonstramos que mitocdndrias de cérebro de
rato, cuja atividade da fosfolipase A, é muito inferior a de

mitocdndrias de figado (FISKUM et alii, 1985), também sofrem




FIGURA 3 - Curva dose-resposta dos ions cdlcio e fosfato

sobre o inchamento em mitocéndrias de figado de

rato.

0,5mg de proteina mitocondrial foram incubadas em 1,0ml

de (A) meio de KC1 (30 °C) em presenca de fosfato 2,0mM,

diamida 0,3mM e as concentracgdes de cdlcio indicadas ao lado

de cada tragado, e (B) meio de manitol (30°C) em presenca de

2+
diamida 0,3mM, Ca 250pM e as concentragdes de fosfato
indicadas ao lado de;cada tracado. Meios de reag3o conforme

"Materiais e Métodosﬁ - item III (1) e (3) respectivamente.



(A) {B)

FIGURA ¢ - Determinacdo de 4dcidos graxos livres em camada
fina de silica gel de suspensdes mitocdndrias de

figado de rato.

3mg/ml de proteina mitocondrial foram incubadas em meio
de sacarose (30°C) -~ "Materiais e Métodos" - item III (2) em
presenca de fosfato 2,0mM. Apéds 3mim de incubag¢do na presenca
("amostra") ou auséncia {("controle") de Ca2§50uM + AchAc 0, 5mM
a suspensdo mitocondrial foi tratada para andlise do contendo

de dcidos graxos livres totais conforme "Material e Métodos!

- item VI. Fotografia A, a) sedimento - "controle" , b} didem
"a", ¢) sedimento - "amostra", d) idem "c", e} sobrenadante ~
"controle", f) idem "e'", g) sobrenadante - "amostra', h) idem

"g". 0,006nmoles do padr3o (dcido oleico) foram adicionados

as aliquetas b, d, f e h. Fotografia B, aliquotas do padrio
(dcido cis~9-octadecandico - oleico) submetidas ao procedi-
mento para extracdo de dcidos graxos - "Materiais e Métodos®”

~ item VI, nas quantidades conhecidas: 1) 0,13, 2) 0,04, 3)
0,013, 4) 0,004, 5) 0,0013, 6) 0,0004 e 7) 0,00013 nmoles.




FIGURA 10 - Sensibilidade de mitocdndrias de cérebro de rato

aos efeitos deletérios do cdlcio em presenca de

fosfato e protetor de ATP+Mgz$e dibucaina.

0,5mg de proteinﬁ mitocondrial foram incubadas em 2,0ml

de meio de KC€1 (30°C) - "Materiais e Métodos" - item IIT (1)

em presenca de fosfaio 2.0mM. Experimentos-controle foram

feitos sem cdlcio adicionado e com EGTA-O,SmM. Painel A, a}
24 : 24 2+

controle, b) Ca 100aM, c) Ca 250pM e d) Ca 500uM. Painel B,

condigdes experimentais idénticas &s do painel A tracado "b"

com as seguintes ad;qﬁesz al ATP. 3,0mM e MgCly, 4.0mM, b)

dibucaina 100uM e ¢) sem outras adicgles.
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inchamento quando incubadas na presenca de cdlcio e fosfato.
A Fig. 10B mostra que na condigdo de cdlcio 100uM da Fig. 10A
o inibidor da fosfolipase dibucaina tém seu efeito pronuncia-
do com cerca de 50% de inibic3o sobre o inchamento. Na mesma
condicdo, ainda, ATP e Mg2+inibem aproximadamente 100% o
inchamento, e, comparando-se com;a Fig. 6, o efeito protetbr
sobre a integridade da membrana € ainda_mais acentuado que em

mitocoéndrias hepaticas.

