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ABREVIACOES

AA: Antimicina A

AAC: Carreador ADP/ATP

ADP: Adenosina 5’ difosfato

ATP: Adenosina 5’ trifosfato

BHT: Butil hidroxitolueno

CAT: Carboxiatractilato

CR: Controle Respiratorio

CsA:  Ciclosporina A

DTT:  Ditiotreitol

EGTA: Acido etileno glicol-bis ($-amino éter) N, N, N’,N’- Tetracético
FAD:  Flavina adenina dinucleotideo forma oxidada

FADH,: Flavina adenina dinucleotideo forma reduzida

FCCP: Carbonil cianida p- trifluorometoxifenilhidrazona

GSH : Glutationa forma reduzida

GSSG: Glutationa forma oxidada

HEPES: [ N-(2 hidroxietil) piperazina N’-(2-acido etanosulfonico)]

Ins-P; : Inositol 1.4,5-trifosfato



MFR: Mitocdndrias isoladas de figado de rato

MMI: Membrana mitocondrial interna

NAD": Nicotinamida adenina dinucleotideo forma oxidada
NADH: Nicotinamida adenina dinucleotideo forma reduzida
PTP: Poro de transi¢do de permeabilidade

Pi: Fosfato inorganico

SKT: Sacarose-KCl-Tris

TPP": Tetrafenilfosfonio

TP : Transi¢do de permeabilidade

V R: Vermelho de ruténio

Ay :  Potencial elétrico de membrana



RESUMO

A natureza do Poro de Transic¢io de Permeabilidade (PTP) existente em
mitocOndrias isoladas tem sido estudada desde a década de 70 até os dias de
hoje por diversos autores, sem ainda haver um concenso a respeito de sua
composi¢do molecular. Virios trabalhos formularam a hipotese de que o
carreador ADP/ATP (AAC) poderia fazer parte da estrutura do PTP. Outros,
mostraram que a abertura do PTP poderia ocorrer em situagdes de
isquemia/reperfusdo. Porém, na literatura, ainda nfo foi excluida a
possibilidade de estar se estudando um artefato, pois estes trabalhos sempre se
basearam no efeito de concentragdes suprafisiologicas de Ca®* (acima de 10
uM) ou seja, concentragdes muito distantes das que poderiam ocorrer ‘in
Vivo’.

Neste trabalho, procuramos verificar a ocorréncia de abertura do PTP na
presenga de concentragdes fisiopatoldgicas de Ca”™" (0-500 nM) em condigdes
que simulassem ‘in vitro® as consequéncias de um processo de
isquemia/reperfusio para as mitocOndrias. Ainda nestas condigGes, tentamos
verificar o envolvimento do AAC na formagdo do PTP. Para tanto, variamos
diferentes parametros dos ensaios como: [Ca®’], tempo de pré-incubagio na
presenga do ion e temperatura do meio de reagdo. A caracterizagdo da abertura
do PTP, sensivel a ciclosporina A (CsA), foi feita através da medida da
velocidade de consumo de O, nos estados respiratérios 3 e 4 (v; € vy
respectivamente) e controle respiratorio (CR); formagdo de potencial elétrico

de membrana (Ay), através da captagio do cation lipofilico TPP e



inchamento mitocondrial. Para verificar como a abertura do PTP, nestas
condi¢cdes experimentais, influenciava a atividade do AAC realizamos uma
titulacdo com CAT (carboxiatractilato) e extragdo ¢ dosagem de nucleotideos
de adenina.

Os resultados mostraram que nossas condigbes experimentais de baixas
concentracdes de Ca’*, foram suficientes para induzir abertura do PTP.
Aparentemente a agio do Ca’" ¢ potencializada pelo aumento do periodo de
pré-incubagao das organelas com o ion, onde observamos uma diminuigdo em
vi; e ligeiro estimulo em v4, levando a queda no CR; aumento na
permeabilidade da membrana a H' e inchamento mitocondrial de baixa
amplitude. Embora muitos trabalhos na literatura tenham mostrado algumas
destas interrelagdes, a originalidade do nosso trabalho estd em mostrar, pela
primeira vez, a ocorréncia da abertura do PTP em condigdes fisiopatologicas.
A diminuigdo em v; sugere que nestas condigdes ocorreu uma inibigdo na
atividade do AAC. Esta inibicdo poderia ocorrer ou devida a uma diminuigao
no conteido de AAC ativos, que poderia estar se mobilizando para fazer parte
da estrutura do poro, ou devida a perda de nucleotideos de adenina enddgenos
com a abertura do poro, essenciais para troca obrigatéria que o carreador
catalisa. Nossos dados mostraram que o periodo de pré-incubagdo com
concentragdes fisiopatologicas de Ca®*, foi suficiente para induzir
despolarizagdo da membrana e perda de nucleotideos de adenina do interior
das organelas, sugerindo um envolvimento do AAC com a abertura do PTP

nos seus estagios iniciais.



ABSTRACT

Although the mitochondrial permeability transition pore (PTP) has been
studied since the late 70s, there is no precise knuoledge about its molecular
structure. Ischemia and reperfusion process has been pointed as one of the
conditions that might trigger the PTP opening and some authors suggest that
the ADP/ATP carrier (AAC) is one of the proteins involved in the pore
structure. This process is Ca™*- dependent and, due to the high Ca*'
concentrations (above 10 uM) used throughout the literature, the possibility of
the PTP be na artifact and not occur ‘in vivo’, under physiological conditions,
could not be excluded.

Here we have studied the occurrence of the PTP in the presence of
pysiopathologic Ca®* concentration (0-500 nM), under conditions where na
ischemia/reperfusion process was simulated and the involviment of the AAC
was analysed. The mitochondria were incubated at Ca®" concentrations,
preincubation times in the presence of Ca’ and at different temperatures. The
CsA-sensitive PTP opening was studied through the determination of O,
consumption under respiratory States 3 and 4 (v; and vy respectively) and
calculation of the respiratory control (RC= v3/vy); through the generation of
membrane electrical potential (Ay), using the uptake of the lipophilic cation
TPP" and also trough the mitochondrial swelling. Under the same conditions
the involvement of the AAC was analysed by a titration with
carboxyatractilate (CAT) and extration followed by the determination of
adenine nucleotide release. Our results showed that these experimental

concentrations were enough to open the PTP. It seems that the Ca®" effect is



potencialized by na increase on the mitochondria preincubation time in the
presence of the ion, without addition of exogenous respiratory substrates. A
decrease in v3 and a slight increase in v4 was observed, leading to a decrease
in RC. There was also an increased permeability to H and a small amplitude
mitochondrial swelling. Although most of these effects have already been
reported in the literature, the originality of ours results is to show, for the first
time, the PTP occurrence under phisiopathological Ca®" concentrations. The
observed decrease in v; suggests a possible inhinition of the AAC activity.
This could be explained either through a decrease of active carriers beeing
mobilized to form PTP or due to endogenous adenine nucleotides loss, which
are needed to the exchange the carrier catalyses. Our data show that
preincubation under physiopathological concentrations was sufficient to
induce a membrane despolarization and loss of internal adenine nucleotides,
suggesting the involviment of the AAC at the very beginning of PTP

generation.



INTRODUCAQ

A. Mitocondrias, fabricas de energia.

As mitocOndrias s@o organelas celulares muito complexas constituidas
de dupla membrana, sendo uma interna e outra externa, espaco inter
membranas € matriz mitocondrial. Estas organelas tém como principal fungéo
a produgdo aerobica de ATP. A hidrélise da molécula de ATP libera energia
suficiente para realizar diversos trabalhos intracelulares, tais como contracio
muscular, transporte ativo de metabolitos através das membranas, processos
de sintese e transmissdo de impulsos nervosos, entre outros. Assim sendo, a
sintese de ATP ¢ de vital importancia para os organismos vivos € necessita de
energia para ocorrer. A produgdo de ATP, a partir de ADP e fosfato
inorganico (P1) € obtida principalmente através da oxidagdo das moléculas
alimentares provenientes dos carboidratos, lipidios e proteinas constituintes
dos alimentos, num processo denominado de fosforilagdo oxidativa. Assim,
durante o catabolismo, as reagdes de oxidagdo de metabolitos pelo ciclo de
Krebs e B-oxidagdo de acidos graxos resultam na produgdo de coenzimas na
forma reduzida (NADH e FADH,). Na membrana mitocondrial interna
(MMI), onde esta localizada a cadeia de transporte de elétrons, as coenzimas
sdo reoxidadas através da remog¢do de seus elétrons, que sio transferidos pelas
enzimas que compdem a cadeia respiratoria até o aceptor final, o oxigénio
molecular (O>). Este, ao receber quatro elétrons liga-se a dois protons do meio
formando H,O. Simultaneamente, a energia gerada pelas reagdes de 6xido-
reducdo que acontecem durante o transporte de elétrons, € utilizada para o
bombeamento unidirecional de protons da matriz mitocondrial para o espago

intermembranas, através dos complexos proteicos I, III e IV, gerando um



gradiente eletroquimico de prétons na membrana (AuH"). O AuH', possui
dois componentes: um elétrico (Ay) e outro quimico (ApH), relacionados
entre si de acordo com a equagio:

ApH'= Ay - 60ApH.

A volta especifica de protons pela FoF; ATP sintetase (enzima também
localizada na MMI) ¢ termodinamicamente favoravel e é imprescindivel para
o desligamento do ATP sintetisado a partir de ADP e Pi (Figura 1). Esta
teoria, chamada de teoria quimiosmotica da fosforilagio oxidativa foi
proposta por Mitchell em 1960 e o fez ganhador do prémio Nobel em 1978
(Mitchell, 1961; Mitchell & Moyle, 1969). Assim, para que este sistema
transdutor de energia esteja funcionando em perfeitas condigdes, &
imprescindivel que a MMI seja impermeavel a protons, a fons tais como Na',
K*, Mg?*, Ca®" ¢ CI, a moléculas neutras como sacarose e¢ também a
nucleotideos de adenina.

E importante salientar que a energia do gradiente eletroquimico de
protons, além de estar acoplada a sintese de ATP, também fornece energia
para o transporte ativo de metabolitos através da membrana mitocondrial
interna (MMI). Portanto, o transporte de ions e metabolitos através da MMI,
geralmente € feito através de transportadores especificos, que asseguram uma

comunicacdo controlada entre o citosol e€ a matriz mitocondrial.

AdF o i i s

H* Membranas

Citosol

Figura 1 - Esquema da membrana interna da mitocdndria, mostrando a formacdo do AuH"
pelo funcionamento da cadeia respiratdria e a entrada dos protons pela FoF;-ATP sintetase.



