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ABREVIATURAS

Ac = Aqetato

ADP = Adenosina-5'~difosfato

ATP = Adenosina;S'-trifosfato

DTNB = Keido 5,5'~ditio bis—(2-n§trobenzoico)

EDTA = Acido Etileno-diamino-tetra—acetico

EGTA = Acido Etilenowglicolnbis«(aminoetil) tetra—acetico
HEPES = Acido N*Z'"hidrbxietilpiperazina“N'—2“etanosulf3nicq
NAD(P) = Nicotinamida adenina dinucleotideo (fosfato)

NEM = N-etil maleimida

Pi = Fosfato inorganico

RHM = Mitocondria de coracao de rato("rat heart ﬁitochondria")
RLM = Mitocondria de figado de rato("rat liver mitochondria’)
Rot = Rotenona,

Suc = Succinato



INTRODUGAOD

0 fon calcio apresenta grande importancia fisio-
logica em diversos processos metabOlicos. Entre outros, partici
pa como fator de acoplamento entre a excitagao e a contragao
muscular (EBASHI e ENDO, 1968); entre a excitacao e a secregao
em tecido nervoso (ECCLES, 1964), glandulas endocrinas e exderi
nas (BIRMINGHAM e col., 1953; HOKIN, 1966; VALE e col., 1967 ;
ZOR e col., 1968; SAMLI e GESCHWIND, 1968). Alem disso, & impox
tante na regulacao da glicogendlise (MEYER e col., 1964) e como
intermediario na acao dos hormonios mélanotréfico ( DIKSTEIN e
col., 1963), vasopressina (THORN, 1961) e paratormonio (NAGATA e
RASMUSSEN, 1970). A regulagao da concentragao de Caz+ no cito-
plasma e 1iquido tissular, & fundamental para a integracao de
todos estes processos metabolicos. As estruturas celulares en-
volvidas na regglagéo da concentragao do cation, sao a ATPase-
dependente de Ca2+ da membrana plasmatica, o reticulo endoplas-
matico e a mitocondria. A seguir, discutiremos alguns aspectos
do transporte de Ca2+ por mitocondria, relacionados com o pre-
sente trabalho.

As mitocondrias da maioria dos tecidos de wverte-—
brados, bem como de alguns invertebrados estudados,captam Caz a

partir do meio de suspensao, as expensas de energia respirato-

ria ou de hidrolise de ATP (CARAFCLI e LEHUNINGER, 1971). Este
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processo e capaz de gerar um gradiente de concentracao 10 vezes



maior na matriz mitocondrial ( [Ca2¥] :10—3M), que no citoplas
ma ( [ca®™] =1077) (AZZI e CHANGE, 1969; RASMUSSEN, 1970;BYGRAVE
1977). 0 transporte de Caz+precede a fosforilacdo oxidativa na
utilizagao da energia respiratdria, o que foi observado com ﬁim
tocondria hepatica (ROSSI e LEHNINGER, 1964), mitocdndria de ce
lulas tumorais de Erlich (REYNAFARJE e LEHNINGER, 1973) e mito-
condria cardiaca (VEECESI e col., 1978). Tal fenomeno foi com—
provado com a adicao simultanea de Ca2+e ADP em concentracoes
saturantes. Nestas condicoes primeiro a mitocdndria capta todo
o] C32+ e somente apos fosforila o ADP. Este fato, aliado =a capa
cidade de acumular o fon com alta velocidade (800 nmoles.min .
mgml), sugerem qua a mitocondria pode ter um papel mna reguiagﬁo
da distribuicao do ca?® celular (LEHNINGER, 1970; LEHNINGER e
col., 1978 a, b). 0 transporte de Ca2+ em mitocandria- por ser
acoplado aos mecanismos conservadores de energia, tem sido uti-
lizado como modelo de estudo do mecanismo de fosforilacao oxida
tiva, o qual apresenta varios aspectos ainda nao compreendidos
(REYNAFARJE e LEHNINGER, 1977; ALEXANDRE e col., 1978;VERCESI e
col., 1978). Todas estas observagoes tornam o mecanismo de regu
lagao e transporte de Ca2+ por mitocondria objeto de permanente
interesse,

A captagao de ca’? por  mitocOndria induz
ejegao de protons ( ENGSTROM e DE LUCA, 1964) i semelhanca

da hidrolise de ATP pela ATPase mitocondrial. Esta observacao

experimental permitiu que a teoria quimico~osmdtica da fosfori-



lagao oxidativa, proposta por MITCHEL (1961), tambem explicasse
o mecanismo de captagéo de Ca2+ pela organelé. 0O transporte de
eletrons na cadeia respiratdria induz ejecao de protons para a
face externa da mitocondria, com consequente alcalinizacioda ma
triz. Deste modo, forma-se atraves da membrana mitocondrial in~-
terna um gradiente protonico (Ap), composto por dois componentes:
Ap = Ay - ZApH

onde Z & uma constante, Ay e a diferenca de potencial eletrico
atraves da membrana, sendo o interior negativo e o exterior po-
sitivo, e ApH e o gradiente de gt entre a matriz alcalina e 0
citoplasma acido. O potencial protgniéo, que tambem pode. ser ge
ra&o pela hidrolise de ATP, & a fonte de energia tanto para a
fosforilagao oxidativa quanto para o transporte ativo em geral
(MITCHELL, 1969; ALEXANDRE e col., 1978). 0 Ca’’ seria assim ,
transportado eletroforeticamente para a matriz mitocondrial em
resposta a diferenca de potenciél entre esta e o exterior (SELWYN
e col., 1970; PUSKIN e col., 1976; HEATON e NICHOLLS, 1976).

A velocidade respiratarig depende da amplitude
do potencial protonico. Quando este ultimo nao & utiliza
do, a respiracao se processa lentamente, em velocidade suficien
te para manter a mitocondria energizada. Esta condigao & conhe-
cida como estado respiratdrio-4 (CHANCE, 1959). Qualquer fenamg
no que utilize o potencial protdnico leva a um estimulc imedia-

to da respiragao, condigao conhecida como estado respiratdrio-3

(CHANCE, 1959). Durante a fosforilacao oxidativa ocorre a volta



de proton para o interior da mitocondria, via enzima ATP-sinte-
tase, e a respiracao @ estimulada (MITCHELL, 1961,1969). No ca-
so do trangsporte de Caz+, com a entrada do ion para a matriz, a
diferenga de potencial eletrico & neutralizada, pois entra um
CaZ+ para cada dois protons ejetades (ALEXANDRE e col., 1978 e
VERCESI e col., 1978). 0 colapso dﬁ potencial eletrico pela en-
trada de Ca2+ estimula a respiracao, a qual aumenta a amplitude
do gradiente de pH até que ocorre inibicao da saida de mais pro

2+ v e s =
. Esta inibigao ccorre

tons, cessando assim a captacac de Ca
gquando sao acumulados cerca de-SO nmoles de Ca2+/mg de proteina
mitocondrial (LEHNINGER e col., 1978 a). Neste ponto a adicao
de um anion de acido permeante provoca o reinicio da - captacao
de CaZ+.

O0s anions permeantes sao de trés catagorias (LEH
NINGER, 1974): {(a) os anions de acidos lipofilicos ffacos como
acetato, propionafo, lactato e beta—hidroxibutirato, que passam
pela membrana mitocondrial na forma protonada e ao atingirem a
matriz, devido ao pH mais alcalino desta, dissociam-se produzin
do H' que colapsam o gradiente de pH (MITCHELL e MOYLE, 1969 ;
LEHNINGER, 1974); (b) bicarbonato, ao qual a membrana mitocon-
drial & impermeavel. Este, no entanto, estia em equilibrio com o
C02 dissolvido no meio, o qual penetra ng mitocdondria e pode
ser hidratado pela anidrase carbonica, produzindo HZCO3 na ma-

. . . +
triz, qgue se dissocia em H /HCO3 (ELDER e LEENINGER, 1973); (<)

o fosfato, que & transportado por meio do sistema " symporter "



de H+/HZ?04 ou um sistema equivalente que troca OH da matriz
por HEPOZ (MITCHELL e MOYLE, 1969 ; LA NOUE e TISCHLER,1976).0s
anions permeantes siao capazes de aumentar sobremaneira a capaci
dade da mitocondria acumular C32+. Na presenca de fosfato, que
e o mais eficiente deles, a mitocondria capta ate 3000 nmoles de
Ca2+/mg de proteina, processoc chamado carregamento macigo da mi
tocondria (LEHNINGER e col., 1978 a).