EFEITO DO FOSFATO SOBRE O INCHAMENTO
DE MITOC@NDRIAS DE'CEREBRO DE RATO

A Fig. 11 mostra o efeito dé concentracio de fbsfato a
uma concentracldc constante de calcio sobre o inchamento de
mitocdndrias de cérebro de rato na auséncia de diamida. Tais
mitocéndrias incubadas em meio de manitol e sacarose contendo
cdlcio 250uM n3o incham se ndo houver fosfato no meio (tracga-
do a). Nestas condic¢les a adigdo de concentragdes crescentes
de fosfato induz estimulo na velocidade e extensZo do incha-
mento dentro da faixa 0,1 a 5,0mM. 0 aumento do espalhamento
de luz observado apdés a adigio dé cdlcio é de origem desconhe-

cida.

COMPARACAO D0OS EFEITOS DE DIAMIDA E FOSFATO SOBRE
0 INCHAMENTO DE MITOCONDRIAS DE CEREBRO

0 experimento da Fig. 12 permite uma comparagido dos
efeitos de diamida e fosfato sobfe a velocidade e extensio do
inchamento de mitocdéndrias de -cérebro desenergizadas, na
presenca de calcio 500pM. Pode ser observado que as adigdes
isoladas de 0,3mM de diamida ou 0,25mM de fosfato (tragados
"b" e "c" respectivamente), induzem inchamento de pequena

amplitude e velocidade. O tragadd "d" mostra que a associacgido
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FIGURA 11 - Efeito do fosfato sobre o inchamento de

drias de cérebro de rato.

0,5mg de proteina mitocondrial foram incubadas

de meio de manitol (300C) - "Materiais e Métodos" -

(3) em presenga de BSA 0,5%. Todos os experimentos
2 . . .

Ca +25011M . Fosfato foi adicionado 2,5 mim apds a

cdlcio nas seguintes concentracgdes finais: a) zero,

¢) 0,25, d) 1,0 e) 3,0 e £) 5,0mM.
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FIGURA 12 - Sensibilidade de mitocbndrias de cérebro de rato
aos efeitos isolados de fosfato e diamida éobre-o

inchamento mitocondrial,

0,5mg de proteina mitocondrial foram incubadas em 2,0ml

de meio de manitol (30°C) -~ "Materiais e Métodos" - item I1I

(3). Cada experimento cdntinha 500pM de cdlcio e mais: a) sem
mais adigdes, b) diamida 0,3mM, c) fosfato 0,25mM, d) diamida
0,3mM e fosfato 0,25mM, e) fosfato 2,5mM.
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dos dois reagentes tem efeito sématério tanto na extensao
quanto na velocidade do inchamento. Pode ainda ser observado
que a adicdo de 2,5mM de fosfato; na auséncia de diamida,
induz inchamento de grande ampliﬁude e velocidade (tracado
e), demonstrando que mitocdndrias de cérebro sio mais

sensiveis ao fosfato que mitocbéndrias hepdticas.
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DISCUSSAO

A evolucgdo dos estudos sobré a relagdo das mitocdndrias
‘com a homeostase do cilcio intrﬁéelular comegou com a idéia
de uma funcido armazenadora do ;éétion, porque mitocdndrias
energizadas podiam acumular gﬁandes quantidades do ion
(CHAPPELL & CROFTS, 1965). Postééiormente, a impressio era de
uma estrutura com funcdo régulédora das concentrac¢des do
cdlcio citosdlico, por causa de.gua capacidarle em tamponar a
concentragdo de  calcio 1livre :externo nos ensaios com
organelas isoladas (NICHOLLS, 1978; BECKER et alii, 1980).
Mais recentemente tém sido aﬁribuidcs ao sistema de
transporte de cdlcio mitoéondriai um papel de regulacdoc do
ion na matriz nas condicdes fiéiélégicas (McCORMACK & DENTON,
1986), e um papel na regulacio dé cdlcio citoplasmatico em
situacdes patoldgicas, quando  as concentragdes do cation
estariam extremamente aumentadas (NICHOLLS, 1986).  Esta
dltima funcdo deve ser considerada vital para a c¢élula como
um mecanismo de defesa, gragag a grande capacidade das
mitocdndrias em acumular cadlcio dﬁando iscladas e incubadas
em meio com concentragaés fisiolégicas de ATP, MgZ*e fosfato,
sugerindo que "in vivo'" possam ;pfevenir que concentracoes
citosélicas de cédlcio subam a nifais téxicos e ativem enzimas
degradativas {(NTCHOLLS, 1986).