B. Carreador ADP/ATP (AAQC).

O carreador ADP/ATP (AAC) ou translocase de nucleotideos de
adenina, uma das proteinas mais abundantes da membrana mitocondrial
interna, ¢ responsavel pela troca entre ADP” citosolico e ATP* da matriz.
Desempenha portanto um papel importante na regulagdo da fosforilagdo
oxidativa nas mitocondrias (Tager et alii, 1983) ¢ na determinagdo do
conteudo e razdo de nucleotideos de adenina nas células (Davis & Lumeng,
1975). A existéncia de inibidores altamente especificos para esta proteina
forneceram dados importantes para um melhor entendimento das propriedades
e mecanismos de funcionamento do AAC. Inibidores como o atractilato
(ATR) ou carboxiatractilato (CAT), por serem hidrofilicos, ligam-se
seletivamente ao carreador do lado externo da membrana. J4 o boncrecato
(BKA), outro inibidor especifico, liga-se somente do lado interno, voltado
para matriz mitocondrial.

Uma das primeiras observagdes a respeito do mecanismo de agdo do
carreador foi que mudangas na velocidade de consumo de oxigénio do estado
respiratério 4 (na presenca de substrato respiratério) para o estado 3 (apos a
adicdo de ADP) eram seguidas por uma contragdo de baixa amplitude,
registrada pelo aumento na absorbancia da suspensdo mitocondrial a 540 nm
(Scherer & Klingenberg, 1974). Durante algum tempo, se acreditou que este
efeito era devido a transicdo do estado respiratorio do repouso para o “ativo’.
Na década de 70 entretanto, Klingenberg e colaboradores demonstraram que
os inibidores do AAC também influenciavam este processo. O CAT e 0 ATR
aboliam o aumento na absorbancia induzido pelo ATP, enquanto o BKA
acentuava ligeiramente o efeito do ATP (Scherer & Klingenberg, 1974). Este
mesmo grupo havia também verificado efeitos distintos destes inibidores
sobre a ligagdo do ADP ao carreador;, ATR ou CAT desligavam

imediatamente ADP dos sitios de ligagdo de nucleotideos de adenina,



enquanto BKA aumentava um pouco essa ligagdo (Klingenberg & Bucholz,
1973). Estas observagdes, em conjunto com o modelo dimérico estrutural do
AAC levou ao conceito aceito até hoje, de que o carreador pode ocupar na
membrana dois estados conformacionais diferentes, dependendo da orientagéo
dos sitios de ligagdo de nucleotideos de adenina: o estado ‘¢’, com os sitios de
ligagdo de nucleotideos de adenina voltados para o citosol, € o estado ‘m’,
com os sitios de ligacdo voltados para a matriz mitocondrial (Weideman et
alii, 1970).

C. Manutencio da homeostase de Ca®’ celular: Relevancia fisiolégica e
patologica.

O Ca®" nos organismos superiores, ¢ um dos elementos quimicos mais
abundantes. Cerca de 99% esta presente na forma de hidroxapatita, no
esqueleto e dentes; o restante estd localizado nos liquidos intra e
extracelulares, na forma de fosfatos, carbonatos e hidroxidos. O Ca’" assume
portanto, além de uma fungdo estrutural, a de reservatério, na forma de
hidroxiapatita importante para a manuteng¢do das concentra¢des dos fluidos
corporeos (Carafoli, 1987; Ritcher & Kass, 1990).

Nas células, o Ca’" ¢ encontrado principalmente no citosol, no reticulo
endoplasmatico, € no nicleo, que devem atuar de forma integrada para
permitir uma distribuicdo adequada do ion nas organelas ou nos eventos
intracelulares sujeitos a sua regulagdo. Em condigdes de repouso, a
concentragdo de Ca®* no citosol das células é sempre mantida muito baixa, da
ordem de nM quando comparada a existente no liquido extracelular (da ordem
de mM). A existéncia deste gradiente de concentragio confere ao Ca®",
quando sua concentragdo estd aumentada no citosol, o papel de segundo

mensageiro celular. Ou seja, o aumento na concentragdo de Ca’" citosolico



([Ca™];) é capaz de sinalizar a regulagdo e/ou manutengdo de intmeros
processos celulares, tais como glicogendlise, gliconeogenese, divisdo celular,
estimulo da motilidade, controle da secrecdo de horménios e
neurotransmissores, termogénese, aceleragdo da reoxidagdo do NADH e
regulacdo da concentragdo de O, nas células (Cobbold & Rink, 1987
Carafoli, 1987; Gunter et alii, 1994).

Por outro lado, embora o ion Ca* desempenhe uma fungdo
extremamente importante na fisiologia celular, em algumas condigdes
patolégicas, quando ocorrem danos em alguma das membranas envolvidas na
sua homeostase intracelular, ha um consequente aumento do Ca’>* no citosol.
Este aumento, se mantido por um longo periodo de tempo interrompe
severamente as fungdes mitocondriais relacionadas com o0s processos
transdutores de energia, inativando temporaria ou permanentemente as Ca®' -
ATPases da membrana plasmatica. O resultado final é um aumento na [Ca®'};
suficiente para disparar processos que dependem do ion, como por exemplo a
ativagdo de enzimas catabdlicas como fosfolipases, endonucleases e
proteases, além de induzir a formacdo de numerosas evaginagbes na
membrana das cé€lulas. Existe na literatura, a proposta de que a a¢do conjunta
destes eventos pode levar a morte celular (Lemasters et alii, 1987; Bond,
1988; Ritcher & Kass, 1990).

Devido sua importancia, a manutengdo do gradiente de concentragio de
Ca®" entre os compartimentos intra e extracelulares envolve sistemas de
transporte, que diferem tanto na sua afinidade quanto na sua capacidade de
transporte e ainda na importancia da manutengio de estados fisiologicos ou
patologicos celulares (Murphy et alii,1980; Rasmussen & Weisman.1983;
Williams et ali1,1986; Carafoli,1987; Cobbold & Rink,1987; Duddy et
alii,1989; Kawanishi et alii,1989).
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Sistemas de transporte de Ca**

A membrana plasmatica € a principal responsavel pela manutengio
do gradiente de concentragdo entre os compartimentos intra e extracelulares.
O Ca® geralmente entra nas células através de canais especificos, que sio
abertos por wvariagdes no potencial elétrico, sensiveis a neurotransmissores
adrenérgicos. O transporte do Ca®" citosolico, contra seu gradiente de
concentragdo ¢ feito por dois sistemas: o trocador Na'/ Ca®*, que é mais ativo
em células de coragiio e cérebro e troca 3 Na'/ Ca®", e a enzima Ca®*- ATPase,
que retira Ca”" da célula, pelo acoplamento da hidrélise de 1mol de ATP para
cada mol de Ca*™" transportado (Carafoli, 1987; Ritcher & Kass, 1990).

O reticulo endoplasmatico ¢ a principal organela responsavel pela
manutengdo de uma baixa concentragdo de Ca*" intracelular. A captagdo do
ion ¢ feita por uma Ca**-ATPase controlada por hormdnios, que transporta
dois ions Ca®" para cada ATP hidrolisado. O mecanismo de liberagsio de Ca®*
pelo reticulo endoplasméatico envolve a produgdo de outro segundo
mensageiro, 1nositol 1,4,5-trifosfato (Ins-Ps) (Carafoli, 1987; Ritcher & Frei,
1988).

O niticleo também possui capacidade de captar e tamponar Ca’’,
podendo estar envolvido na regulacdo da concentracéo citosolica deste ion . A
captagdo de Ca®* pelo niicleo envolve a acdo de uma bomba, dependente de
calmodulina e gera um aumento liquido de Ca®" livre na matriz nuclear. J4 a
liberagdo também ¢ mediada pelo Ins-P;, o que evidencia a participagdo de
horménios e outros agentes na regulagio da concentracdo intranuclear de Ca®
(Carafoli,1987).

O transporte de Ca™ pelas mitocdndrias ¢ feito através da MMI, é bem
mais complexo ¢ envolve diferentes sistemas. Por sua vez, a existéncia de
diversos sistemas reflete elos funcionais entre as mitocéndrias e processos no

. . , . N . ~ . ,
citoplasma mediados pelo ion. O acumulo de Ca’ nas mitocondrias é
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importante para a regulagdo do metabolismo energético. Nestas organelas o
Ca®™ exerce o papel de ativador alostérico das enzimas piruvato
desidrogenase, NAD -isocitrato desidrogenase ¢ 2-oxoglutarato desidroge-
nase (Hansford, 1985; Unitt et alii, 1989; McCormack et alii, 1990). Assim, o
aumento fisiologico do Ca*" no citosol, na faixa de concentragdo entre 100-
300 nM ocorre também para sinalizar a necessidade de aumento na produgio
de ATP pelas células (Gunter et alii, 1994). Por outro lado, ha evidéncias na
literatura que alteragdes na concentracio de Ca’" das mitocdndrias, seguida de
uma disfuncdo no metabolismo mitocondrial sdo passos essenciais nos
processos de apoptose, carcinogénese ou de danos celulares associados com
processos da isquemia/reperfusdo (Griffiths & Halestrap, 1995). Nesse
sentido, embora nos Gltimos 40 anos tenha havido grande investigag¢do, o
controle e o mecanismo de agdo detalhado estdo longe de estar totalmente

elucidados.

D. Sistemas de transporte de Ca*" mitocondrial.

A MMI, ao contrario da membrana plasmatica e do reticulo, ndo possui
ATPase transportadora (Gunter et alii, 1994). O Ca®" entra nas mitocondrias
por um processo eletroforético, em resposta ao potencial elétrico (Ay) gerado
durante a respiragdo e que constitui o principal componente do AuH". Este
processo, ¢ conhecido como mecanismo de influxo de Ca’” e é uma via muito
rapida de transporte (Scarpa & Azzone, 1970; Selwyn et alii, 1970; Moore,
1971; Crompton et alii, 1977; Nicholls & Akerman, 1982; Akerman &
Nicholls, 1983; Gunter & Pfeiffer, 1990; Gunter et alii, 1994). Por este
transportador (uniporter) também passam varios outros cations bivalentes,
como Fe**, Mg®", Pb**, Ba®", Sr** ¢ lantanideos, os quais competem com o

Ca’", inibindo seu transporte (Gunter & Puskin, 1972; Akerman et alii,
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1977). O vermelho de ruténio também ¢ um potente inibidor ndo competitivo
deste carreador (Reed & Bygrave, 1975).