Todos os anions capazes de acompanhar o Caz+ du~
Tante o transporte-dependente de energia, apresentam a caracte-
ristica de produzirem, direta éu indiretamente, protons na ma-
triz alcalinizada pela respiracao, colapsando o gradiente de pH,
que e a causa da iniﬁig%o do transporte de ca’t ( LEENINGER .
1974). Esta hipotese & reforgada atraves de experimentos usando
anions como nitrato, tiocianato, clorato e percloratec, que sao
solUveis na membrana, porem incapaées de favorecer a‘ captacao
de Ca2+justamente por atravessarem a membrana na forma de anion,
nzo liberando protons na matriz (LEENINGER, 1974).

O Ca2+ pode se ligar a membrana mitocondrial em
um processo independente de energia, isto &, com inibidores de
respiracao e'hidralise de ATP presentes no meio de suspensao
(ROSSI e col., 1967; SCARPA e AZZI, 1968). Estes sitios de liga
gzo na membrana sao relativamente abundantes (ligam cerca de
30 nmoles Caz+/mg de proteina) porém, tem baixa afinidade ¢ K

40 1M) e sao inespecificos, uma vez que também ligam outros ca-

tions mono e divalentes com diversas constantes de afinidade



(SCARPA e AZZI, 1968). Por outro lado, a partir de "plots de
Scatchard”™ da ligagao de ca’t a membrana de mitocondria com res
piragao inibida, foi observado por REYNAFARJE e LEHNINGER(1969)
com mitocondria hepatica e JACOBUS e col. (1975) com mitocon=-
dria cardiaca, graficos tipo bifAsico, indicando que os sitios
de ligacao sao de dois tipos., Foi demonstrado que além dos si-
tios de baixa afini&ade, existe outro tipo em pequeno nimero
(cerca de 1 nmol/mg de proteina), porem com alta afinidade por
C32+ (KM = 0,025 uM). Segpndo os autores, estes sitios estariam
envolvidos com o transporte ativo do ion. Entretanto, AKERMAN e
céi. (1974) e SOUTHARD e GREEN (1974); afirmam que os sitios de
alta afinidade szo consequéncia da inibigao incompleta da respi
ragao, resultando na captagao de pequenas quantidades de Caz+
pela mitocondria. Usando outro tipo de azbordagem, com mitocon-
dria desacoplada e respiracao inibida, condigao na qual & impos
sivel haver transporte de Ca2+, TEW (1977) estudou a inibicao
por Ions da serie dos lantanideos, da ligacao do ca’t- indepen-—
dente de energia e do transporte de CaZ+— dependente de energila
por mitocondria, e confirmou a existencia de sitios de alta afi
nidade.

Os sitios de alta afinidade tem sido associados
a molecula transportadora de Ca2+. Entre os fatores gue sugetrem
a existencia desta molécula estzo:

(a) especificidade para ca’t (LEEHNINGER e col.,

1967),

°



(b) - cinetica <com comportamento de saturagao
(SCARPA e AZZONE, 1970),

(c) inibidores especificos como vermelho de rute
nio e lantanideos (REED e BYGRAVE, 1974) e

(d) ausencia de transporte em mitocondrias de ve
getais e fungos, o que pode significar falta de codificacao ge-
nética para a molécﬁla translocadora nestes organismos ( MOORE
e BONNER Jr., 1977).

Varias tentativas feitas no sentido de isolar a
molecula translocadora de C32+ indicam que esta deve ser uma
glicoproteina, que liga vermelho de ruténio e lantanideos espe~
cificamente (CARAFOLI, 1976). Alguns grupos de pesquisadores
afirmam ter conseguido isola-la (LEHNINGER, 1971; GOMEZ-PUYOU e
col., 1972; SANDRI e col., 1976). No entanto, ainda permanece
por ser definitivamente. esclarecida sua relacdo com o sistena
transportador de CaZ+ (LEHNINGER e col., 1978 b).

0 ca’® participa de muitas reagoes fisicas e bio
quimicas celulares. A concentragao de ca?® livre no citoplasma
e velocidade de fluxo pelos diversos compartiﬁentos celulares,
sao dados importantes no esclarecimento de qual, ou qualis orga-
nelas participam na regulagac da concentragdc do cation no cito
plasma. Os dados da literatura sobre a cinetica do transporte
de ca’t por mitocondria apresentam uma grande variagao.Esta dis
crepancia deve-se principalmente a dificuldade de se medir com

.o~ ~ 24 . . L
precisao a concentragao de Ca” 1livre do sistema, porque diver~



sas substancias presentes no meio de incubagao tem capacidade
de complexar o ion. Varias tecnicas foram desenvolvidas especi-
almente para tentar superar este problema. Entretanto, nenhuma
delas mostrou-se claramente superior as demais, de modo que a

~ . s . - . 2+ . .
questao da afinidade da mitocondria por Ca“ continua em discus-
sao.

Os valores da literatura para a K aparente do

M
transporte de CaZ+, podem ser reunidos em dois grupos distintos,
um com valores relativamente baixos, KM <15 uM (CARAFOLI e AZZI,
1972; REED e BYGRAVE, 1975; JACOBUS e col., 1975;CROMPTON e col.,
1976 b; HUTSON e col., 19276; NOACK e HEINEW, 1977; WILLIAMS e

BARRIE, 1978) e outro com valores relativamente altos,K. >40 A

M
(VINOGRADOV e SCARPA, 1973; SCARPA e GRAZIQETI, 1973; SORDAHL,
16743 VIAL e col. i978).

A velocidade de transporte de C32+ por mitoedn-
dria, guarda uma relagao sigmoidal com o aumento da concentracao
do ion no meio de suspepsao, tendo coeficiente de HILL entre 1,6
e 2 (AKERMAN e col., 1977; WILLIAMS e BARRIE, 1978). Isto signi
fica que o t:ansporte de Ca2+ apresenta cooperatividade, ou seja,
e necessario gque mais de um Ton cilcio se ligue ao sistema trans
locador para que o transporte se processe a velocidade miaxima.
O0s wvalores para VMAX do transporte dg Ca?+ variam‘entre 1 e 15
nmoles de Caz+/mg de proteina /seg, dependendo do método utili-

zado para medir a concentracao de C32+ livre ( VINOGRADOV e

SCARPA, 1973; SCARPA e GRAZIOTTI, 1973; SORDAHL, 1974; HUTISON e



col., 19763 CROMPTION e col., 1976 b, 1978),

0 transporte.de C32+ por mitocondria & iafluen-
ciado por diversos cations mono e divalentes, entre os gquais o
magnesic € o principal. Este, & um potente inibidor competitivo
do transporte de Ca2+, principalmente em mitocondria cardiaca
(VERCESI, 1977; VERCESI e col., 1978), aumentando a KM( HUTSON,
1977) e acentuando d carater sigmoidal da relacdao entre a velo~
cidade inicial de captagao e concen;ragao de Ca2+donmio(AKERMAN
e col., 1977). Apesar destes efeitos do Mg2+sobre © transporte
de Ca2+, existe controvérsia na literatura a respeito do seu
transporte ou nao por mitocondria. BRIERLEY e col.,(1963) e
CRCMPTON e col., (1976 a), relatam que mitocondria caréiﬁca e
capaz de transportar Mg2+ por um sistema diferente daquele do
CaZ+. Independente‘de ser transportado ou mnao, o Mg2+ compete
com o>Ca2+Pelos mesmos sitios de ligagao na membrana; tanto de-
pendentes quanto independentes de energia, e o deslocamento de
um ou outro cation depende exclusivamente da concentragao rela-
tiva dos dois (SCARPA e AZZI, 1968; AKERMAN e col., 1977).

0O magnésio endGgeno mitocondrial encontra-se dis
tribuido pelo espaco intermembranas (50Z), matriz (41%), membra
na interna (5%7) e membrana externa (4%) (BOGUCKA e WOJTCZAK,1971
KUN, 1976). Alguns aspectos da interaggo‘entre o Mg2+ ligado a
membrana e as propriedades funcionais das mitocondrias, foram
estudados por diversos autores.SETTLEMIRE e col., (1968) verifi

. - + L+
caram que o EDTA incrementa grandemente o acumulo de Ka e Li ,
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assim como a turgescencia de mitocondria cardfaca. Como o EDTA
nZo penetra na mitocdndria, & lIcito atribuir este efeito a uma
acao direta sobre a membrana, como a retirada do jon Mg2+, ja
que o EDTA @ um poderoso quelante deste ion. LEE e col. (19713,
demonstraram que durante a captacao de Ca2+ ocorre liberagao do
Mg2+ endogeno seguida pela extrusao de K' da matriz, evidencian
do que a perda de Mg2+ permeabiliza a membrana a K+. LIGETI e
FONYD (1977) trabalhando com valinomicina, que e um ionoforo pa
ra K+, observaram que a adigao de Mg2+ inibe a captacao de K+ s
provavelmente atraveées de mudanga na conformacido da membrana mi-
técondfial. A liberagao de Mg2+ endogeno, induzida por fdsfato
em alta concentracao, foi correlacionada por HOSER e col.(1976)
com o aumento de volume verificado em mitocondria hepatica.Alem
destes aspectos ligados a permeabilidade da membrana, também o
papel do Mgz+ na fosforilagao oxidativa foi estudado. LEE e col.
(1970), verificaram que a concentragao de desacoplador necessa-
ria para induzir maxinma ejegao de Mg2+ endogeno coincide com a
que desacopla a fosforilacao oxidativa.