Muitos autores jé reportaraﬁ que mitocdndrias isoladas
sofrem perda de sua func¢io e inﬁegridade estrutural quando
carregadas com grandes quantidadés de cdlcio, na presenca de
alguns fatores geralmente referi&os como agentes liberadores
de cdlcio, se Mgzé ATP forem omiﬁidos do meio de incubagio
(NICHOLLS & RKERMAN, 1982). A désbeito de intensa investiga-
cd0o, ndo ha consenso quanto a parkicipaqﬁo de alguns fatores

neste mecanismo, tais como (a) : energia respiratdéria, (b)
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deplegio de GSH mitocondrial,‘(c) movimento ciclico de cdlcio
através da membfana, {(d) ativaqéé da fosfolipase A2 intrami-
tocondrial e acdmulo de 4cidos graxos insaturados, (e) ativa-
¢do de uma NADase e consequente hidrélise de nucleotideos de
piridina, (f) inchamento da matriz devido ao aumento da
permeabilidade ndo especifica da membrana a solutos, (g)
abaixamento do potencial de membrana. Alguns desses pontos
foram esclarecidos neste tvabalhé, com base em resultados
obtidos com mitocéndrias desenergizadas e através da técnica
cldssica do inchamento mitocondrial para monitorar o' influxo
de suporte osmético associado com aumento da permeabilidade
ndo especifica da membrana mitocéndrial.

Um aspecto not4vel de nosso trabalho refere-se ao estudo
de alteragdes na permeabilidade da membrana induzidas por
cdlcio, fosfato e oxidantes def NAD(P)H, com mitocdndrias
desenergizadas e em presenca de ionéforo de cdlcio, condicdo
‘sob a qual a concentracio de célcio pode ser equilibrada
através da membrana. Além disso, ‘a auséncia do potencial de
membrana e réspiragao.podem eliminar o eﬁvolvimento de uma
série de fatores no mecanismo ;que aumentaria bastante a
complexidade na interpretacio dos resultados obtidos. As
condig¢les acima demonstram ainda;que ndo had necessidade de um
movimento ciclico de cdlcio através da membrana para que ©
mecanismo de permeabilizaclo ocorra. 0Os resultados da Fig. 7,
de experimentos com vermelho de ﬁuténip, indicam fortémente
que o calcio precisa penetrar 3 matriz mitocondrial para
causar seus efeitos deletérios sdbre a membrana, e corroboram
a ndo necessidade do movimento cfclico de cdlcio no mecanismo

A correlacio entre a concenﬁraqéo de cdlcio e a extensio
do inchamento mitocondrial, obser&ado na Fig. 3A, deve ser
interpretada com base em observagdes anteriores de que
prepara¢ées mitocondriais contémwﬁubpopulagées com diferentes
sensibilidades ao cdlcio {(HUNTER ﬁt alii, 1976). Portanto, a
maior consequéncia da entrada de éélcio em mitocdndrias é a

indugdo de uma transi¢do configuracional acompanhada pelo
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aumento na'extensﬁo_da queda no éspalhamenpo de luz, o que
indica que sucessivas subpopulaé&es de mitocbndrias estido
sofrendo inchamento a concentraqﬁes mais elevadas de cdalcio.
Esta transigdo induzida por célcio nido tem sido aceita como
um mecanismo fisiologicamente ;importante, por causa da
-dificuldade em reverté-la (HACKENBROCK & CAPLAN, 1969), e da
perda de fung¢les mitocondriais :criticas associadas com a
transigdo (LEBLANC & CLAUSER, 19%4).