O mecanismo de efluxo de Ca®" mitocondrial por sua vez pode ser
dividido inicialmente em dois tipos: um de baixa capacidade e outro de alta
capacidade de transporte. O efluxo de Ca’* de baixa capacidade de
transporte, também pode ser subdividido em dois: independente de Na' e
dependente de Na'. Esses sistemas estio esquematizados na figura 2. A
atividade maxima desses transportadores é negligivel se comparada a
atividade maxima da via de influxo, mas seu funcionamento assegura o ajuste
preciso da concentragdo de Ca” na matriz, de acordo com a necessidade da
fosforilagdo oxidativa. Ou seja, a operagdo destes transportadores a
velocidade maxima ndo dissipa o potencial de membrana o suficiente para
inibir a sintese de ATP (Novgorodov & Gudz, 1996). O mecanismo de efluxo
independente de Na' transporta também Ba®*, Sr**, Mn™" além de Ca’* e
parece trocar Ca’/2H", com gasto de energia (Akerman, 1978; Bernardi &
Azzone, 1979; Brand 1985; Saris, 1987). Esta via € inibida por cianeto, alguns
desacopladores ¢ altos niveis de vermelho de ruténio (Lukacs & Fonyo, 1985;
Gunter et alii, 1986; Gunter et alii, 1988; Gavin et alii, 1990; Fralix et alii,
1991). O mecanismo de efluxo dependente de Na  pode ser identificado como
um carreador que troca Ca®*/2Na* (Brand,1985; Crompton et ali1,1977; Li et
alli,1992; Kroner,1986). Esta via pode ser inibida por uma grande escala de
compostos, tais como, trifluoperazina, verapamil, clorazepam, Mg, Mn®" ¢
também por altos niveis de vermelho de ruténio (Gunter & Pfeiffer,1990).
Estes dois mecanismos citados acima (independente de Na’* e dependente de
Na'), existem em mitocondrias de diversos tecidos. Entretanto, o primeiro é
mais frequente em figado e rins, sendo o segundo predominante em corago,
musculo esquelético e cérebro (Wingrove & Gunter, 1986).

Atualmente, um outro mecanismo de efluxo de Cd®’, de alta

capacidade de transporte vem sendo formulado (Novgorodov & Gudz, 1996).
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Ele propde a existéncia de um poro proteico latente na MMI, cuja abertura
seria induzida pela ligagio do Ca*" a sitios internos da membrana somada a
outras condi¢des como concentragio de fosfato elevada, baixos niveis de
nucleotideos de adenina ou estresse oxidativo. A abertura deste poro nio
especifico na membrana, com um didmetro de aproximadamente 2,8 nm,
culminaria no aumento de permeabilidade para solutos com massa molecular
menor ou 1gual a 1500 Da. (Macedo et alii, 1988; Gunter & Pfeiffer, 1990;
Zoratti & Szab6, 1995). Este processo € conhecido na literatura como
“Transi¢do de Permeabilidade (TP) e por ser reversivel ¢ modulado ha um
certo consenso atualmente que seria mediado pela abertura de um canal ou
poro na membrana, também conhecido como “Poro da Transi¢do de

Permeabilidade” (PTP). (Crompton et alii, 1987; Crompton & Costi, 1988).

ApH' = Ay-60A pH

Figura 2. Sistemas de transporte de Ca®*" mitocondrial. I efluxo de Ca®>" independente de
Na*" ; D: efluxo de Ca?" dependente de Na*"; PTP: poro da transi¢do de permeabilidade; C:
via de captagio de Ca®" por ‘uniporter’ dependente de Ay; AuH': gradiente eletroquimico
de protons.
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Historicamente, a liberagdo de Ca® pelas mitocondrias “in vitro”, apos
serem carregadas com o ion, sempre foi considerada como inespecifica e
irreversivel (Crompton & Costi, 1987; Gunter & Pfeiffer, 1990). Reforcando
esta idéia, as concentragdes de Ca®" utilizadas para visualizar o processo de
abertura do PTP, de maneira quase universal sdo suprafisiologicas, ou seja,
jamais seriam alcangadas nas células “in vivo”. Assim, a abertura do PTP tem
sido associada ao dano mitocondrial observado durante algumas situagdes
patoldgicas, nas quais o influxo de Ca®" nas células causaria um aumento
prolongado na [Ca®™];, o que levaria a um actimulo do fon pelas mitocOndrias.
De acordo com esta proposta, a abertura do PTP ocorreria apos a hipoxia ou
isquemia de um orgdo, durante a subsequente restauragdo do fluxo sanguineo
pela reperfusdo ou no caso da agdo toxica de algumas drogas e seus
metabolitos (Crompton & Costi, 1987; Gunter & Pfeiffer, 1990; Griffiths &
Halestrap, 1995). Isto faz com que o conhecimento dos mecanismos
envolvidos nesta perturbagdo das fungdes mitocondriais possa ser util, por
exemplo, na pratica médica, para o desenvolvimento de métodos de profilaxia
e tratamento de 6rgdos isquémicos ou em hipdxia, ou ainda no transplante de
Orgaos.

Adicionalmente em defesa de um possivel papel fisiologico para a
abertura do PTP, alguns autores sugerem sua participagdo na exibi¢do de
‘capacidade de liberagdo de Ca™™ induzida pelo proprio ion’, observada na
transdugdo de sinais celulares mediados pelo Ca®* e Ins-P; (Ichas et alii,

1994).



E. Transicio de Permeabilidade Mitocondrial dependente de Ca*": Um

Breve Historico

Como visto, uma das bases do modelo quimiosmético da transdugdo de
energia ¢ a 1mpermeabilidade da MMI a todos os solutos que nio possuam
sistemas de transporte especificos (Mitchell, 1961; Mitchell & Moyle, 1969).
Entretanto, durante as décadas de 60 e 70 ficou estabelecido que a presenga de
Ca’ era uma condi¢io capaz de induzir um aumento mespecifico na
permeabilidade da membrana. A partir dessa época, foram testados mais de
65 compostos capazes de potencializar a permeabilizagdo da MMI induzida
pelo Ca’*. Entre eles estio o fosfato inorgnico (P1), agentes oxidantes,
inibidores do carreador ADP/ATP, desacopladores como o FCCP e varios
outros (Gunter & Pfeiffer, 1990; Zoratti & Szabo, 1995). Uma das formas de
demonstrar essa permeabilizagdo dependente de Ca** tem sido através do uso
da técnica de inchamento mitocondrial, registrada pela diminui¢do na
absorbancia da suspensdo a 520nm. Esta permeabilizagdo, também esta
sempre associada ao colapso progressivo de Ay e a liberagdo de outros
componentes da matriz tais como K*, Mg®", o proprio Ca**, além de outros
ions ¢ moléculas com massa molecular menor que 1.500 Da. (Zoratti &
Szabo, 1995). Por outro lado, todo este processo pode ser revertido, e a
remogdo de Ca”* pela adi¢do de EGTA ao meio de reagdo ¢ suficiente para
que as mitocOndrias se “re-selem” (Crompton et alii, 1987).

Felizmente, para o melhor entendimento do mecanismo de ag¢do do Ca®"
nesse processo, no final da década de 80 foi demonstrada a existéncia de um
inibidor da abertura do PTP altamente especifico, a Ciclosporina A (CsA).
Concentragdes extremamente baixas, da ordem de pmoles (60-100 pmoles/mg
de proteina mitocondrial) sdo capazes de inibir a TP. Isto reforgou a idéia que
a TP resulta da alteragdo de algum componente especifico da MMI, que pode

ser regulado. Comegou-se entdo a trabalhar com a existéncia de um poro
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proteico na MMI que seria capaz de se abrir na presenga de Ca® e outros
agentes (Fournier & Crevat, 1987; Crompton, 1988; Halestrap & Davidson,
1990; Petronilli et alii, 1994). Embora a formagio deste poro dependente de
Ca’* tenha sido postulada desde 1979 por Hunter ¢ Haworth (Hunter &
Haworth, 1979a) somente agora, na década de 90, esta hipotese esta sendo
aceita como verdadeira (Bernardi, 1992b; Crompton et alii, 1992;
Novgorodov et ali, 1992). Foi também demonstrado que ha trés sitios
regulatérios da abertura do PTP na MMI: um sitio de ligagdo interno, que
quando ocupado por Ca** aumenta a probabilidade do poro se abrir; um sitio
de ligagdo externo, que quando ligado ao Ca’" aumenta a probabilidade do
poro permanecer fechado; e um sitio de ligagdo para CsA, independente dos
outros dois, que quando ocupado pela droga, também aumenta a
probabilidade do poro permanecer no estado fechado (Bernardi et alii, 1993;
Petronilli et alii, 1993).

Uma das hipoteses propostas para o mecanismo de agdo do Ca** que
vigorou um bom tempo na literatura sugeria que a TP seria consequéncia de
danos aos lipideos da membrana causados pela ativag¢do da enzima fosfolipase
A; mitocondrial pelo ion, associada a queda na razio GSH/GSSG (Pfeiffer et
alii, 1988; Sandri et alii, 1990). Segundo esses autores isto pertubaria o ciclo
normal de deacilagdo-reacilagdo dos fosfolipideos de membrana implicando
no acumulo dos produtos de degradagdo da fosfolipase A,: acidos graxos
livres e lisofosfolipideos. Estes, aumentariam a condutincia da membrana a
protons, responsavel pela saida de Ca®" das organelas pelo reverso do
uniporter (Pfeiffer et alii, 1988). Com a demonstra¢do de que concentragdes
nanomolares de CsA, que inibem completamente a TP ndo afetam a atividade
da fosfolipase A, mitocondrial, a hipdtese de um dano direto na integridade
da MMI induzido pela ativagio da fosfolipase A, pelo Ca®* como sendo o
responsavel pela TP foi completamente derrubada (Broekemeier et alii, 1989).

Outra hipotese langada na literatura no final da década de 80 sugeria
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que o processo de permeabilizagdo da membrana estaria associado a oxidagéo
de grupos tidlicos de algumas proteinas da membrana interna (Fagian et alii,
1990; Vercesi, 1993). Estes autores demonstraram que mitocOndrias expostas
ao Ca’" ¢ agentes oxidantes, formavam agregados de proteinas de alto peso
molecular na MMI, induzidos pela formagdo de pontes dissulfeto. De acordo
com esta hipotese, defendida até€ hoje, a formagdo desses agregados proteicos
seria induzida por processos radicalares mediados pelo Ca®’ (Valle et alu,
1993; Vercesi, 1993). Esta hipotese foi baseada no fato do ditiotreitol (DTT),
um agente redutor de grupos dissulfeto, inibia a TP induzida por Ca®" ¢
oxidantes. No final dos anos 80 vigorava também a proposta que a oxidagio
de fosfolipideos da membrana mitocondrial poderia estar envolvida no
mecanismo molecular de permeabilizagdo da membrana induzida pelo Ca®”,
pois o butilhidroxitolueno (BHT) também era capaz de inibir a TP induzida
por Ca*" e oxidantes (Carbonera & Azzone, 1988). Nesta mesma linha de
raciocinio fo1 proposto que a a¢do de espécies reativas de O, intermediavam
de alguma maneira este processo e que a peroxidagdo da MMI, poderia
facilitar a hidrolise dos fosfolipidios pela enzima fosfolipase A,, estimulada
pelo Ca®* (Erdahl et alii, 1991). No entanto, utilizando DTT, ADP, BHT entre
outras drogas, Macedo e colaboradores mostraram que o ADP ¢é mais efetivo
em proteger as organelas e que provavelmente a oxidacio de grupos tidlicos ¢

a consequéncia e ndo a causa primaria da abertura do PTP.