Apesar de ser atribuido a2 mitocondria um papel
fisiologico na regulacao da distribuicao do Caz+ celular ( LEH-
NINGER, 1970; LEHNINGER e col., 1978 a,b; NICHOLLS, 1978),exis-
te em algumas situagoes da captagao de Caz+“ih vitro" pela orga
nela, uma serie de eventos associados {(desacoplamento, entumes-—
cimento mitocondrial, perda de substratos endogenos e alteracoes

. . - . - . - 2+ -
conformacionais) que sao relacionados 3 liberagao de Mg~ endoge
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no mitocondrial, com consequente permeabilizacdo da membrana.
Esta foi demonstrada ocorref, quando sao liberados 80% do Mg2+
mitocondrial total (HOSER e col., 1976).

0 efluxo de Mg2+ mitocondrial induzido pela cap-
tagao de Cazf e aumentado por fosfato (HOSER e col., 1976 SILI
PRANDI e col., 1977), diamida (SILLIPRANDI e col., 1975, 1977),
oxidacao de NAD(P) mitocondrial (VERCESI, 1979) e e diminuido
por Mg2+ exogeno (BINET e VOLFIN, 1975), vermelho de rutenio
(SILLIPRANDI e col., 1977; VERCESL, 1979) e por um fator cito-
plasmatico mais ADP (BINET e VOLFIN, 1974)., Os primeircs fato-
res potencializam a deterioracao mitocondrial por C32+. Por outro
lado, os ultimos desempenham um papel protetor contra a aggo de
leteria do transporte de Ca2+ sobre mitocondria, e como conse=
quéncia promovem retencao do Caz+ pela organela.

Recentementé, VERCESI e col. (1978)ob£iveram uma
preparagac de mitocondria cardiaca, que quando energizada por
succinato na presenga de rotenona, apresenta capacidade de cap-
tar quantidades muito maiores de Ca2+ na presenga de fosfato,
que mitocondria hepatica. Entretanto, guando energizadas porT
substratos dependentes de NAD ou por succinato na auseéencia de
rotenona, a capacidade desta preparacao de mitocondria cardiaca
reter Ca’" na presenga de fosfato & gomparével a de mitocondria
hepatica.

0 objetivo do presente trabalho, foi investigar

os fatores envolvidos nas diferentes capacidades de mitocondrias



-1L2~

- 2+ .
cardiacas e hepaticas em reter o Ca captado, quando energiza-—
das por succinato ou substrato dependentes de nucleotideos de
piridina. Assim nossos experimentos visaram comparar as altera-

-~ . 2+ 2+ -
¢oes ocorridas durante o transporte de Ca” (perda de Mg endo-
geno, inchamento mitocondrial, desacoplamento)} em ambos os'tipos
de mitocondria. Os dados assim obtidos poderiam nos indicar a
razao da maior resistGncia desta preparacao de mitocondria car-

- 2+ ) - - .
diaca em ser desaccoplada por Ca” e fosfato, bem como a sequencia
de eventos responsaveis pela deterioracao mitocondrial durante

. 2+
0os movimentos de Ca .



MATERIAL E METODOS

HATERTIAL

Para a execugao das técnicas descritas foram uti
lizados os seguintes equipamentos:

Homogeneizador de POTTER-ELVEHJEM, THOMAS CO.Ceg
trifuga refrigerada SORVALL, tipo RC2-B, com rotor SORVALL, ti~
.§0 $8~34. Centrifuga EPPENDORF, modelo 3200. Espectrofotometro
BECKMAN, tipo DU-2. Espectrofotometro de absorgac atomica CARL
ZEISS, modelo FMD 3. Eletrodo de oxigenio YELLOW-SPRINGS INST.
€CO0. modelo 4004. Oxigrafo GILSON,modeloc E~IC. Eletrodo especifi
co de calcio RADIOMETER, modelo F2112. Eletrodo de pH THOMAS CO.
Registrador BECKMAN, modelo 10", Potenciometro CORNING, modelo
10. Microseringas HAMILTON CO. Micropipetas EPPENDORF.

| | A enzima Nagarse era de procedencia da ENZYME
DEVELOPMENT CORP., New York, N.Y. Os demais reagentes utiliza~
dos eram produtos pro-analise ohtidos da SIGMA, MERCK, BAKER ou
MANN. As solugoes eram sempre praparadas com agua desionizada.
Quando nao expliéitamente indicado, os sais utilizadoé eram do
tipo XCln ou KnY'

7 Os eletrodos de Ca2+ e de pH e 08 reagentes Na-
garse, EGTA,HEPES e vermelho de rutenio, foram gentilmente cedi
dos pelo Prof.Dr.Albert L.Lehninger da Johns Hopkins University,

Estados Unidos da America.
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METODOS

Isolamento de mitocondria hepatica

Mitocondria de rato adulto em jejum por 24 horas,
era isolada de acordo com o metodo de SCHNEIDER e HOGEBROOM(1950).
Tecdos os passos da preparaggo eram processados entre 0-2°C e pa
ra isso, todo o material utilizado era mantido em banho de gelo.

Dois animais eram sacrificados por concussao ce-
rebral, os figados pesando entre 12-16 g eram.imediatamente re-
tirados, lavados varias vezes em solucao de sacarose 250 M e
picados com tesoura. A seguir eram homogeneizados adicionando-
se solugao contendo sacarose 250 mM e EGTA 0,5 mM, na proporcio
de 2 ml/g de tecide. 0O homogeneizado era distribuido em dois tu
bos de centrifuga e o volume completado para 80 ml com solugdo
de sacarose. A seguir era ceuntrifugado a 800 Xg por 10 min. a
0°C. 0 sedimento era descartado e o sobrenadante centrifugsado a
10000 Xg por 10 min. O sedimento mitocondrial era lavado com
20 ml de solugao de sacarose sem EGTA e finalmente centrifugado
a 12000 Xg por 10 min. Este UGltimo sedimento era ressuspenso no
menor volume possivel de solugao de sacarose. A concentracao de
proteina mitocondrial era‘determinada pelo metodo de MURPHY ‘e
KIES(1960) e posteriormente diluida para 100 mg de proteina por
ml. Os experimentos eram realizados em intervalo de ate 6 horas

apds a obtengao da mitocGndria,
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Tsolamento da mitocondria cardlaca

Mitoéandria cardiaca era isolada de acdrdo com ©
metodo de VERCESI e col. (1978). Os coragaes, pesando entre 0,5
-0,7 g cada, de quatro ratos eram extraidos como descrito ante-
riormente. Apos varias lavagens com solucao de sacarose 250 mM
eram picados finamente com tesoura e tratados com enzima proteo
1itica (Nagarse) 0,1 mg/ml durante 15 minutos, em meio contendo
sacarose 250 mM, Hepes 3 mM, pH 7,2 e EGTA 0,5 mM. Em seguida
eram lavados duas vezes em soiugﬁo de sacarose afim de remover
a Nagarse e homogeneizados manualmente em homogeneizador de vi-
dro. 0 homogeneizado era diluido em solucao de sacarose'para um
volume de 20 ml/coracao e centrigufado a 700 Xg por 8 minutos a
0°C. 0 sobrenadante era centrifugado a 10000 Xg por 10 minutos.
0 sedimento era ressuspenso em 10 ml de solugao de sacarose por
coragao e centrifugado a 12000 Xg pof 10 minutos. Este ultimo
sedimento era ressuspenso no menor volume possivel de solucao de

sacarose. A proteina mitocondrial era dosada pelo meétodo de

MURPHY e KIES (1960) e diluida para a concentragao de 100 mg/ml.
Tosagem de protedina

A concentragaoc de proteina da suspensao de mito-
condria era determinada de acordo com o método de MURPHY e KIES
{(1960). Este metodo baseia-se essencialmente na determinacao da

concentracao de ligagoes peptidicas, através de medida da dife-



renga de absorbancia da solugao de proteina em NaOH 5 mM, nos
comprimentos de onda de 215 e 225 nanometros. Esta diferenca e
diretamente proporcional a concentracao de proteina na solugao.