Uma vez estabelecida a transicdo, a membrana mitocondri-
al pode ser restabelecida e tornér*se impermedvel novamente,

se for adicionado ATP ou substrato, acompanhado com alguns

reégentes como EGTA ou Mng que irio diminuir a relagio Calt
:Mg2+(HUNTER et alii, 1976). A %reveréﬁo da permeabilidade
mantém a sacarose sequestrada na; matriz e isto explica a
falha de mitocéndrias inchadas rétornar ao estado agregado
(LEHNINGER, 1959). |

-A‘temperatura é outro iﬁporﬁante fator no mecanismo do
inchamento mitocondrial équi est@dado, conforme demonstra a
Fig. 4. Quando a dependéncia do ;inchamento mitocondrial emnm
relacdo 3 temperatura é analisadé em condigdes de desenergi-
zagdo, o que se pode destacar de ‘mais importante é um ponto
de transicdo entre 25'ev30°C, 0 que certamente reflete as
transic¢des térmicas revérsiveis_entre 0s estados cristalino e
fluido das cadeias hidrocarbonadas dos lipideos da membrana,

conforme foi postulado para membranas de Mvcoplasma laidlawii,

segundo STEIM et alii (1969) em éstudos de calorimetria dife-
rencial. E bastante provavel, portanto, que nossos resultados
identifiquem uma subordinacio dos processos de inchamento de
mitocdéndrias a4 fluidez da membranﬁ mitocondrial interna.

A eliminagdo da capacidade @ da mitocdndria em formar
potencial de membrana causada porfoxidante de NAD(P)H, como
demonstra a Fig. 5, confirma os registros da literatura de
que o inchamento mitocondrial de grande amplitude causado por
agentes liberadores de cdlcio, é acompanhado de colapso no

potencial, justificando a interprétaqao de uma permeabiliza-
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4950 inespecifica da membrana mitocondrial interna, em tais
condigdes.

0 antagonismo entre cdlcio e dibucaina, observado nos
experimentos da Fig. 8A e B, iﬁdica que deve ser tomado muito
cuidado quando estes agentes sﬁo‘usados neste tipo de estudo.
"Em relacdo a este comportameﬁto ¢ importante lembrar os
resultados de LOW et alii (IQ?O) mostrando que todos os
anestésicos locais, independente da -carga ou da geometria

molecular, deslocam cdlcio ligado a superficie da membrana.

Acredita-se que isto se deva a . propriedade dos anestésicos

locais se dissolverem na matriz lipidica da membrana e
aumentarem a distincia de sepafagao entre proteinas adjacen-
tes e/ou entre sitios de 1igag§o de «calcio em componentes
fosfolipidicos (LOW et alii, 1970). Em nossa opinido, duas
conclusdes importantes podem sér tiradas destes resultados:
(a) a inibicdo do inchamento ééusada pelos anestésicos locais
Mesté associada com a diminuigéd -do calcio ligado na face
interna-da membrana interna, . com consequente aumento no
cdlcio livre da matriz. Isto iﬁdica'que os sitios de ligacio
responsaveis pelos efeitos do ‘cdlcio est8o localizados na
membrana e ndo no espago da maﬁriz mitocondrial. (b) Com base
nos comentdrios acima, o efeito da dibucaina nio deve neces-
sariamente ser mediado pela inibigdo da fosfolipase Ay mito-
condrial. |

‘As conclusdes acima nos mQtivaram a investigar o incha-
mento em mitocdndrias de cérebr_on Embora com wuma atividade
mais baixa da fosfolipase AZ’ comparando-se com mitocdndrias
de figado (FISKUM et alii, 1985), mitocdndrias de cérebro de
rato sdo mais sensiveis aos efeitos deletérios do cdlcio,
fosfato e oxidantes de NAD(P)H,:conforme mostram as Figuras
10, 11 e 12. Nessas mitocdbndrias, mesmo na auséncia de
oxidantes de NAD(P)H, concentraﬁﬁes dé_célcio na faixa 100 a
500uM j& induzem inchamento de grandes proporc¢des, se o meio
contiver fosfato Z,OmM-(Fig. 10A}. Efeito semelhante pode ser

observado com fosfato na faixa 0,1 a 5,0mM, se for adicionado

ONIG R ﬁﬁ;w
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cdlcioc 250pM ao meio (Fig. 11); A Fig. 12 mostra que este
efeito do fosfato é potencializado pela diamida. A auséncia
de Acidos graios livres nos ensaios com mitocdndrias de
figado, nas condig¢des de nossos experimentos, como bem mostra
a Fig. 9, confirma ainda mais ﬁossas convicgdes.