F. Moduladores da abertura do PTP

Desde 1992 o grupo de Bernardi vem publicando uma série de
trabalhos sugerindo fortemente que o gradiente proténico modula diretamente
a abertura do PTP. Ou seja, o poro permaneceria fechado quando o Ay esta

alto e/ou o pH da matriz estd abaixo de 7.0 e se abriria com a despolarizagio
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da membrana (Bernardi et alii, 1992a; Nicolli et alii, 1993; Scorrano et alii,
1997). No entanto, a evidéncia para a proposta de funcionamento do PTP
como um canal dependente de voltagem ¢ indireta e esta baseada nos efeitos
protonoforicos do FCCP. Na interpretacdo desses autores o FCCP induz a TP
na presen¢a de Ca®* porque induz colapso em Ay. Ou seja, a probabilidade de
abertura do PTP seria modificada por alteragdes no potencial de membrana.
Explicam assim a acdo dos diversos compostos que potencializam ou inibem
a abertura do PTP, por alterar de alguma maneira o potencial elétrico de
membrana (Nicolli et alii, 1996). Refor¢ando esta hipdtese, o grupo de
Novgorodov postula que o PTP pode operar em dois estados, com
seletividades diferentes: um estado permeavel somente a H e um estado
permedvel a sacarose e outros solutos com massa molecular menor que 1500
Da (Novgorodov et alii, 1992; Novgorodov & Gudz, 1996).

Em oposicdo a esta proposta, o grupo de Vercesi também vem
publicando uma série de artigos postulando que a abertura do PTP seria
modulada principalmente pela oxidagdo de ditiois criticos de proteinas
componentes da estrutura do poro. Este ataque oxidativo seria mediado pela
formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), que estaria aumentada na
presenca do Ca®. Segundo esses autores, o Ca’* da matriz aumentaria a
produgdo de EROS pelas mitocondrias, via mobilizagdo de estoques
intramitocondriais de Fe’*, capazes de estimular a reagdo de Fenton com o
H,0,. Suportando esta hipotese, foi descrito que a catalase pode prevenir a
abertura do PTP dependente de Ca’" na presenca de peroxido exogeno
(Castilho et alii, 1995). Esse grupo mostrou também que FCCP pode
aumentar a formagio de EROS na presenga de Ca’*. Contrariando esses
resultados, fo1 publicado recentemente pelo grupo de Bernardi recentemente
demonstrou, que a abertura do PTP induzida por FCCP ¢ Ca* ocorre na
auséncia da formacdo de EROS e que a catalase tem pouca eficiéncia em

proteger as organelas, fortalecendo a hipotese de que a despolarizagdo da
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membrana se€ja a causa primaria da abertura do PTP (Scorrano et alii, 1997).
Resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa também nio
concordam com a proposta do ataque oxidativo a estrutura do poro mediado
por EROS. Resultados prévios mostraram ocorréncia de lipoperoxida¢do na
presenca de Ca”* somente quando um oxidante, como t-butilhidroperdxido (t-
buOOH) era adicionado, mas nfo na presenga de Pi, independente da
concentragdo de Pi utilizada em conjunto com o Ca** (Nepomuceno et alii,
1991). Além disso, nessas mesmas condigdes, com Ca’” e Pi , pequenas
concentragdes de FeSO, exdgeno sdo sempre capazes de induzir altos niveis
de peroxidacgdo lipidica (Alonso et alii, 1997). Nessa mesma linha de
raciocinio, quando comparamos a capacidade do ADP (nucleotideo de
adenina), CsA (droga que inibe especificamente o PTP), BHT (sequestrador
de radicais livres de oxigénio) e DTT (redutor de grupamentos dissulfeto) em
proteger as organelas incubadas na presenca de Ca®" em condigdes oxidativas
(na presenca de t-buOOH) ou ndo (na presenga de Pi1), foi mostrado que para
as duas condi¢des experimentais utilizadas a presenga de ADP ou CsA foi
sempre mais eficiente em proteger as organelas, particularmente dos efeitos
do ion, enquanto o aumento na concentragdo de oxidante houvesse levado a
uma diminui¢do no poder protetor de ambos, ADP e CsA (Macedo et alii,
1993; Macedo et alii, 1997). Estes dados indicaram que o estado de poro
aberto induzido pelo Ca®*, na auséncia de oxidantes exdgenos, ndo envolve
necessariamente nem a oxidagdo de grupos tidlicos de proteinas ou a
peroxidacdo de lipideos da membrana. Nossa interpretagdo € que sob
condi¢des oxidativas, a formagdo de dissulfetos que certamente ocorre € um
evento que se segue a abertura do poro induzida pelo Ca®*, provavelmente
como consequéncia da baixa no sistema de defesa antioxidante das organelas

(Macedo et alii, 1997).
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G. Papel da Ciclosporina A como inibidor especifico do PTP

A CsA ¢ uma droga imunossupressora, usada na clinica médica para
evitar a rejei¢do a orgaos transplantados (Fournier & Crevat, 1987; Crompton
& Costi, 1988; Halestrap & Davidson, 1990; Petronilli et alii, 1993).
Acredita-se que o alvo principal da CsA nas células seja uma classe de
proteinas conhecidas como ciclofilinas, que tém a mesma atividade da enzima
peptidil prolil cis-trans isomerase (PPlase), aparentemente envolvida no
‘folding’ proteico. Embora as ciclofilinas estejam presentes em todos os
tecidos e células eucaridticas, somente na década de 90 foi detectada atividade
prolil isomerase em mitocondrias isoladas de figado de rato e coragdo bovino
(Halestrap & Davidson, 1990); embora ainda ndo se saiba ao certo qual a
fungdo da ciclofilina intramitocondrial. Além da ciclofilina da matriz,
recentemente Andreeva e colaboradores mostraram que existe uma proteina
na membrana interna de 11-22 kDa, a qual liga CsA com alta afinidade,
principalmente em condi¢des de ADP elevado (Andreeva et alii, 1995).
Refor¢ando a proposta de um sitio de ligagdo na membrana para CsA, nosso
grupo de pesquisa demonstrou pela primeira vez na literatura a abertura de
PTP sensivel a CsA em particulas submitocondriais, destituidas dos
componentes da matriz (Macedo et alii, 1997). Além disso, recentemente
também mostramos que CsA ¢ capaz de inibir a a¢do de diferentes isoformas
de fosfolipase A, exdgenas na membrana (Valente et alii, 1997).

Nucleotideos de adenina como ADP e ATP, que sdo considerados
protetores menos efetivos, interagem com a CsA para inibir a abertura do
PTP. Nesse sentido, observou-se que mitocondrias de figado, quando
permeabilizadas pelo Ca™*, recuperavam totalmente o potencial de membrana
se tratadas com CsA + ADP na presenca ou auséncia de Mg®" e nfo somente
com CsA ou ADP ou Mg2+ sozinhos (Novgorodov et alii, 1992; Macedo et
alii, 1997).
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H. Identidade Molecular do PTP

A técnica de Patch-Clamp, quando aplicada a membrana mitocondrial
interna mostrou a existéncia de uma variedade de canais (Zoratti &
Szab6,1995). Dentre eles, o canal anidnico dependente de voltagem (VDAC)
foi claramente identificado com as porinas da membrana externa. Na MMI foi
identificado o canal de muticondutdncia ou megacanal (Petronilli et
al11,1993). Entretanto, a complexidade da MMI ainda ndo permitiu uma
melhor identifica¢do do megacanal. Ambos, VDAC e megacanal mostraram
capacidade de serem ativados por Ca®" ¢ inibidos por CsA (Zoratti & Szabo,
1995), suportando sua identidade com a do PTP. Recentemente, o grupo de
Klingenberg sugeriu a identificagdo do AAC com o megacanal (Klingenberg,
1992). O AAC, tem sido considerado o candidato mais provavel para a
formagdo do PTP ja ha algum tempo (Asimakis et alii, 1977). Com os
trabalhos de Le Quoc ficou evidente a capacidade desta proteina favorecer ou
impedir a abertura do poro dependente de Ca>* . Estes autores observaram que
ligantes como CAT, ATR, palmitoil-CoA e piridoxal-5-fosfato, estabilizariam
a conformacdo ‘¢’ do carreador, induzindo a TP por aumentar a condutividade
especifica para H' e K’ da membrana, na presenca de concentragdes
suprafisiologicas de Ca’*. Ja o BKA, oligomicina (oligo) ADP e acil-CoA,
estabilizariam a conformagdo ‘m’, levando a um efeito oposto. Foi visto
também que uma alta razio NADP'/NADPH favoreceria a conformagio ‘c’
do carreador (Le Quoc & Le Quoc, 1988; Le Quoc & Le Quoc, 1989; Panov,
1992; Zoratt1 & Szabo, 1995).
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I. Carreador ADP/ATP x PTP

A discussdo mais recente sobre o tipo de relagdo existente entre o poro
e o carreador ADP/ATP baseia-se em duas propostas. Os trabalhos pioneiros
de Hunter ¢ Haworth sugerem a existéncia de duas estruturas distintas embora
interativas (Hunter & Haworth, 1979a,b). Em favor desta proposta, o grupo de
Novgorodov demonstrou que o efeito da CsA pode ser modulado pela
interacdo do ADP com um sitio de baixa afinidade, insensivel a CAT,
sugerindo uma ac¢do sinérgica dos dois agentes para fechar o poro
(Novgorodov et ali1, 1992). Entretanto, resultados recentes de nosso grupo de
pesquisa ndo confirmam a insensibilidade desse processo ao CAT. Foi
mostrado que na presenga de ADP e CsA, a adi¢do de CAT induz uma queda
parcial em Aw, aparentemente associada a participacdo do AAC no processo
(Macedo et alii, 1997).