Albumina de soro bovina foi utilizada come padrao.
Deteaminagcao do consumo de oxdigendic

A velocidade respiratoria das mitocondrias era
medida polarograficémente, usando—-se um eletrodo de CLARK aco-
plado a um oxigrafo. A reagao se procescsava em camara de vidro
com agitagao magnetica e circulacac de agua termostatizada a
25%¢c. Nos experimentos realizados com mitocondria hepatica, o
meiq de incubagao basico era constituido por sacarose 125 mM,
KCl 65 mM e Hepes 3 mM, pH 7,2. Nos experimentos com -mitecon~
dria cardiaca, o meio de incubagao basiso era constituido por
KC1 130 mM e Hepes 3 mM, pH 7,2. As demais adigoes, peculiares
a cada experimento, espéo indicadas nas legendas das figuras.

A qualidade das mitocondrias preparadas pelos mé
todos anteriormente descritos, era testada em fungao da ativida
de de fosforilagao oxidativa, com a adicao de ADP e determina-
c¢ao do controle respiratorio, definido como a relacac entre a
velocidade de consumo de oxigeénio no estado-3 e estado-—4.

As mitocondrias hepaticas utilizadas, apresenta-

vam controle respiratorio entre 7-11, engquanto que as mitocon-

drias cardiacas entre 4-6.
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PIGURA 1 - Experimento para determinagao do controle respirato-

rio mitocondrial. O meio de incubagao era o descrifo ne texto
com a adiggo de rotenona 5 ﬁM, succinato 1 mM, fosfato 1 mM .,
1 mg de mitocondria hepatica/ml de meio de incubacao e 200 nmoles
de ADP. A velocidade de consumo de oxigenio e medida em funcao
da inclinacgao da reta que tangencia o tragado nos diferentes es

tados respiratorios.
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. - , +
Deteaminacac do movimento de cal

T, 2+ - ) -
0 movimento de Ca atraves da membrana mitocon=
drial era medido por dois metodos diferentes, de acordo com os

objetivos do experimento.

A - Medida dirneta do movimenfc de Cag+

2+ . - . .
0 transporte de Ca por mitocondria, era medido
. . - 2+, . .
diretamente, por um eletrodo especifico a Ca 1livre no melo de
suspensao., O eletrodo era conectado ao registrador atraves de um
potenciometro com escala expandida, para ampliar as diferencas
-~ 2+ . .

de concentragao de Ca” no melo. Devido a resposta do eletrodo ser
logaritmica, fazia-se previamente uma titulagao com a adigao de
quantidades conhecidas de CaClz.

A reacdao se processava em camara de vidro com agi
tagao magnetica e circulagao de agua termostatizada. A camara
' . . : 2+
possuia entradas independentes para os eletrodos de Ca e de

referencia.
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FIGURA 2 - Calidbragao do eletrodo de Ca~ . 0 meio de incubacgao

era o mesmo da Figura 1 acrescido de rotenona 5 uM,fosfato 1 =M,
succinato 1 mM, CaCl2 era adicionado em pulsos de 200 nmoles on-—

. . 2+ . -~ . - .
de indicado por Ca e 5 mg de mitocondria hepatica onde assina-

lado por M.



...20...

B - Medida Andirneta do movimento de Ca2+

Devido ao fato da sensibilidade do eletrodo de

24 . . 24+ + +

Ca” , ser ligeiramente alterada por Mg s Sr2 e an , DBos expe

rimentos onde tais cations eram usados, fazia-se a medida da cap
~ 2+ - . . . .

tacao de Ca” por metodo indireto. Como mencionado anteriormente,

. D ~ . - ~ 2+
existe acidificagao do meio de suspensao durante captacaode Ca

. 2+~ + . -
Dois ions Ca gao captados e quatrec H ejetados por par de ele-
trons passando por sitio de fosforilaggo oxidativa, levando a uma

- ;- . + . 2+
relagao estequimetrica de 2H ejetados/Ca” captado (AZZONE e col.
1977; VERCESI e col.,, 1978). Entretanto, gquando fosfato esta pre
: ~ I
sente no meio de suspeunsac, ocorre a volta de 1H por fosfato
transportado, resultando em uma relacao estequiometrica de apro-
. + . i .
ximadamente 1H eJetado/CazT captado (REYNAFARJE e LEBNINGER,1977 ).
.~ + . S

AL ejegao de H era medida atraves de eletrodo de
vidro conectadc a um potenciometro, em camara de vidro com agita
¢ao magnética e circulagac de agua termostatizada. O meio de in-
cubacao era o mesmo utilizado nos experimentos de consumo de oxi

genio(vide: Determinagao do consumo de oxigénio)
. -~ 7+ - . .
Deteaminagac do Mg™ endogeno mitocondrial

As variacgoes de conteudo de Mg2+ endogeno eram
determinadas como se segue: aliquotas da suspensdc mitocondrial
contendo 0,5 mg de proteina eram centrifugadas por 20 segundos ,
em tubos de centrifuga EPPENDORF. O sobrenadante era descartado

e o sedimento dissolvido em 1 ml de agua desionizada. A seguir
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adicionava~se 0,2 ml da solucao de diluente recomendado para a
dosagem de Mg2+ pelo metodo de absorgao atomica, o qual centi-
nha: 5385 mg de La203,

pletado a 100 ml com agua desionizada. As dosagens eram precedi-

2,5 ml de HC1l 36 ¥, 4 ml de n-butanol e com

das pela confecgao de uma curva padrao, utilizando-se MgCl,.

Abs
04
o
0'7 ™
& I | I ! ! ] i
A 8 12 16 20 24
Mg 2*(n moles/12ml)
. FIGURA 3 - Curva padrao tipica de um experimento de dosagen de
Mg2+ por espectrofotometria de absorgao atomica.

— - - - -

A reagao se processava em camara de vidro comagil

tagao magnética e circulagao de agua termostatizada. 0 meio de
incubag¢ao era o mesmo do experimento de consumo de oexigenio( vi~-

de: Determinagdo do consumo de oxigenio).



~22=

Medida da vaaidacac de volume mitocondnial

0 aumento de volume mitocondrial era medido espec
trofotometricamente atraves da diminuigao da absorbancia a 700 am
da suspensao mitocondrial (LEHNINGER, 1974). Uma variagaoc no vo-
lume mitocondrial determina uma variacao proporcional na absor-
bancia da suspensao. O comprimento de qnda de 700 nm foi wvriliza
do porque nenhuma subst3ancia normalmente encontrada na mitocon~
dria tem absorbancia especifica neste comprimento de onda.Assin,
as variagoes observadas sao o reflexo de alteragoes do volume mi
tocondrial total e nao de um fator especifico qualquer.

A reacac se processava em cubeta de vidrode 3,0 ml
e 1,0 cm de caminho Optico. O meio de incubagac era o mesmo dos
experimentos de consumo de oxigénio (vide: Determinagao do consu

mo de oxigenio).



RESULTADOS

2+

Capiacao de Ca“’ por mitocondaias cardlacas e hepaticas

Mitocondrias cardiacas e hepaticas comportam-se
. . - . 2+
de maneira diferente quanto a capacidade de reter o Ca capta-—
do (Figura 4. Os experimentos foram realizados na presencga de
P o = . 2+
fosfato 1 mM, condigaoc na gual ha transporte efetivo de (a pa
ra a matriz e nao apenas ligacao a sitios da wmembrana ( LEHNIN-
GER, 1970).
. ~ . - . .. 2+
Mitocondria hepatica inicialmente capta Ca com
grande velocidade, porém rapidamente o libera, antes mesmo de
ser totalmente acumulado (tragado a). Ao contrario desta, mito-
condria cardiaca incubada nas mesmas condigoes capta e rTetém na
. 2+ .. 2+
matriz todo o Ca adicionado, cerca de 120 nmoles de Ca” /mg
de proteina mitocondrial (tragado b). Na presenca de baixas con

centragoes de fosfato, mitocondria hepatica capta e retem todo

2+ .
Ca presente no meio (tragado c).