0 efeitco inibidor do ATP é Mg2+sobre ¢ inchamento de
mitocdndrias de figado (Fig. 6} e de cérebro (Fig. 10, traca-
do a), e a alta capacidade def mitocdndrias de cérebro em
reter o cdlcio acumulado quandd em presenca de ATP e Mg2+
(ROSENTHAL et alii, 1987), indicam fortemente que os efeitos
do cdlcio observados em experiﬁentos para medicdo de fluxos
de cdlcio e em experimentos dé inchamente em mitocdndrias
desenergizadas, sdo a expressdc de um mesmo fenbmeno.

Os oxidantes de NAD(P)H, acetoacetato, t-butil hidrope-
roxido e diamida, agem sobre og"pool“ mitocondrial dos nucle-
otideqs de piridina (Fig. 1B) e causam inchamento mito-
‘condrial (Fig. 1A), como j4 reportado anteriormente. 0 incha-
mento induzido por esses agentés indica a ocorréncia de um
mecanismo de-permeabilizagﬁo d# membrana mitocondrialrintekna
dependente do estado redox dosfnucleotideos de piridina. HA&
postulac¢des de que esta alteraééo na permeabilidade é devida
3 remocdo de lipideos da membrana neste mecanismo (RILEY &
PFEIFFER, 1985). De acordo com esta hipdtese, o equilibrio da
reacdo envolvendo o ciclo de deacilagﬁoureacilagéo (Esquema
I) dos fosfolipideos da membrana seria desestabilizado quando
a atividade da fosfolipase Az ligada a membrana interna
estivesse aumentada pelo célcioéda matriz. Paralelamente, a
atividade da Aci1~COAm1isofosfoiipideo acil tranferase esta-
ria inibida. A inibigdo da éciltransferase, quando NAD{P)H
sdo oxidados, deveria ser causada pela diminuicdo da disponi-
bilidade de GSH necessdria para manter a atividade da enzima

{RILEY & PFEIFFER, 1985).

Alternativamente, nosso grupo tem proposto que o actmulo
de GSSG associado com a oxidagddo dos nucleotideos de piridina

mitocondriais (Figura 13), podem induzir a oxidacdo de grupos
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MEMBRANA
MITOCONDRIAL INTERNA -

NADH
NADP\/ZGSH\/?- BUT-00H
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FIGURA 13 - Permeabilizacgio induzida por calcio na membrana
interna de mitocdéndrias de figado de rato durante

a reducdo de t-butii hidroperdxido.

GP, glutationa peroxidase; GR, glutationa redutase; TH,
transhidrogenase; CR, cadeia respiratéria; t-BUT-00H, t-butil
hidroperéxido; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa

oxidada; VR, vermelho de ruténio.
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tidélicos envolvidos com a manutencdo de sua integridade
(VERCESI, 1984b). Esta proposicldo foi baseada na similari-
dade de efeitos (Fig. 1A e B} dos oxidantes diretos de
NAD(P)H (como o acetoacetato, por exemplo) e da diamida, que
é um oxidante de grupos -SH vicinais de membrana (KURANTSIN
-MILLS & LESSIN, 1981), sobre a éonformaqéo mitocondrial e
fluxos de célcio (VERCESI, 1984b}.

Este mecanismo proposto é também reforcado por experi-
mentos mostrando que diamida causa hemélise devido 3 formacio
de pontes dissulfeto na membrana de eritrdécitos {KOSOWER et
alii, 1982). Neste caso, agregados proteicos, formados pela
produgio de pontes -5-38- entre cadeias polipeptidicas vizi-
nhas, foram detectados através de eletroforese com gel
SDS-poliacrilamida (KOSOWER et alii, 1982). De fato, existem
evidéncias considerdveis de que grupos sulfidrilas estejam
envolvidos no controle da permeabilidade seletiva da membrana
mitocondrial interna (LE-QUOC e LE-QUOC, 1985), e que NAD(P)H
mantém a giupationa no estado reduzido (HARRIS, 1979). Expe-
rimentos estdo em curso em nosso laboratdrio a fim de exami-
nar se realmente a liberacgdo transitdéria de cdlcio, induzida
pela oxidagidoe transitéria de NAD(P)H, ¢é acompanhada por
transicdes sulfidrila-dissulfeto proteicos na membrana.