A segunda proposta foi sugerida pelo grupo de Halestrap, que o proprio
carredor ADP/ATP poderia ser convertido a um poro inespecifico (Halestrap
& Davidson, 1990). De acordo com esta hipdtese, o poro se abriria na
presenca de Ca®* quando a ciclofilina da matriz mitocondrial, estiver ligada ao
carreador ADP/ATP. Esta ligagdo estaria facilitada na presenga de CAT. A
proposta ¢ que a ligagdo, ciclosporina-ciclofilina evitaria a interagdo desta
ultima com o carreador e consequentemente previniria sua tranformagio em
um poro inespecifico dependente de Ca®* (Halestrap & Davidson, 1990).
Refor¢cando a participagdo do AAC, resultados recentes de nosso grupo
indicam que, em uma situagio de baixo Ay, o Ca’’ induz uma aparente
diminui¢do na atividlade do AAC, revertida por CsA. Entretanto, a
demonstragdo de abertura de PTP sensivel a CsA em particulas
submitocondriais aparentemente descarta a necessidade da ligagio

AAC/ciclofilina matricial para sua abertura (Macedo et alii, 1993).



OBJETIVOS

Embora, sendo estudado ha cerca de 40 anos, o processo de abertura do
PTP dependente de Ca’* em mitocéndrias isoladas, sempre foi observado na
presenga de concentragdes suprafisiologicas de Ca®’, geralmente acima de
10uM. Como estas organelas dificilmente estario expostas a uma
concentragio dessas de Ca™* no interior das células, nunca foi possivel afastar
completamente a hipotese de estarmos todos estudando um artefato provocado
pelas altas concentragdes de Ca”™" utilizadas nos estudos “in vitro”.  Por outro
lado, condi¢cdes de baixo Ay facilitam a abertura do PTP (Scorrano et alii,
1997) e uma das situagdes em que se propde haver abertura de PTP ¢ na
reperfusdo, apos uma isquemia prolongada (Griffiths & Halestrap, 1995).

Um dos objetivos do presente trabalho foi verificar a ocorréncia de
abertura de PTP na presenga de concentragdes fisiopatologicas de Ca** (0 -
500 nM), em condi¢des que simulassem “in vitro” as consequéncias de um
processo de isquemia/reperfusdo para as mitocondrias.

Outro objetivo do trabalho foi verificar o envolvimento do AAC na
formagdo do PTP nestas mesmas condi¢des experimentais, uma vez que dados
anteriores de nosso grupo, sugeriram que a pré-incubagdo de mitocondrias
desenergizadas na presenga de alto Ca®* (50 uM) induzia uma aparente
diminui¢do no contetido de AAC ativos na membrana mitocondrial, verificada
apos a energizacdo das organelas (Macedo et alii, 1993). Procuramos
determinar se concentragdes fisiopatologicas de Ca®*, eram suficientes para
induzir abertura do PTP e interferir com o AAC, conforme indicavam nossos

dados com altas concentragdes do ion (Macedo et alii, 1997).
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MATERIAIS E METODOS

A - Isolamento de mitocondrias de figado de rato

As mitocondrias de figado de rato (MFR) foram isoladas conforme
descrito na literatura, utilizando-se fémeas de ratos adultos Wistar, pesando
cerca de 200 g e mantidas em jejum por 12 horas (Schneider & Hogeboom,
1950).

Apo6s o animal ser sacrificado por destroncamento cervical, retirou-se
o figado, picou-se com tesoura, em meio de isolamento I (sacarose 250 mM,
HEPES 10 mM, EGTA 0,5 mM, pH 7,4). Apds, homogenizou-se em
homogeneizador Potter-Elvehjem por 2 minutos. Centrifugou-se, em
centrifuga Beckman modelo J2-21 (rotor JA20), por 10 minutos a 700 x g. O
sobrenadante foi centrifugado novamente a 12.100 x g por 10 minutos. O
precipitado formado foi ressuspenso em meio II (sacarose 250 mM e HEPES
10 mM pH 7,4). A suspensdo formada foi centrifugada a 14.600 x g por 10
minutos. A suspensdo mitocondrial foi obtida a partir da ressuspensio da
fragdo precipitada, com o volume minimo possivel de meio II. Todo este
procedimento foi feito mantendo-se a temperatura entre 0 € 4° C.

A concentragdo mitocondrial foi determinada em termos de
concentragdo de proteina, pelo método do biureto, modificado pela adi¢do de
colato a 1 % (p/v) (Gornall et alii, 1949; Kaplan & Pedersen, 1983). Para a

obtengdo da curva padrdo for utilizada soroalbumina bovina (BSA). As
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leituras de absorbancia foram feitas a 540 nm em espectrofotdmetro

Beckman modelo DU 640.

B- Determinacio do consumo de O,

O consumo de O, pela suspensdo mitocondrial foi determinado
polarograficamente, utilizando-se um eletrodo tipo Clark, acoplado a um
registrador grafico.

Numa cela de vidro vedada, com agitagdo magnética, contendo 1,8
mL de capacidade total, colocou-se o meio para determinagio do controle
respiratério (sacarose 125 mM, KCl 65 mM, HEPES 10 mM, Pi 3 mM,
succinato 5 mM, pH 7.4) e adicionou-se a suspensdo de mitocondrias em
volume suficiente para uma concentracfo final de 1 mg/mL. Registrou-se o
estado respiratorio 4 (estado basal). Apos 3 minutos adicionou-se ADP 300
uM registrando o estado respiratorio 3, onde ocorre aceleragdo do consumo
de O, devido a fosforilacdo oxidativa. Depois de todo o ADP ter sido
consumido, a respiragido das mitocondrias volta ao estado respiratorio 4. As
velocidades de consumo de O, nos dois estados foram utilizadas para o
calculo do controle repiratério (CR). O CR ¢ definido como a razdo entre o
consumo de O no estado 3 (respiragio estimulada pela adi¢gdo de ADP) e o
consumo de O; no estado 4 (estado basal). A preparagdo mitocondrial foi
considerada adequada para os experimentos quando o controle respiratério

era maior que 4 (Nicholls & Akerman, 1982).
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C. Simulacio das consequéncias do processo de Isquemia/Reperfusio

em condicdes fisiopatologicas de Ca*"

Para simular as consequéncias do processo de isquemia seguida de
reperfusdo, em mitocondrias isoladas, as organelas foram incubadas em duas
condigdes experimentais distintas, denominadas fases I e II seguindo-se a

velocidade de consumo de O, conforme mostra a figura 3.

Fase 1. Mitocondrias foram pré-incubadas (1mg/mL) por diferentes periodos
de tempo (O - 15 min) e em diferentes temperaturas (25°C-37°C) na auséncia
de substrato respiratorio exogeno, em meio padrio contendo sacarose
125mM, KCI 65mM, Tris-HCI 10mM, Pi 5SmM, pH 7.25 e diferentes
concentracdes finais de Ca®" livre (0 - 500 nM) obtidas a partir de um
tampdo Ca’" - EGTA, calculado segundo Portzehl. (Portzehl et alii, 1964).
N&do utilizamos rotenona nestes experimentos com o propdsito de
trabalharmos na presenca de substratos enddgenos. O experimento controle,
na auséncia de Ca, foi obtido com a adi¢do de EGTA 2mM desde o inicio
da pré-incubacdo. O efeito da CsA foi estudado utilizando-se uma
concentragdo 1uM da droga, adicionada ao meio desde o inicio da pré-

incubacgio.

Fase II. Ao final de cada periodo de pré-incubagio, o Ca®" foi quelado pela
adicao de EGTA 2 mM e apdés 2 minutos iniciou-se o estado respiratorio 4
pela energizagdo das mitocondrias com a adigdo de succinato 5 mM. Apos 2
minutos na presenga do succinato, foi adicionado ADP 1mM para obtermos

o estado respiratdrio dependente de ADP (v3).
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Este protocolo experimental esta detalhado na figura 3. As demais
adigOes estdo descritas nas legendas das figuras. O controle respiratorio (CR)
foi obtido a partir da razdo vi/v4. Os resultados apresentados possuem média

e desvio padrio de pelo menos trés experimentos utilizando trés preparagdes

distintas.

864

648

216

0 7 14
Tempo (min)

Figura 3. Procedimento padrio para simular o processo de Isquemia/Reperfusio
nas mitocondrias. Estado respiratorio 3 apds adigdo de ADP (3) e estado respiratorio 4
na presenga de succinato (4).

D. Determinacio das variacdes do volume mitocondrial (Inchamento

mitocondrial).

Como as suspensdes mitocondriais sdo turvas, elas espalham a luz
incidente. A luz espalhada ¢ uma fungio da diferenga do indice de refracdo

entre a matriz ¢ o meio. Qualquer processo que diminua esta diferenga ird
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diminuir a luz espalhada (Nicholls & Akerman, 1982). Assim, um aumento
no volume da matriz mitocondrial, associado com a entrada de solutos
permeaveis, resulta numa aproximacdo entre o indice de refragdo da matriz e
o do meio, com a consequente diminui¢do da luz espalhada. Esta
propriedade das mitocondrias fornece um método qualitativo simples para se
estudar o fluxo de solutos através da MMI. As mitocondrias prestam-se bem
para a aplicacdo desta técnica porque sua matriz pode sofrer grandes
variagdes de volume, ji4 que a membrana interna sofre apenas
desdobramentos de suas pregas. O acompanhamento deste processo foi feito
em fun¢do da diminuicdo da absorbincia em um espectrofotémetro, ajustado
para um comprimento de onda de 520 nm, conectado a um registrador
potenciométrico.

Os experimentos para determinar o inchamento mitocondrial foram
realizados nas mesmas condigdes experimentais ja citadas no item C,

variando somente o tempo de pré-incubagio (0 - 30 minutos).

E. Determinacao do potencial elétrico de membrana mitocondrial (Ay)

A formagdo do Ay foi seguida pela captagio de TPP" pelas
mitocondrias, utilizando-se em eletrodo sensivel ao TPP" construido
segundo Kamo. (Kamo et ali1, 1979). As condi¢des experimentais foram as

mesmas que as descritas no item C.
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F. Determinacio da concentracdo de carreadores ADP/ATP ativos na

Membrana Mitocondrial Interna através da titulacio com CAT.

A concentragdo de carreadores ativos (AAC) na membrana foi
determinada usando-se o inibidor ndo-competitivo, CAT, que se liga ao
carreador com uma estequiometria de 1:1 (Scherer & Klingenberg,1974).
Desta forma, podemos determinar o conteudo de carreadores ativos na MMI
pela titulagdo do estado respiratério 3 avaliando a inibigdo observada apds a
adigao de diferentes concentragdes de CAT ( Henke & Jung, 1991).

Nestes experimentos, pré-incubamos mitocdndrias desenergizadas por 5
minutos na presenga de uma concentragio fixa de Ca® (250 nM) obtida a
partir do tampéo Ca**-EGTA (Portzehl et alii, 1964) nas mesmas condigdes
mostradas na figura 3 . O CAT nas concentragdes entre 0,03 a 0,25 uM foi

adicionado mimediatamente antes do ADP.