. . . N +
Desacoplamento mitocondiial Lnduzido por Ca2 e fosfato

2+ . .
0 Ca” tem efeitos marcadamente diferentes sobre
a respiracao de mitocondrias cardiacas e hepaticas, quando ma
presenca de fosfato 1 mM (figura 5). Como fol discutido anteri-

ormente, a velocidade de consumo de oxigenio depende da utili-

zagao do potencial protonico gerado durante o transporte de elé
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FIGURA & ~ Captacgao de ca’® por mitocondrias hepaticas e cardia~

cas. 0 meio de incubaggo (5 ml) era o definido em Material e Métg
dos acrescido de rotenona 5 uM, succinato 1 mM e CaCl2 600 nmoles.
Em (a) mitocondria de figado e fosfato 1 mM; (b) mitocondria de
coraggo e fosfato 1 mM; (c) mitocondria de figado e fosfato 0,1 mM.
mitocﬁnf

Os experimentos eram iniciados com a adigao de 5 mg de

dria, assinalada pela letra M.
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.~ 2+ ~ . .
trons. Com a adicao de Ca a uma suspensac de mitocondria res-—
pirando em estado~4, observa-se uma brusca transicao no estado
- - Ed * - -~ ’ -
respiratorio. No experimento com miteocondria cardiaca (Figura 54),
pode ser verificado que a velocidade respiratoria retorna ao es
. T ~ 2+ . ~
tado anterior, apos a captacao de Ca~ . Por outro lado, mitocon
dria hepatica (Figura 5B) apenas transitoriamente retorma ao es
tado respiratdrio~4, para em seguida ter sua velocidade respira
toria incrementada sucessivamente com o tempo, ate atingir a
anaerobiose. Tal fato indica desacoplamento mitocondrial. A . 1li-
nha tracejada, representa um experimento realizado com mitocon-—
dria hepatica na auseéncia de fosfato exogeno. Neste caso pode
ser observada a transicao respiratoria caracteristica.
0 aumento de volume mitocondrial & outro parame-
tro util na anpalise do grau de acoplamento . das mitocondrias.
- 2+ .
Tambem neste caso, o Ca  na presenga de fosfato induz respostas
diferentes por mitocdndrias cardiacas e hepaticas ( Figura 6).
~ N 2 . - . -

A captacao de Ca” por mitocondria hepatica na presenga de fosfa
to, induz aumento de 70%Z no volume mitocondrial. Se entretanto
acetato for usado como anion permeante, a variagao de volume e
reduzida em 60%Z. O aumento de volume em mitocondria cardiaca in

. ' ~ 2+ -
duzido pela captagao de Ca  , mesmo na presenga de fosfato, e

- - : a - .- bl
praticamente desprezivel quando comparado com mitocondria hepa-~
tica. Tal fato nso indica desacoplamento mitocondrial, mas sim

uma pequena variacao de volume, devido a entrada de HZO como

consequencia do aumento de pressao osmotica na matriz.
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FIGURA 5 - Efeito da adigao de CaZ+ sobre a respiragao de mitocon

~drias cardiacas e hepaticas. O meio de incubacao (2 ml) era o pa-
drao, definido em Material e Metodos, acrescido de rotencna 5 uM,
succinato 1 mM, fosfato 1 mM e 2 mg de mitocondria. (4) mitocon=
dria cardiaca (RHM); (B) mitocondria hepatica (RLM)AhElzlﬁOzmwles

era adicionado onde indicado.



VARIACAO DE YOLUME MITOCONDRIAL
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FIGURA 6 - Variacao de volume de mitocondrias hepaticas e cardia-

cas, induzida por C32+e fosfato. 0 aumento de volume mitocondrial
esta expresso como diferenca de absorbancia ém 700 nm. O meio de
incubagao (1 ml) era o paérgp, acrescido de rotenona 10 UM e fos-
fato 1 mM ou acetato 10 mM, conforme indicado por (+Pi) ou ( +Ac)

respectivamente. (A) mitoccondria hepatica 1 mg e CaCl, 80 nmoles;

z

2 100 nmoles. A reagao era

inieciada com a adicao de succinato 1 mM.

(8) mitocondria cardiaca 0,7 mg e CaCl
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" ~ 7+ ;- . - . - -
Liberacac de Mg™ endogeno por mitocondrnias cardiacas e hepaildl-

cas.

A analise da cinética de liberacao do Mg2+ endo—
geno mitocondrial foi realizada, considerando-se o reconhecido
papel deste cation como estabilizador de membranas biologicas
em geral (SETTLEMIRE e ccol., 1968; LEE e col., 1970; BINET e
VOLFIN, 1975; REED, 1976; LiGET e FONYH, 1977; DUSZYNSKI E
WOJTCZAK, 1977).

Mitocondria de figado isolada pelo método ante-—
riormente descrito, apresentava de 18 a 22 nmoles de Mg2+/mg de
proteina, enquanto mitocondria cardiaca continha 16 a 18 nmoles
de Mg2+/mg de proteina.

Existe uma acentuada diferenga na cinética de 1i
beracao de Mgz+ por mitocondria hepatica, dependendo da composi
gﬁordo meio de incubacao (Figura 7A). A curva a apresenta um
experimento tipico realizado na presenca de Ca2+ e fosfato 1 mM.
Nesta condicao & liberado cerca de 83% do Mg2+end5geno. A rea-—

+ - . . . .
2 total e perdido no primeiro mi

¢ap e muito rapida e 40% do Mg
nuto. Este fenomeno e dependente de fosfato, gque mesmo em con-
centragac relativamente baixa como 0,3 mM, induz rapida libera-
-~ 2 4 —~

cao de Mg {(resultado nao apresentado). Entretanto,com fosfa-
to enddgeno, curva c, a liberacao e significativamente mais len

2+ - L.
ta e apenas 457 do Mg total e liberado. Na presengca de aceta-

to como anion permeante e NEM para inibir o transporte de fosfa
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FIGURA 7 - Liberagaoc de Mg2¥<end5ééno mitocondrial, induzida por
Ca2+ e fosfato. 0 meio ae incubagae (3 ml) era o padr%é, acres—
cido de rotendna 5 uM, CaCl2 240 nmdles e mitoéandrié 3.mg. Em
a) mitocgndria hepatica na .presenca de fosfato 1 mM.$——®; ace-
tato 10 mM e -NEM 40 nmolés/mg de proteina thﬂ)g sem a adicao de

anion permeante &g . Em (B) mitocondria cardiaca na presenca

de fosfato 1 mM &—e); sem a adigﬁo'dg anion permeante o).



to (JOHNSON e CHAPPELL, 1973; COTY e PEDERSEN, 1974) a libera-
cao de Mg2+ endogeno € reduzida a metade daquela induzida por
fogfate, curva b.

A cinética de liberacac de Mgz% endogeno durante
a captacao de Ca2+ por mitocondria cardiaca, mostra-se profunda
mente diferente (Figura 7B). Nesta mitocondria, apesar do .con-
tetido de Mg2+sernligeiramente menor que em mitocondria hepati-
ca, este parece ser menos 1labil a agao do C32+ e fosfato. - Na
presencga de 80 nmoles de Ca2+/mg de proteina e fosfate 1 mM,cur
va a, condicao na qual mitocondria hepatica libera praticamente
todeo o© Mg2+endégeno, mitocandria cardiaca tem o seu conteudo di
minuido em apenas 25%7. 0 fosfato neste caso, induz apenas uma

2+

pequena alteragao na quantidade de Mg liberado, comeo eviden-—

ciado pela comparagao com a curva b.

Efeildo de f»{g2+4ob&e a refengao de ca?? PoH mitocdndria hepdiica

Os experimentos da Figura 8 mostram que o efluxo
2+ . -~ . -
de Ca” —dependente de fosfato em mitocondria hepatica, pode ser
, 24 ' . : - . P
prevenide por Mg~ . Neste experimento, devido a interferencia
2+ PR 2+ .
do Mg~ na sensibilidade do eletrodo de Ca~ , os movimentos des~
te ultimo no meio de suspensao, foram seguidos indiretamente
o -~ . . ~ 2+ c g
com eletrodo de hidrogenin. Assim a captacao de Ca era 1ndica-

da pela acidificagao do meio, enquanto a liberacao do cation,

pela alcalinizacao do mesme. O experimento controle, realizado
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FIGURA 8 - Efeito de Mg2+ exagené sobre a retengao de Ca2+ por
mitocondria hepatica. 0 meio de incubacao (5 ml) era o padrao,
‘"com as seguintes adigges: rotenona 5 QM, fosfato 1 mM, CaC12
500 nmoles e mitocondria hepatica 2,8 mg , {a) controle,sané@ClZ;

(b) MgCiz 1 mM; (c) MgCl, 2 mM; (d) MgCl, 2 mM;(e) MgCl, 5 mM. A

reagao era iniciada com a adigao de succinato 1 mHM.