Os resultados apresentados neste trabalho podem ainda
ser relevantes com relacdo ao entendimento do mecanismo de
desenvolvimento de danos celulares associados com o aumento
do cdlcio citosdlico, que ocorre sob algumas situac¢des pato-
légicas éomo a anoxia, por exemplo. E sabido que periodos
prolongados de anoxia celular conduzem ao colapso do potenci-
al da membrana mitocondrial, deplecdo de ATP e glutationa
reduzida (FARBER, 1987; MANDEL et alii, 1987). Neste trabalho
essas condig¢des foram simuladas pelos experimentos com mito-
condrias desenergizadas na presenca de cdlecio e oxidantes - de
NAD(P)H. Por exemplo, a Fig. 3A mostra que, na auséncia de
ATP adicionado, a presenca de calcio extramitocondrial em

concentracbes maiores que 10uM, induz aumento na permeabili-
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dade da membrana, a julgar pelo inchamento mitocondrial. Isto
deve ser um evento <chave no desenvolvimento da injidria

celular causada por isquemia ou por algumas toxinas quimicas.

h
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RESUMO

Mitocéndrias de figado de rato desenergizadas sofrenm
inchamento quandoc incubadas na presenga de cdlcio e um
oxidante de nucleotideos de piridina mitocondriais. Este
inchamento é estimulado por fosfato e aumento da femperatura
de incubacdo, e inibido-por vefmelho de ruténio, ATP+Mg2* e
dibucaina. O grau de  inibi¢do pela dibucaina varia
inversamente com a concentracdo de cdlcio. A inibig3o causada
por vermelho de ruténio é eliminada completamente pela adicdo
do iondéforo de cdlcio ionomicina, indicando que o efeito do
cidtion é mediado por sitios internos de ligagdo. Visto que as
mitocdndrias foram desenergizadas, os resultados indicam que
n3o hd necessidade de movimentd ciclico de cdlcio através da
membrana neste mecanismo. Além disso, os resultados mostram
que mitocdndrias de cérebro de rato, cuja atividade da
fosfolipase A, dependente de cdlcio, é menor que 20% da de
mitocdndrias de figado, sdo bastante sensiveis aos efeitos
deletérios do cdlcio + fosfato ou oxidantes de NAD(P)H,
sugerindo que a remogdo de fosfolipideos da membrana, por
esta enzima, ndo representa o fator mais significativo no
mecanismo do inchamento. Um ponto de trapsigﬁo da temperatura

em torno de 26°C deve indicar ainda uma subordinac3o do

mecanismo do inchamento &8 fluidez da membrana.
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SUMMARY

Deenergized rat liver mitochondria undergo extensive
swelling when incubated in the presence of calcium plus an
oxidant of mitochondrial pyridine nucleotide. This swelling

is stimulated by phosphate and increasing incubation

temperature, and is inhibited by ruthenium red, ATP plus Mg2+
and dibucaine. The degree of inhibition by dibucaine varies
inversely with the <c¢alcium concentration. The inhibition
caused by ruthenium red 1is completely eliminated by thé
addition of the calciﬁm ionophore ionomycin indicating that
. the effect of the cation is mediated by internal binding
sites. Since the mitochondria were deenergized the data
definitely rule out the requirement for calcium cycling
across the membrane in this mechanism. Furthermore, rat brain
mitochondria whose Caztdependent phospholipase Ay activity is
less than 20% of that from liver, are very sensitive to the
deleterious effects of calcium plus phosphate or NAD(P)H
oxidants suggesting that the withdrawal of membrane phospho--
lipids by this enzyme may not be the major factor in the
swelling mechanism. A temperature transition value of 26 e
may still indicate a swelling mechaniém—dependence of the

membrane fluidity.
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