G. Extracdo e dosagem de nucleotideos de adenina.

Ap6s pré-incubagdo por diferentes tempos (0-15 min) 6 mL de uma
suspensdo mitocondrial contendo 1mg de proteina/mL, na presenga de 500
nM de Ca®" livre. Apds o periodo de pré-incubagdo, foi adicionado as
amostras oligomicina 1 pg/mg, AA 1uM, EGTA 2 mM e CsA 1uM. Estas
amostras, foram centrifugadas por 10 minutos a 15.500 xg e o sedimento
ressuspenso em | mlL de meio padrio como descrito no item C. Os
nucleotideos foram extraidos do sobrenadante resultante, pelo método do

fenol-cloroformio 4lcool isoamilico, segundo Noack e colaboradores,
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incorporando um segundo passo de extragdo com dietiléter, descrito a seguir

(Noack et alii, 1992).

Extracdo : ImL do sobrenadante resultante (aproximadamente 5
mg/mL) fo1i rapidamente adicionados a 4 mL de uma mistura mantida em
banho de gelo de fenol, cloroférmio, alcool isoamilico (34:24:1,v/v/v)
contendo 0,6 mL de uma solucdo aquosa de EDTA (40 mM, pH 7,4) . Apos
90 segundos de vigorosa agitacdo a amostra foi centrifugada por 10 minutos
a 900 xg, para se obter a separacdo das fases; a camada aquosa superior foi
retirada com uma pipeta Pasteur e adicionada a 1 mL de dietiléter saturado
com agua. Apods duas agitagdes por 30 segundos e 3 minutos de
centrifugacdo nas mesmas condi¢des, a camada aquosa inferior foi colocada
em nitrogénio liquido ¢ armazenada a —70° C para posterior analise dos

nucleotideos em HPLC.

Analise dos nucleotideos por HPLC: A amostra foi submetida a uma

cromatografia de fase reversa de acordo com Stocchi e colaboradores
(Stocchi et ali1,1985). Foi utilizado um aparelho para HPLC Gilson, uma
coluna de 250 x 4mm, 5 uM, RP C 18 (Merk) e um detector de
UV/fluorescéncia a 254 nm. Os nucleotideos foram eluidos com tampao
KH,PO, 0,1M, pH 5,95 com o seguinte gradiente de metanol: 5 min: 0%
CH;O0H; 5 min: 12% CH;OH; 1 min: 40% CH;OH, a um fluxo de 1,3

mL/min.
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RESULTADOS

Consumo de O, por mitocondrias pré-incubadas com diferentes
—~ +
concentracoes de Ca*".

A figura 4 mostra que ap6és 10 minutos de preincubagfo, o aumento na
concentragdo de Ca‘2+, na faixa de 0 a 500 nM induz um efeito mais
pronunciado sobre a velocidade de consumo de oxigénio no estado
respiratorio 3 (vs) (Figura 4A) do que sobre a velocidade de consumo de
oxigénio no estado respiratorio 4 (v4) (Figura 4B), levando a uma queda nos
valores do controle respiratorio (CR) (Figura 4C). Podemos observar pela
figura 4A que aproximadamente 300 nM de Ca® livre no meio de reagdo é
suficiente para inibir cerca de 50 % de v;, quando comparado aos
experimentos controle, realizados nas mesmas concentragdes de Ca®*, porém
na presenga de EGTA 2 mM (para quelar o Ca** livre), ou de CsA 1 uM (para
impedir a abertura do PTP). Quando aumentamos a concentracdo de Ca®"
livre para 500 nM a inibigdo observada foi praticamente de 100 %, pois neste
caso, vs ficou igual ou muito proximo de v4. Por outro lado, a figura 4B
mostra que na faixa de concentragio de Ca’’ utilizada nos nossos
experimentos a velocidade de consumo de oxigénio no estado respiratério 4
comega a ser afetada somente na presenga de 500 nM de Ca”" livre no meio
de reagdo, sofrendo um ligeiro estimulo. Esses dados mostram que a agdo do
Ca®" sobre a membrana induzindo uma diminui¢do nos valores do controle
respiratorio (vi/vs) de cerca de 50 % a partir de aproximadamente 300 nM de
Ca®" (Figura 4C) deve ser devido principalmente ao efeito exercido pelo Ca**

sobre vs.
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Figura 4. Efeito de diferentes concentracdes de Ca’’ sobre o consumo de O, apés 10
minutos de pré-incubacdo. MFR (1mg/mL) foram pré-incubadas a 25°C por 10 minutos
em meio padrdio na presenca de diferentes concentragdes de Ca®" (0-500 nM), obtido como
descrito em Materiais e Métodos. (A) consumo de O; no estado respiratorio 3 (v3); (B)
consumo de Oz no estado respiratdrio 4 (v4); (C) controle respiratorio (CR) (vs/vy).
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O aumento no tempo de pré-incubacio na presenca de Ca’ potencializa
o efeito do ion sobre o consumo de O,

A figura 5 mostra o efeito de 500 nM de Ca®, quando variamos o
periodo de pré-incubagdo das organelas de 0-10 minutos, antes da adigdo do
substrato respiratorio. Podemos observar nesta figura que mesmo na auséncia
de pré-incubacdo, ou seja, na presenga de succinato desde o inicio do
experimento essa concentragio de Ca®" ja provoca uma ligeira inibigio em vs,
que vai se acentuando com o aumento do periodo de pré-incubagdo com o ion.
O efeito do aumento da inibicdo em v; com o aumento no tempo de pré-
incubagdo com o Ca®" ¢ prevenido se as mitocondrias forem incubadas na

presenca de EGTA 2 mM, vermelho de ruténio (VR) 5 uM (para inibir a via
de captagdo do ion) ou CsA 1 uM. A figura 5B mostra um ligeiro estimulo

desta concentragdo de Ca®*, com o aumento do tempo de pré-incubagdo, sobre
v, Este efeito também € abolido pelos inibidores citados acima. Da mesma
forma que no experimento anterior, o aumento no periodo de preincubagio
das organelas na presenga de 500 nM de Ca®’, sem a adi¢do de substrato
exogeno, levou a uma diminuigdo nos valores do CR (Figura 5C) devido
principalmente ao efeito sobre v;. Esses resultados indicam que quanto maior
o tempo de exposigio das organelas com o ion, principalmente na auséncia de
substrato respiratério exogeno, maior a inibigdo observada sobre vs,
fendmeno sensivel a CsA e dependente da entrada do Ca*" nas mitocondrias.
Nota-se ainda que na presenga de VR o CR esta significativamente maior,
devido a diminui¢do observada em vy aos 3 e 5 minutos de incubagdo.
Entretanto, nossos dados ndo permitem uma explicagdo adequada para esse

fenomeno.
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Figura 5. Aumento do tempo de pré-incubac¢io das organelas com Ca®>" sobre o
consumo de O2. MFR (1mg/mL) foram pré-incubadas a 25° C por diferentes tempos (0 —
10 min) em meio padrio contendo 500 nM de Ca ** livre obtido como descrito em
Materiais e Métodos. (A) consumo de O, no estado respiratério 3 (v3); (B) consumo de O,
no estado respiratorio 4 (v4); (C) controle respiratério (CR) (v3/va).
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Permeabilidade da Membrana Mitocondrial Interna a Protons

A figura 6 mostra as variagdes no potencial elétrico de membrana nas
mesmas condig¢des experimentais descritas para a figura 5. Ou seja, 5 minutos
de pré-incubagdo da suspensdo mitocondrial na presenga de Ca®" 500nM e
EGTA 2mM (tragado a), Ca** 500 nM e CsA 1 uM (tragado b) ou somente
Ca®™ 500 nM (tragado c); posterior adi¢do de succinato 5 mM e apos 2
minutos, ADP 1 mM. A variagdo no potencial de membrana foi verificada
pela captagdo do cation tetrafenilfosfonio (TPP"), que entra nas mitocondrias
em resposta ao potencial elétrico formado. Podemos verificar que durante os 5
minutos de pré-incubagdo, somente na situagdio ¢ (na presenga de Ca*") houve
liberagio de TPP" pelas organelas, indicando estar havendo dissipag¢do do Ay
nesta condigdo. A posterior adicdo de EGTA 2mM (para paralisar o efeito do
ion) levou a um ligeiro estimulo na captagio de TPP", que foi acelerada apds
a adicdo de succinato, registrando formagdo de Ay nesta condi¢do. Nas
situagdes a € b (na presenca de EGTA e CsA) podemos observar formagio de

Ay durante o periodo de preincubagdo, provavelmente sustentado pelos
substratos enddgenos e manutengio dos mesmos niveis de TPP' captado, ap6s

a adigdo de succinato. Estes resultados estdo de acordo com os efeitos
observados nos experimentos anteriores, onde registramos que o consumo de
oxigénio pelas mitocondrias no estado respiratorio 4 (apds a adigdo de
succinato) é apenas ligeiramente afetado na presenga do Ca®*. O Ay formado
com a adi¢cdo de succinato, nas trés condi¢des experimentais estudadas volta a
cair apos a adi¢cdo de ADP. Entretanto, esta queda é menos pronunciada na
situagdo ¢, corroborando os efeitos do Ca®" sobre v; mostrados nas figuras
anteriores. Estes dados, no seu conjunto, indicam que apenas durante o
periodo de pré-incubagdo na presenga do Ca’" acontece efetivamente um
aumento na MMI da permeabilidade a H', totalmente prevenido na presenga
de EGTA ou CsA.
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Figura 6. Variacio do potencial elétrico de membrana. MFR (1mg/mL) foram pré-
incubadas por 5 minutos a 25° C na presenga de Ca** 500 nM em meio padrio como
descrito em Materiais e Métodos. (a) EGTA 2 mM + Ca** 500 nM, (b) CsA 1uM + Ca**
500 nM e (¢) Ca’ 500 nM. EGTA 2mM, succinato 5mM e ADP 1mM foram adicionados
nas trés situagdes onde indicado na figura.

Permeabilidade Inespecifica da Mlembrana Mitocondrial.

Uma das maneiras de se verificar se esta ocorrendo um aumento
inespecifico na permeabilidade da membrana mitocondrial interna € verificar
se esta havendo entrada do suporte osmotico do meio de reagdo para o interior
das organelas, com concomitante saida de outros compostos. Isto pode ser
registrado pela diminui¢do na absorbancia da suspensdo mitocondrial a 520
nm (Nicholls & Akerman,1982). Os resultados apresentados na figura 7, onde
acompanhamos o inchamento da suspensdo mitocondrial a 520 nm apds a
adi¢do de succinato 5 mM mostram que o aumento no tempo de pré-
incubagdo na presenga de Ca*" 500 nM (0-30 min) é insuficiente para induzir
uma total permeabilizagdo da membrana mitocondrial, obtida pela adigdo de
H,0 ao meio de reagdo. Estes dados indicam que durante o periodo de pré-

incubagdo ocorre um inchamento mitocondrial de baixa amplitude. E bom
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ressaltar que também este efeito € totalmente abolido na presenga de EGTA e

parcialmente abolido na presenga de VR ou CsA .