~ . 2+ - .
na ausencia de Mg exogeno, reproduz o resultado da Figura 4 .
. - . ~ . ~ 2+
Como anteriormente, apos a mitocondria captar uma fragao do Ca
adiciornado, comeca um efluxo do ion para o meio de SUSpPensao
. . . + . -, P
evidenciado pelo movimento de H em sentido contrario.Ms demais
experimentos, MgCl2 era adicionado em concentragoes progressi-
- - 2+
vamente maiores, ate gue mna presenga de Mg012 5 mM, todo o Ca
adicionado (180 nmoles/mg de proteina) era acumulado por mito-
condria hepatica, sem ocorrer efluxo.
- , . . . 72+
Prevengao do desacoplamentc mitecondnial induzido pon Ca e

fdosfato pela presenca de Mg2+ exggenc,

. 2+ ~ .
0 efeito de Mg™ na preservacgao de capacidade fos
. . . - ., - - ~ 2+
forilativa de mitocondria hepatica, apos a captagao de Ca era
determinado pela adigao de ADP ao meio de reacao contendo dife-
-~ 2+ -
rentes concentragoes de Mg exogeno. Como pode ser observado
na Figura 9, o magnesio previne o desacoplamento induzido ror
2+ '
Ca e fosfato. Comparando—se os tracados (a), (b}, (e) e (d4),
.. . o~ ~ 2+ -
observa~se que a diminuigao da concentracao de Mg exogenc .,
acarreta perda pela mitocondria hepatica apos a captac¢ao de
2+ N . . & - .
Ca » da capacidade de fosforilar ADP. No tragado a e visivel
- . .- . 2+
o estimulo respiratorio induzido tanto por Ca” gquanto ADP. En-
tretanto, nos demais, com a diminuicao progressiva da concentra

¢ao de MgClz, a mitocondria perde a capacidade de fosforilar o

. - - 2+ -
ADP, ou seja, e necessario a presencga de Mg~ exogeno para que a
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FIGURA 9 ~ Prevencao do desacoplamento mitocondrial induzido por
2+ 2+ - . . ~

Ca e fosfato por Mg exogenc. O melio de incubagao (2 mi) era

‘o padrao, acrescido de rotenona 5 UM, succinato 1 mM, fosfato

1 mM e mitocondria hepatica 4 mg. CaCl, 320 nmoles e ADP = 40G0

2

nmoles eram adicionados onde indicado pelas setas. En {(a) MgCl2

5 mM, (b) MgCl2 2 mM, (¢} MgCiz

I mM e {(d) sem MgClz,
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YARIACAO DE VOLUME MITOCONDRIAL
("D Ag0)

. + ' . .
FIGURA 10 - Inibicao por Mg2 do aumento de volume mitocondrial
. . + . . ~
induzido por C32 e fosfato. O meio de incubagao (1 ml) era o pa-

drao, acrescido de rqtenoﬁa 10 uM, fosfato 1 mM, CaCl2 40 nmoles

e mitocondria bepatipa 0,5 mg. Em (a) controle sem MgClz, (b))

MgCl, 1 mM, (ec) MgCl, 2 mM, (4) MgCl, 5 mM e (e) MgCl, 10 mM. O

2 2

experimento era iniciado com a adigao de succinato 1 mM.
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. - . - - ~ 2+
mitocondria hepatica permanega acoplada apos a captagao de Ca .
. . . . 2+
0 auymento de volume mitocondrial induzido por Ca
- . . 2+ .
e fosfato e prevenico igualmente por Mg (Figura 10). Quando

MgCl, era adicionado a suspensao mitocondrial em concentracao

2
de 1, 2, 5 e 10 mM ocorria inibigao de 20, 30, 55 e 90% respec

tivamente, do aumento de volume de mitocondria hepatica.

Prevencac poh vermelho de rufenio do desacoplamenitc induzido poi

Caf”’)‘ e fosgalo.

0 vermelho de ruteénio e um conhecido inibidor
~ . s ~ 2+ . ~ . .
nao competitivo da captacao de Ca em mitocondria, cujo modo
de acao acredita-se ser através de ligacao covalente com a mo-
- 24+
lecula translocadora de Ca {REED e BYGRAVE, 1974 e SANDRI e
col., 1976).
0 efeito do fosfato quando adicionado apos o ter
. ~ 2+ . ~ . -
mino da captacao de Ca  por mitocondria hepatica, com ou sem
adi¢Ho anterior de vermelho de rutenic, e mostrado na Figura 11.
Neste experimento, mitocondria era adicionada ao meio contendo
2+ - 2+ .
Ca na presenga ou ausencia de Mg~ . Fosfato era adicionado so
- ~ 2+ . .
mente apos a captagao de Ca ter ocorrido, come mostrado pelo
2+ . ~
tragado de Ca e pelo retorno da respiracgao a estado—4. Pode
ser notado que o fosfato induz, aumento imediato nz velocidade

. ~ 2+ ’ . . .
da respiracao, efluxo de Mg e entumescimento mitocondrial, en

) ~ + .
gquanto apenas uma pequena liberagao de Ca2 ccorre {Figura 114).
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FIGURA 11
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FIGURA 11 - Efeito do fosfato quando adicionado apods a capta-

~ 2+ . ~ -~ 2+

cao de Ca sobre a respiragao, retengao de Ca , aumento de vo
. -~ + . -~ . - . .

lume e liberacao de Mgz por mitocondria hepatica. O meio de imn

cubacao (3 ml) era o padrao, acrescido de rotencna 5 pM, succi-

nato 1 mM, CaCl, 240 nmoles e mitocondria hepatica (RLM) 4 mg .

2
Onde indicado, fosfato 1 mM, Mgﬂlz 5 mM e vermelho de rutenio,
em guantidade suficiente para inibir completamente a captagao

+ .. -~
de Ca2 , eram adicionados. Em (A) fosfato; (B) vermelho de rute
nio (RR) e fosfato; (C) vermelho de rutenio e fosfatoc, na pre-

+ . . . . .
senca de Mgz . As linhas tracejadas indicam experimentos nos

quais fosfato fei omitido.
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Por outro lado, a adigao de vermelho de rutenio anteriormente
ao fosfato, Figure 11B, previne o aumente na velocidade de con-—
sumo de oxigenio por mitocondria hepatica, enguanto uma quanti-
. . - 2+ . .
dade apreciavel de Ca acumulado era rapidamente liberado. En-—
. 24+ . .
tretanto, a amplitude do efluxo de Mg e do entumescimento mi-
tocondrial eram significativamente diminuidos por wvermelho de
ruteénio. A presenca de MgC12 5 mM no meio de incubacgao,bloqueia
2+ .
completamente o efluxe de Ca induzido por fosfato, como pode
ser visto quando fosfato era adicionado apos vermelho de rute-
. . - . o 2+ .
nio (Figura 11C). Alem disso, o efluxo de Mg~ eo entumescimento
B . - : 2+ -
mitocendrial eram praticamente ausentes na presenga de Mg exo
geno.
Ne experimento com mitocondria cardiaca ( Figura
12), a adigao de fosfato nao alterava significativamente a velo
, . - . . 2+ - .
cidade respiratcoria nem induzia o efluxo de Ca~ . Tambem a libe
~ 2+ . . . - S
ragao de Mg e entumescimente mitocondrial, apos a adicgao de
fosfato ocorriam com pouca amplitude, tanto na presenga gquanto
auseéncia de vermelho de rutenio. Estes fatos demonstram que Ca
e fosfato nestas concentracoes nao tem efeitos deleterios sobre

a estabilidade da membrana de mitocondria cardiaca.
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FIGURA 12 - Efeito do fosfato quando adicionado apds a captagac de

2+ . ~ ~ 2+ .
Ca” ! sobre a respiracgac, retengao-de Ca  , aumento de volume e li-
~ 2+ L . - . . -~
beragao de Mg por mitocondria cardiaca, Meio de incubagaoc e con-
dicoes experimentais identicas as da figura 11. Em (A) fosfato;(B)

vermelhe de rutenic e fosfato.



Efeito do estade de oxido-nedugdo do NAD(P] sobre a capacddade

. - . 2+
de mitocondria acumular Ca™ .

0 estado de oxido-reducao do NAD(P), modifica a
. ~ 2+ 2+ . -~ .
capacidade de retencaoc de Ca e Mg por mitocondria, como mos-
trado na Figura 13. Quando na presenga de rotenona, o NAD(P) P
mantidoe no estado reduzido (LEHNINGER e col., 1978 c),ﬁs custas
de substratos endogenos. Na Figura 13A, succinato era fornecido
comoc substrato respiratdoric na presenga de rotenmona. Nesta si-
~ - . ~ 2+ :

tuagao nao era observada liberagao de Mg , nem entumescimento

. . - . 2+ . . . . -~
mitocondrial. Alem disto Ca era retido no interior da mitocon

. s s s 2+
dria. Entretando, quando rotenona era omitida,o Ca era apenas
. - . . ~ 2+
parcislmente captado e uma rapida liberagac de Mg com aumen
to de volume mitocondrial verificado.
0 efeito da concentracao de substratos—dependen-—
~ 2+ - find - -

tes de NAD sobre a retencao de Ca” por mitocondria cardiaca es-
ta expresso na Figura 13B. Com piruvato-malato em concentragao

. . ~ 2+ .
elevada, igual ou maior que 2 mM, a captagao de Ca ccorria
normalmente, a despeito do ligeiro estumescimento e liberacgao

2+ - - "
de metade do Mg~ enddgeno. Ao contrario, quando a concentragad
desses substratos era diminuida para 0,3 =M, o Ca nzo era re-

. 2+ - .

tido, o Mg endogeno era completamente perdido e um grande su-
sento de volume era observado. £ importante considerar que .a

. - 2+ . ~ . .
liberacao de Ca ocorre antes da respliragaoc ser interrompida

pela perda de nucleotideos de piridina, como descrito por
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FIGURA 13 - Retengao de Ca2+, aumento de volume e liberacao de
Mg2+ por mitocondria cardiaca, quando na ausencia de rotenona. O
meio de incubacao (3 ml} era o padrao, acrescido de fosfato l m,
mitocondria cardiaca (RHM) 3 mé e como substrato vespiratorio, em

(A) succinato 1 mM na presencga ou ausencia de rotenona 5 UM e em

(B) piruvato 5 mM e malato .5 mM ou piruvate 0,3 mM emalato 0,3 mM.
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VINOGRADOV e col. (1972). Estes resultados estzo de acorde com
o trabalho de LEHNINGER e col. (1978 ¢), mostrando que a reten-
cao de ca’® por mitocondria & fortemente favorecida, pelo esta-
do reduzido dos nucleotideos de piridina enddgenos da mitocon-
dria.

Efeito do esinoncic sobre o desacoplamento induzido pox Caz% e

gosfato.

0 estroncioc @ transportado por mitocondria, ubi-
. . 2+ ~
lizando o mesmo sistema carreador de Ca . Entretanto, nao tem
efeito deletério sobre a fisiologia da organela, mesmo na pre-
senga de fosfato. Isto pode ser inferido, a partir da Figura
14A, pelo retorno da respiracao a velocidade normal caracteris-—
. - - . ~ 2+ .
tica de estado~4, apos o teérmino da captacac de St pory mito-
- ) - - 2+
condria hepatica. Mesmo concentragoes de Sr bastante eleva—
das, podem ser captadas sem ocorrer desacoplamento da respira-
~ ] ~ 2+ - . . .
¢gao, liberacao de Mg endogeno ou entumescimento mitocondrial
s . , 2+ -
(Figura 14B). Nestes experimentos, o movimento de St era medl
do indiretamente por um eletrodo de pH.
: . 2+
Un aspecto interescante era o efeito do Sr e
2+ .. - -~ 2+ . .
Mg~ , quando adicionado apos a captacao de Ca (Figura 15). Am
bss reacoplavam a respiracao, a qual seguiria em alta velocida
. ~ ~ s q 2+
de devido a agao desestabilizadora do Ca“ e fosfato sobre a

. . + + . .
membrana mitocondrial. Entretanto, o Srz e Mgz tem efeitos dis
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FIGURA 14 — Captacao de Srzf

de volume e liberagao de Mgz+
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, efeitoc sobre a respiragao,variacao

por mitocondria hepatica. O meio de

incubagao (2 ml) era o padrao acrescido de rotemomna 5 uM, succl=

nato 1 mM e mitocondria (RLM) 4 mg. Em (A) SrCl2 320 nmoles; (B)

Sr012 2400 nmoles.
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- +
FIGURA 15 -~ Comparacgao entre os efeitos de C32+, Mg2 e Sr2+ s0-

bre a respiracsdo mitocondrial. O meio de incubagao (2 ml) era o
padrao, acrescido de rotenona 5 uM, succinato 1 uM, fosfato 1 mM
e mitocondria hepatica 2 mg.CaCl, 160 nmoles, MgCl2 400 nmoles e

SrC12 400 nmoles eram adicionados onde indicado.
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. 2+ ~ .
tintos em um aspecto. Enquanto Mg nao era transportado por mi
tocondria hepatica e por este motivc um novo estimulo respira-

- ~ . 2+ . ;o
toric nao era observado, © Sr" determina uma nova transicgao

. - . -~ . 2+ o,
respiratoria apos a induzida por Ca” ,seguida da volta a0 esta

do—4&.
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DISCUSSAO

0 efeito desacoplador do fosfato sobre mitocon-

. - . . . - ~ 2+ .

dria hepatica, quandoe adicionado apos a captagao de Ca™ , foi

demonstrado alguns anos atras por ROSSI e LEHNINGER (1964). ]

mesmo efeito foi verificado posteriormente por DARGEL ( 1974 ),
.- 2+ ~ . ~ ; - .

quando da adicao de Ca” a uma suspensao de mitocondria hepatica

respirando com substrato endogeno. Qutros fenOmemos associados

2+ - Lo - ' - . o~

ao transporte de Ca” por mitocondria hepatica sao a perda de

substrato endogeno, principalmente NAD(P) ( VINOGRADOV e col.,1972),

o aumento de volume mitocondrial e a mudanga de configuragao do

estado condensado para ortodoxe (HUNTER e col., 1976).Todos esses

fendmenos sao verificados com a captacac de quantidades relati-
2.+" ' ~ . ~

vamente moderadas de Ca . Por outro lado, mitocondria cardiaca

quando comparada com mitocondria hepatica "in vitro', mostra-se

. . 2+ .
mals resistente ao desacoplamento causado por Ca . Esta mito~
condria e capaz de captar e reter na matriz em presenca de fos-
. . 2+

fato, rotenona e succinato, gquantidades de Ca bastante eleva-

das, cerca de 2500 nmoles/mg de proteina, sem a ocorrencia de
qualguer dano a4 fisiologia da organela (VERCESI e col., 1978).

Nossos resultados demonstram que, o aumento ines

pecifico de permeabilidade da membrana interna, causado pela 131
~ 2+ L 2+ e .

beragao de Mg~ -induzida por Ca” e fosfate, e o fator preponde-

rante no desacoplamento de mitocOndria hepatica, como discutido

por SILIPRANDI e col. (1977). Segundo esses autores, a libera-
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~ 2+ - . . -~ .
gao de Mg e o resultado de sucessivos ciclos de captagao-libe

-~ + . . '
ragcao de Ca2 s induzido por fosfato. Esta reciclagem de Ca2+

- 2+ -, - . ~
atraves da membrana, desloca o Mg de seus sitios de ligacao e
em congequencia ocorre desestabilizacao da membrana, com aumen-

) ¥ - Lol .
to de permeabilidade. Em mitocondria cardiaca, nossos resulta—
. . ~ . 2+ -
dos indicam que nao ocorre reciclagem de Ca atraves da membra
- . .o 2+ o
na, dai a maior habilidade desta, em reter o Ca acumulado (¥Fi~
guras 4-7). A especificidade do fosfato em induzir a reciclagen
2+ , - . -
de Ca” pocde ser avaliada a partir da comparagao com acetato na
indugao de aumento de velume mitocondrial (Figura 6). Ambos os
- . 2+ . n . - .
anions formam com o Ca 'em baixas concentragoes, sais soluvels

: . . . : 2+
na matriz mitoceondrial {(acetato e fosfato de Ca

Y, Entretanto,
enquanto a turgescencia moderada ianduzida por acetato & conse-
qu2ncia da entrada de dgua, em resposta ao aumento de osmolari-
dade da matriz, a turgescencia induzida por fosfato & fruto da
- - .
permeabilidade da membrana a K e Cl & sacarose, como sugeridc
por HUNTER e col. (197&),
. 2+ - .
0 efelto protetor do Mg~ exogeno sobre a estabi-
lidade de mitocondria hepatica (Figuras 8-10), segundo nossos da
dos, parece nao ser conseqguencia direta da inibicao da libera-
~ 2+ . I . ~ 2+
¢ao de Mg~ , mas sim inibigao da liberagao de Ca” , o gque cor-
robora os dados de BINET e VOLFIN (1974). Nos atribuimos este
- - e e e~ 2+ .
fenomeno a inibigao por Mg de uma das etapas da reciclagen de
2+

- - -~ - -
Ca” , especificamente a supressao da etapa de efluxo~insansivel

a vermelho de ruteénio. Testamos esta hipotese, verificando se a
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- . e s . 2+ .
acac de outros inibidores da reciclagem de Ca teria o© masmo
. 2+ .- . .
efeito do Mg . Sua comprovagao e fornecida pelo experimento da
Figura 11, na gqual fica evidente que o vermelho de rutenio pre-
. . . 2+ -
vine o desacoplamento induzido por Ca” e fosfato, atraves da
T . 24 ~ .
inibig¢ao da reciclagem de Ca” na etapa de captacao. Concluindo,
. eg s ™ . 2+ .
a inibigao de qualquer das etapas da reciclagem de Ca~ , libera
cao ou captagac, tem efeito estabilizador sobre a membrana, poxr
.. : 2+ +
gue inibe o deslocamento do Mg~ por Ca2 .