A 520 nm

i T T T T T 1 T T ’ 1
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Figura 7. Efeito do aumento no tempo de pré-incubaciio com Ca”" sobre o inchamento
mitocondrial. MFR (1mg/mL) foram pré-incubadas por diferentes tempos (0 - 30 min) na
presenca de Ca #* 500 nM em meio padrido como descrito em Materiais € Métodos. Quando
presentes, EGTA 2mM, V.R. 5 uM e CsA 1 uM, foram adicionados desde o inicio da pré-
incubagdo e os valores de absorbancia foram medidos a 520 nm, ap6s as adi¢gdes de EGTA
2mM e succinato 5 mM.

Efeito da Temperatura sobre o Consumo de O, por Mitocondrias pré-
N 24
incubadas com Ca“".

Os experimentos mostrados anteriormente foram feitos a 25°C. J4 os
experimentos da figura 8 mostram o efeito do aumento na temperatura do
meio de reagdo (25-37°C) sobre vs (figura 8A), v, (figura 8B), e CR (figura
8C), nas mesmas condigdes experimentais descritas na figura 5. Podemos

observar na figura 8A que o aumento na temperatura do meio so tem efeito na
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situacdo onde ndo ha Ca®" (na presenca de EGTA). Ou seja, na presenca de
500 nM de Ca’" a inibigio observada em v; aos 25°C praticamente ndo se
alterou com o aumento da temperatura até 37°C. O mesmo aconteceu na
presenca de CsA 1uM que além de prevenir qualquer efeito do aumento da
temperatura sobre v3 também se mostrou capaz de impedir o efeito do Ca*’
sobre v;, mostrado na figura 4. Entretanto, a retirada do Ca*" pela acéio
quelante do EGTA tornou a fosforilagdo oxidativa mais suscetivel a inibi¢ao
com o aumento da temperatura (figura 8A). Por outro lado, a figura 8 B
mostra que O aumento na temperatura provoca um estimulo em v4 em todas as
situagdes estudadas, levando consequentemente a uma diminuigdo nos valores

do CR, que ¢ mais acentuada quando as organelas estio incubadas na
presenca de EGTA (figura 8C).
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Figura 8. Efeito da variacio da temperatura sobre o consumo de O,. MFR (1mg/mL)
foram pré-incubadas por 5 minutos nas mesmas condi¢des descritas em materiais e
métodos, na presenga de 500 nM de Ca®" em diferentes temperaturas (25°C - 37°C). (A)
consumo de Oz no estado respiratorio 3 (v3); (B) consumo de O; no estado respiratorio 4
(va); (C) controle respiratorio (CR) (v3/va).
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O conteudo de AAC atives na Membrana Mitocondrial nio é afetado
pela pré-incubacio com Ca®.

Uma das formas de se verificar o contetido de carreadores ativos na
MMI ¢ através de sua titulagdo com carboxiatractilato (CAT). O CAT inibe o
AAC, com uma estequiometria 1:1, sendo, portanto indicado para esta
quantificacdo (Scherer & Klingenberg,1974). Os experimentos mostrados na
figura 9 mostram que nas nossas condi¢des experimentais, na presenca de 500
nM de Ca>* o aumento na concentragdo de CAT (0 — 0,25 uM) induziu, nas
trés situacdes estudadas, uma inibigdo total em v; com aproximadamente a
mesma concentragdo de CAT (0,18 uM). Estes dados indicam que a presencga
do Ca®™ ndo ¢ suficiente para induzir diminui¢do no numero de carreadores
ativos na membrana, sugerindo ndo estar havendo mobiliza¢do destes
carreadores para fazer parte da estrutura do PTP, pois registramos a inibi¢do
total em v; com aproximadamente a mesma concentragdo de CAT. Por outro
lado, se observarmos a ordenada do grafico da figura 9 podemos verificar que
o Ca’ “per se” tem um efeito sobre vs, conforme ja mostrado nas figuras
anteriores. Ou seja, aparentemente o ion esta sendo capaz, de alguma maneira

de diminuir a atividade de troca do carreador.
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Figura 9. Titulaciio da respiracio dependente de ADP (v3) com CAT. MFR (Img/mL)
foram pré-incubadas a 25° C por 5 minutos nas mesmas condi¢cdes descritas em materiais
e métodos com Ca®” 250 nM + EGTA 2 mM, Ca®’ 250 nM + CsA 1uM, e Ca*" 250 nM. A
adicdio de concentragdes crescentes de CAT (0, 0.03, 0.06, 0.08, 0.1, 0.15, 0.18, 0.2 € 0.25
uM) foi feita 30 segundos antes da adi¢do de ADP 1mM.

Dosagem de Nucleotideos de Adenina no interior das Mitocondrias apés
, s ~ +
a pré-incubaciio com Ca®".

Os resultados apresentados na tabela 1 mostram indiretamente o
efeito do Ca*" sobre a concentragdo de ATP ¢ ADP presentes no interior das
organelas e extraidos apos diferentes periodos de preincubagio (0, 5 ¢ 15
minutos) das mitocondrias na presenc¢a de Ca®™ 500 nM. Os resultados sdo
indiretos porque os dados apresentados se referem a concentragdo de ATP e
ADP presentes no sobrenadante das amostras. Verifica-se que o Ca2+ induz
perda de nucleotideos de adenina do interior das organelas, pois podemos
notar claramente que, na presenca de EGTA, praticamente ndo encontramos
nucleotideos de adenina no meio exterior. Podemos notar também, que o

aumento no tempo de pré-incubagcdo aumenta a quantidade de nucleotideos
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perdidos, principalmente ATP. Esses dados sdo ainda preliminares e faltam os
resultados na presenga de CsA. Porém, eles sugerem que a inibi¢do em vs3
induzida pelo Ca® possa ser devida a perda de nucleotideos de adenina
endogenos. Estes dados, em conjunto com os resultados apresentados nas
figuras 4, 5 € 8 sugerem também que a perda de nucleotideos de adenina

observada nas nossas condi¢des experimentais ocorra pelo carreador.

\\ ATP cyerno (nmols) ADP yerno (nmols)
Pré-incubacio (min) Ca? EGTA Ca? EGTA
0 3,509 0,778 0,269 0,136
5 4,234 0,877 2,525 0,242
15 7,408 1,097 2,223 0,267

Tabela 1. Perda de nucleotideos de adenina induzida por Ca ** 500 nM em diferentes
tempos de pré-incubacio. MFR (Img/mL) foram pré-incubadas a 25° C por diferentes
tempos (0 -15 min) em meio padrio conforme descrito em materiais € métodos. Apds o
tempo de pré-incubacio, a suspensdo mitocondrial foi centrifugada e a quantidade de ADP
e ATP foi medida no sobrenadante da amostra.
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que o Ca*" exerce
um efeito, sensivel a CsA, bem mais acentuado na velocidade de consumo de
oxigénio no estado respiratorio 3 que no estado 4, levando a uma diminuigo
dose-dependente do CR (Figura 4). Nossos dados mostraram também que
esta mibigdo em v3 ¢ ainda mais acentuada nas seguintes condigdes: com 0
aumento na concentragio de Ca®" acima de 300 nM e com o aumento do
tempo de incubagdo das organelas com o fon na auséncia de substrato
exogeno (Figura 5). Sabe-se que um excesso de Ca’" citosolico, da ordem de
300 nM ¢ suficiente para que as mitocondrias comecem a acumular Ca®",
quando energizadas (Gunter et alii, 1994). Embora nossas condi¢des de pré-
incubagdo ndo contenham substrato respiratorio exégeno, ndo podemos nos
esquecer da existéncia de substratos enddgenos, que garantiriam a entrada do
ion. A inibi¢do pelo VR, inibidor da entrada de Ca®" nas organelas através do
uniporter, assim como o efeito do quelante EGTA corroboram a necessidade
do ion entrar nas organelas para exercer seu efeito inibitorio sobre o CR.
Embora ja tenha sido demostrado anteriormente que o Ca®" intramitocondrial
inibe a fosforilagdo oxidativa, seu mecanismo de acdo ainda ndo estd
totalmente esclarecido e existem varias hipdteses para explica-lo. Dentre as
propostas para explicar tal inibigdo estdo a inibi¢do no AAC (Malmstrom &
Carafoli, 1977), indugdo na perda de nucleotideos internos (Wilson &
Asimakis, 1987), mibigdo da ATP sintetase (Sanchéz, 1983), entre outras.
Entretanto, todos esses autores usaram altas concentragdes de Ca™ em seus
estudos. Nosso trabalho mostra que também concentragdes fisiopatologicas de

Ca”" sdo capazes de causar inibicdo da fosforilagdo oxidativa em mitocOndrias



44

isoladas de figado de rato e nossa interpretagio € que esta inibi¢do ocorra
devido a abertura do PTP, induzida por estas baixas concentragdes de Ca*"
Sendo vejamos, a CsA, que ¢ um reconhecido inibidor especifico da abertura
do PTP inibe ambos, a agio do Ca’" e do aumento no tempo de incubag¢do
com o ion sobre o CR. Estes dados sugerem fortemente que o efeito do ion,
nesta faixa de concentragdo, reflete abertura ou mobilizacdo de PTP na
membrana mitocondrial.

Por sua vez, os dados apresentados na figura 8 mostram que o aumento
da temperatura no meio de reagdo (25 - 37°C) induziu um estimulo na
velocidade de consumo de O, no estado respiratério 4 nas trés situagdes
experimentais estudadas. Este estimulo provavelmente seja reflexo do
aumento na fluidez da membrana que certamente ocorre com o aumento da
temperatura. Esses resultados também mostraram que o efeito do Ca®* sobre
vs, independente da presenga de CsA, ndo foi alterado com o aumento da
temperatura, indicando que a abertura do PTP, sensivel a CsA ndo ¢ um
processo dependente de temperatura para ocorrer. Um outro dado interessante
¢ o efeito do aumento da temperatura observado na presenga de EGTA, ou
seja, da auséncia de Ca’* durante a pré-incubagdo, levando a uma diminuig¢do
acentuada sobre v;. Este efeito talvez possa ser explicado pela falta de Ca®"
ligado aos sitios externos das mitocOndrias, uma vez que segundo Bernardi
quando esses sitios sdo ocupados pelo ion ocorre uma menor predisposi¢do da
abertura do PTP (Bernardi, 1992b).