Foi demonstrado por BINET e VOLFIN (1975), atra-
ves de um elegante trabalho usando o iondforo A23187 e clorote-
traciclina (a qual & fluorescente unicamente quando ligada a

2+ 2+ . , -
Mg ou Ca em um ambiente apolar), que apenas com a liberacgao
o~ 2+ . - I -
da fragcao de Mg ligada a membrana, ocorre a permeabilizacao da
mesma. Nosgssos experimentos (Figura 11) confirmam este resultado
atraves de outra abordagem. 0Os efeitos do vermelho de ruténio,
. = . o~ 2+ -
sobre as cineticas de liberacgao de Mg endogeno e aumento de vo
lume, guardam intima correlacac e a inibicao da liberacao de uma
~ 2+ - . .
pequena fracao de Mg endogeno, presumivelmente daguele ligado
a membrana, basta para que ocorra inibicao do aumento de volume
mitocondrial.

0 estado de oxido-reducao dos nucleotideos de

piridina, foi demonstrado por LEHNINGER e col. (1978 ¢} regular
. ~ 2+ . -~ . .
a liberagao de Ca” por mitocondria. Nossos resultados demons-—

- g . -« . . ol *
tram que a oxidagac dos referidos nucleotideos induz a libera-

o~ 2+ . .. -
gao de Ca mitocondrial por uma via insensivel a vermelho de



ruteénio. A reciclagem deste Ca2+, causa também liberacao do Mg

ligado a membrana. Os experimentos realizados com mitocondria
cardiaca quando- energizada por succinato na auséncia de roteno=
na, ou por substratos dependentes de NAD, mostram mesta mitocag
dria os mesmos tipos de alteracdes causadas pelo transporte de

2+

2+ . ~ . - . .
a por mitocondria hepatica (Figura 13). 0 efluxc de Ca nes

C
te casc, e devido ao estado predominantemente oxidadeo do NAD,
Tal fato & evidenciado pelo aumento na velocidade de liberagac
de CaZ+, quando a concentracgao de substrato era reduzida, o que
desloca o equilibric para NAD oxidado.

0 titulo de grupamentos -SH de membrana de mito-
condria vafia tanto em mitocondria isolada quanto particula sub
mitocondrial (HATASE e col., 1977). Esses autores observaram que
2 energizacao da mitbcﬁndria resulta em decré&scimo do titulo de
~SH da membrana, dosados por DINB. A amplitude deste decrescimo

depende do substrato utilizado e & aumentado por substratos de-

pendentes de NAD., Alem dissc, fosfato induz posterior diminui=-

¢ao no titulo de sulfidrila. Outros reagentes de grupamentos

—-SH como NEM (PFEIFFER e col., 1977) e diamida (SILIPRANDI e
- +

col., 1974) induzem liberacgao de Caz e aumento de volume em

mitocondria hepatica, possivelmente, através da oxidagao dos gru
pos sulfidrilas da membrana, o que resulta em alteracao da es—
trutura da mesma. Estas observacgoes coadunam-se perfeitamente
com nossos resultados {(Figura 11-13) e sugerem um envolvimento

dos grupamentos sulfidrilicos da membrana, no controle das pro-
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priedades de permeabilidade da organela.
. - 2+ .

Os experimentos sobre captagao de §r por mito~
condria de figado apresentados neste trabalho,sao relevantes no
sentido de esclarecer gquais vias estao envolvidos nos movimen-—

2+ - -, .
tos de Ca atraves da membrana, e tambem indicam que a presen~
- . L 2F w24 . . . . -~ . ~ .
¢a dos cations (Ca” ou 8r” ) no interior da mitocondria, nao in
duz deterioragao mitocondrial aparente, o gque e evidenciado pe-
- . - . . ~ 2+
la ausencia de turgescencia ou liberacao de Mg“ .
Os dados apresentados na figura 14 mostran que o
2+ s . . . .

Sr” e acumulado de maneira quase quantitativa por mitocondria de
figado incubada com concentragoes relativamente altas de fosfa-
- " 24 s . . . - .

“to. Alem disso, o Sr” e retido no intericr da miteccondria por
tempo indeterminado, sendo este comportamento contrastante com

2+ . -
s 0 qual sofre rvreciclagem atraves da membrana. Tal fa-

o do Ca
. . 2+ . . T S -
to indica que embora o Sr” seja captado por mitocondria atraves
. . 2+ - ~
do sistema transportador de Ca” , sensivel a wvermelho de rute-
: a 1 " . 1 - . . - T .
nio, e incapaz de "sair” atraves da via de liberagao de Ca” ~-in
duzida por fosfato. Esta observacao, e uma forte evideéncia da
. . o - . - E -
que a via de efluxo e muito mais especifica para Ca ,que o sis
tema de influxo sensivel & vermelho de rutenio. Outra observagao
extraida da figura 14, & o fato de que mesmo quando incubada com
. . 2+
quantidades relativamente altas de Sr s quanto 600 nmoles por
mg de proteina, mitocondria hepatica nzo apresenta alteragoes

- . A . . . 4 +
drasticas na sua fisiologia, indicando que a presenga de Sr” na

. ~ - . 2+ ~ . -
matriz nao e detrimental. Como o Sr nao recicla atraves da man
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brana, tal fate reforgca o argumento de que e a reciclagem,e nao
a captagao de cition "per se', o fator determinante da deterio-
ragao mitocondrial. Outro resultado que corrobora esta hipotese
@ apresentado na figura 15, onde & visivel que a adigao de Mg
2+ . . - = _ 2+
ou Sr  , 1lmediatamente apos a captagao deé Ca” , reacopla a res
piragao mitocondrial. Tal efeito pode ser atribuido em ambog os
N . X 2+
casos a inibigao da reciclagem de Ca” .
Finalmente, deve ser ressaltado que as diferen-
tes habilidades de mitocondrias cardilacas e hepaticas quanto a
- ) 2+ )
captagao e reciclagem de Ca” , pode ser dependente de caracte-

risticas diferentes do sistema de transporte de fosfato, nestes

‘dois tipos de mitocondria.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



o
RESUMO

. . ~ ~ 2+
Medidas simultaneas da captacao de Ca” , consu-
.~ 2+ -
mo de oxigenio, efluxo de Mg endogeno e aumento de volume em
mitocondrias cardiacas e hepaticas, energizadaspor succinato mna
. » b * -~ Rl -
presenca de rotenona, mostraram que mitocondria cardiaca & mais
. ' . . 2+ .
resistente ao desacoplamento induzido peor Ca” e fosfato, que mi
- . - . ~ 2+ .
teocondria hepatica. A extensao do efluxo de Mg® e entumescimen
. . . . - 2+ .~ - .
to mitocondrial, induzidos pele acumule de Ca : sac tambem mul
te menos pronunciados em mitocondria cardfaca. 0 desacoplamento
e aumento de volume em mitocondria hepatica,foi demonstrado ser
. 24 ., - -~
resultado da perda de Mg" ligado a membrana, em consequencia da
] 24 . - - I
reciclagem de Ca  induzida por fos®ato atraves da membrana.bdg
exdogeno protege a mitocdndria hepatica contra o efeito deleta-
. 2+ - R R 2+, - -
rio do Ca s atraves da inibicac do efluxec de Ca” insensivel a
vermelho de ruteénio induzido por fosfato. Este Uultimo nao induz
. -2+ . -~ -
reciclagem de Ca em mitocondria cardiaca. Por outrc lado,quan
do mitocondria cardiaca € energizada com substratos—dependentes
de NAD ou com succinato na auscncia de rotenona, comporta~se COmO
mitocondria hepatica guanto as alteracoes induzidas pelo movi-
2+

2+ . - -~
mento de €Ca~ . Neste caso, a reciclagem de Ca e conseqguencia

do estado mais oxidadc dos nucleotideos de piridina mitocondrial.



SUMMARY

2+
Parallel measurements of Ca uptake, oxyvgen
. 2+ : . '
consumption, endogenous Mg effilux and swelling in rotenone
poisoned rat liver and rat heart mitochondria, showed that
heart mitochondria is much more resistent to uncoupling by

+ ., . . .
Caz in the presence of phosphate than rat liver mitochondria.

2+ . . +
The extents of Mg efflux and swelling induced by C32
accumulation are also much less pronounced in heart mitochondria.
Uncoupling and swelling in liver mitochondria seems to be a
' 2+ .

result of the loss of membrane bound Mg as a consequence of

2+ . .
Cz recycling across the membrane induced by phosphate.

2+ . . . -
Exogencous Mg protects liver mitochondria agalnst the
. 2+ e s s .

deleterious effects of Ca by inhibiting a ruthenium red-
, . 2+ )
ingsensgitive Ca efflux induced by phosphate. Phosphate does not
. . . 2+ . . . )
induce recycling of Ca in heart mitochondria. On the other
hand when respiring on NAD-linked substrates or with succinate
in the absence of ryotenone heart mitochondria behave like liver

. . . . 2+
mitochondria with respect to the aglterations caused by Ca

. . 2+,
movements. In this case the recyeling of Ca 18 a consequence

of the more oxidized state of mitochondrial Pyridine Nucleotides.
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