Quando analisamos indiretamente a permeabilidade da membrana a H”,
através da captagio de TPP" pelas mitocdndrias (Figura 6) podemos observar
que a presenga de EGTA ou CsA, em conjunto com o Ca’" impediram a
queda em Awy, mantido as custas dos substratos endogenos. No entanto,
quando as organelas foram pré-incubadas somente na presenga do ion
podemos observar claramente a liberagdo de TPP’, sinalizando que durante a

fase de pré-incubagdo ocorre a despolarizagdio da membrana mitocondrial
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pelo Ca®*. Por outro lado, nas trés situacdes analisadas, apos a adi¢do de
succinato, ndo houve alteragdo na captacdo de TPP", que foi ligeiramente
maior na presenca de EGTA. Esses dados sugerem que nesta fase, de
simulagdo de um processo de “reperfusdo”, ndo ha um efeito muito
pronunciado do Ca®" sobre a membrana, pelo menos nas concentragdes
utilizadas neste trabalho. Estes resultados estdo em concordancia com o0s
mostrados nas figuras 4B e 5B, com um ligeiro efeito do Ca® no consumo de
oxigénio do estado respiratorio 4. O mais interessante entretanto, é que eles
sugerem que a presenga do Ca®” no interior das organelas, provavelmente
ligado a membrana seja importante para induzir sua imediata despolarizag¢do.
Como a presenga de CsA previne a despolarizagdo induzida pelo Ca*,
podemos inferir que esta ¢, de fato, uma condigdo primdria para ocorrer
formagdo do PTP. Esses dados corroboram a proposta de uma natureza do
PTP do tipo ‘canal dependente de voltagem’ com a despolarizagio da
membrana sendo o passo chave para sua abertura (Bernardi, 1992b). Além
disso, a prevengido do o efeito do Ca®* sobre a despolarizacdo da membrana
pela CsA sugere que possa ser a mesma proteina que liga ambos, CsA e Ca*”,
embora nossos resultados ndo permitam a identificagdo desta proteina. As
hipoteses langadas na literatura sobre este assunto, estdo melhor apresentadas
na Introdugdo do presente trabalho. Por outro lado, os resultados da figura 7
mostram que nossa condigdo  experimental (com concentragdes
fisiopatologicas de Ca®") ndo ¢ suficiente para induzir uma permeabilizagdo
maior da membrana. No entanto, ¢é importante salientar que sempre
detectamos um inchamento de baixa amplitude na presenga do ion. Esses
dados, aparentemente estdo em contradigdo com a proposta de Halestrap
(Griffths & Halestrap,1995). Este autor descreveu que a abertura do PTP
ocorre somente apds a reperfusdo e ndo na isquemia propriamente dita
Entretanto, a diferenca entre as duas condi¢des experimentais é que no caso

. . ~ + ey .
do autor citado acima, a concentra¢io de Ca’’ utilizada era muito alta
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(100uM) e a abertura do PTP era seguida pela entrada de sacarose marcada no
interior das organelas. Ou seja, uma condi¢do onde as organelas ja estdo
totalmente permeabilizadas. Nos experimentos aqui descritos, que simulam as
consequéncias de um processo de isquemia/reperfusdo para as mitocondrias
na presenga de concentragdes fisiopatoldgicas de Ca’" mostramos que a
abertura de PTP, sensivel a CsA ocorre na membrana sem um efeito muito
pronunciado sobre a permeabilizagdo das organelas. Portanto, acreditamos
que estamos estudando estagios diferentes da abertura do PTP.

Resumindo, a agdo do Ca®" sobre as mitocondrias mostradas neste
trabalho incluem: 1) diminuigdo em v; e ligeiro estimulo em vy, levando a
queda no CR; ii) aumento na permeabilidade da membrana a H' e iii)
inchamento de baixa amplitude, sendo todos esses efeitos prevenidos pela
presenca de EGTA, VR ou CsA. Embora muitos trabalhos da literatura
tenham mostrado algumas destas interrelagdes (ver revisdo por Zoratti &
Szabo,1995), a originalidade do nosso trabalho estd em mostrar, pela primeira

<

vez, a ocorréncia da abertura do PTP “in vitro” nestas concentrag¢des
fisiopatologicas de Ca™ (0-500 nM). Este ¢ um resultado importante porque,
até entdo, nunca tinha sido possivel excluir totalmente a possibilidade de se
estar estudando um artefato, devido a alta concentracio de Ca®" utilizada
pelos diversos autores nos estudos “in vitro” com mitocOndrias (ver revisio
por Zoratti & Szabo,1995).

Dados anteriores de nosso grupo de pesquisa ja haviam mostrado que a
pré-incubagdo com Ca>", em concentragdes suprafisiologicas, induzia uma
diminui¢do na velocidade de consumo de oxigénio no estado respiratorio 3,
aparentemente associada a queda na atividade do AAC na membrana
(Macedo et ali1,1993). Com o objetivo de verificar se e como a abertura do
PTP, nas nossas condigdes experimentais, influenciava a atividade do AAC

realizamos 0s experimentos envolvendo titulagdo do nimero de carreadores

ativos com CAT além da extracdo e dosagem de nucleotideos de adenina
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liberados durante o periodo de pré-incubagfio das mitocondrias com Ca*". A
titulagdo da respiragdo com CAT, adicionado imediatamente antes da adigdo
de ADP foi feita com o objetivo de verificar se havia uma possivel
mobilizagdo de AAC ativos para fazer parte da estrutura do PTP. Pudemos
verificar que as diferentes condigdes experimentais aqui utilizadas ndo
alteraram a concentragdo de CAT (cerca de 0,18 uM) necessaria para obter a
inibigdo maxima em vs, descartando esta possibilidade. Entretanto, analisando
o grafico mostrado na figura 9 pudemos observar que a atividade do AAC é
inibida pelo Ca®’. Nesse sentido, como esta proteina catalisa uma troca
obrigatoria, realizamos a extracdo e dosagem dos nucleotideos de adenina
com o intuito de verificar se a inibigdo na atividade do AAC induzida pelo
Ca”™ ndo era devida a uma falta de substratos endogenos, liberados durante a
abertura do PTP. Os resultados apresentados na tabela I mostram que é
Jjustamente isto que ocorre, pois a abertura do PTP, favorecida em condigdes
de baixo Ay, induz a libera¢do de nucleotideos de adenina do interior das
organelas. E importante salientar que esses valores estdo em concordincia
com os da literatura (Asimakis & Aprille, 1979). A saida de moléculas
grandes como os substratos do AAC, por sua vez, explicariam o inchamento
de baixa amplitude observado nas nossas condigdes experimentais e mostrado
na figura 7. Ha algum tempo ja foi demonstrado que o Ca*" induz efluxo de
nucleotideos de adenina das mitocOndrias (Harris et alii, 1979), sendo esta
inclusive uma das hipoteses existentes para explicar a inibi¢do da fosforilagéio
oxidativa pelo Ca>* (Fagian et alii, 1986). A originalidade do nosso trabalho
estd em mostrar este efluxo em condi¢des onde ainda ndo ha aumento
inespecifico da permeabilidade da membrana, associado a um dano
irreversivel. Essas condi¢Oes experimentais sdo sem sombra de duvida muito
mais proximas das que ocorrem “in vivo” e, neste caso, observamos apenas
um inchamento de baixa amplitude. Por outro lado, nossos resultados sugerem

que a despolarizagdo da membrana seja a condigdo necessdria para ocorrer
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saida aparentemente seletiva de nucleotideos de adenina do interior das
mitocOndrias. Se considerarmos que este fendmeno de abertura do PTP faz
parte de um mecanismo disparado com concentragdes fisiologicas de Ca’",
conforme proposto na literatura (Novgorodov & Gudz,1996), podemos
sugerir que talvez esta seja uma forma das mitocdndrias liberarem ATP para o
citosol, pois sua necessidade no exterior das organelas ¢ aumentada em
situagoes de andxia celular..

Embora o AAC seja uma proteina pequena, de cerca de somente 300
residuos de aminoécidos, deve estabelecer uma via de translocagdo ampla,
pois faz o transporte de moléculas grandes, como seus substratos ADP e ATP.
Desta forma, qualquer condi¢do durante a troca, onde um dos lados nio esteja
totalmente fechado pode resultar, comparativamente, na abertura de um
amplo poro (Klingenberg,1996). As primeiras indicagdes desta ‘parafungio’
do AAC, como poro, vieram de estudos mostrando efluxo de nucleotideos de
adenina pelas mitocondrias induzido por ATR ou CAT e inibido por BKA
(Meisner & Klingenberg,1968) e efluxo de H" ¢ K' pelo carreador induzido
por CAT (Panov et ali1,1980). A sugestdo de Panov e colaboradores ¢ que o
AAC se comporte como um poro regulado que dependendo da condig¢do
aumenta ou a condutividade especifica para H" e K', ou a condutividade ndo
especifica da membrana para outros metabolitos celulares (Panov, 1992). Isto
vem de encontro com o postulado pelo grupo de Novgorodov, que a
permeagdo a H' precede a permeagdo a sacarose € que a abertura do PTP deve
se dar em dois estagios, numa primeira fase, permitindo somente a passagem
de H' e talvez K', posteriormente passando a uma outra conformacdo,
admitindo moléculas grandes, com massa molecular menor ou igual a 1500

Da (Novgorodov et alii, 1996).

Nossa interpretagdo ¢ que o estagio inicial da abertura do PTP

dependente de Ca>* provoque um aumento na permeabilidade da membrana a
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prétons, que leva necessariamente a despolarizagdio da membrana. Esta
despolarizagdo advém da ligagdo do Ca’" a seus sitios internos na membrana
mitocondrial. A CsA previne a despolarizagdo da membrana, sugerindo que o
Ca™ deva se ligar a mesma proteina que liga CsA, ou muito proximo dela,
para exercer sua ag¢do na membrana. Por sua vez, a membrana despolarizada e
com o Ca”" ligado a seus sitios internos seria uma condi¢do que favorece a
saida de nucleotideos de adenina das mitocondrias. Esta saida aparentemente
ocorre pelo AAC, que se inativa pela falta de nucleotideos enddgenos para
realizar sua funcdo de transporte. Ou seja, 0 AAC estd diretamente envolvido
nos estagios iniciais de abertura do PTP. Refor¢ando esta interpretagio
recentemente foi demonstrado, através do uso do AAC isolado e
reconstituido, que esta proteina pode se converter reversivelmente em um
amplo canal, aparentemente seletivo a cations (Brustovetsky & Klingenberg,
1996). Como esta abertura requer Ca”", é sensivel aos inibidores especificos
do AAC e ao ADP e ndo ocorre em pH baixo, foi sugerido o AAC como o
principal componente do PTP na membrana mitocondrial (Brustovetsky &
Klingenberg,1996). Nossos resultados corroboram esta  proposta,
principalmente por mostrar, como aqui fizemos, os efeitos de concentragdes

fisiopatologicas de Ca®* na abertura do PTP.
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