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85A albumina de sorc bovino
EGTA acido etileno glicol bis (B~ aminoetil eter)

N-N'-tetraacetica

Hepes acido 4-(2 hidroxietil-1-piperazina-etanc-sulfonica)
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INTRODUGAD

Estudos sobre a captagao de ca™t por mitocondrias evidenciam que este
ion entra na organela por mecanlsmg eletroforetico em resposta Ao gradiente ele
troguimiceo de H gerado por respiragac, hidrolise de ATP ou potencial de difusao
de K' ou de SCN™ (Scarpa & Azzone, 1970; Selwyn et alii, 1970; Rottemberg &
Scarpa, 1974; Heaton & Nicholls; Akerman, 1978). A teoria gquimiosmotics da fos-
forilagao oxidativa proposta por Mitchell, 1961-1966, fornece apoic para expli-
car este mecanismo de captagao de Ca'’. Aszim, segundo Mitchell (1961-1966), &
passagem de elétrons na cadeiam respiratdria induz transporte vetorial de H' pa-
ra o meig extramitocondrial com consequente alcalinizagau da matriz, gerando
um gradiente proionice transmembrapa, Este gradiente € formado por um componente
guimico - ApH - e um componente elétrico - Ap - que se relacionam de acordo cam
a seguinte equacao: AIH = 60 ApH + Ap . O potencial protdnica ANH® também pode
ser gerado pela hidrolise de ATP e conatitui a fonte de emergia tanto para a fos
forilagag oxidativa como para o transporte de catt.

Existe uma relagac inversa entre a velocidade de respiracgéo e tuH?
(Mitchell, P., 1961; 1966), ou seja, a velocidade de respiracac depende da am-
plitude do potencial protdnice. Quando o potencial de membrana & alto a respira-
gém g lenta e denominada resmirag%o de repouso ou gstado respiratériu 4 (Chance,
1559). Nestas condigoes a respiraggu se processa a uma velocidade suficiente pa-
ra compsnsar o retorno "inespecifico® de prdtons @ matriz mitocondrial {Nicholls,
17282). Qualguer fenomeno que dissipe o potencial protdnico, causa um estimulo
imediato da respiragac, condigao conhecida comg estado reépiratériu 3 - {(Chance,

1953). Durante a fusfuorilagau oxidativa ccorre volta de protons para o interior



da mitocondria atraves da enzima ATP-sintetase e a respiragac € estimulada,
(Mitchell, 1961-1969). Estimulo semelhante € causadu pela captagao eletroforeti-
ca de Ca'' que diminui AV e acelera a respiragac. 0 consequente estimulo na vela
cidade de eje;éo de H' aumenta a amplitude do termo ApH para compensar o descrég
cimo de M e manter o valor de MuHT. A estequigmetria entre a captagao de Ca++,
ejeg%a de protona e transporte de eletrons na cadeia respiratéria mastra uma pro
porgao de 2 catt captados para cada &4 prétnns'ejetadas por sitio de fnsfnrilag%c
durante o transporte de 2 elétrons pela cadeia respiratoria (Brand et aliil, 1976;
Reynafar je & Lehninger, 1977; Vercebi et alii, 1978; Fiskum et alii, 1979). Esta
este quiometria evidencia que a entrada de ca’’ converte o potencial de membrana
em gradiente de pH gue passa a inibir a respiracgac e limitar a captagao de ca'r.
(Lehninger et alli, 197Ba). Nestas condigoes o potencial protanico atraves da
membrana 2 maxime as custas do termo ApH e a diferenga do potencial redox entre
os extremos da cadeis respirataria (NADH - 82) gsta em equilibrio com a potencial
protonico (AEh = AUH). (Micholls, 1982). Como as reacoes redox estio estreitemente acoplados a
extrusao de protons ocorre inibicac da respiragae (Nicholls, 1982). Uuando porem,
o transporte de Ca'* acorre na presencge de anions permeantes, capazes de se di-
fundir para a matriz mitocondrial na forma protonada ou capazes de trocar HY por
OH neutralizando assim o gradiente de pH, grandes quantidades de Ea'’ (ateé
2.000 rmdles &3Ea++/mg de prateina mitocondrial) podem ser acumuladas (Carafoli
et alli, 1965). Na ausencia de tais anions permeantes ou quando o transporte des
tes esta inibido, nac mais gue 20 a 30 nmoles de Ca' @ sao captados por mg de pro
teina mitocondrial (Carafoli and Crompton, 1978). Dentre gs anions permeantes o
Pi mostra-se bastante potente, uma vez gue reage com O Ca*’ na matriz mitocon-

drial formando o complexo Ca3 (PDQJ que, par apresentar uma constante de esta-
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bilidade suficientemente alta, mantem a concentragac intramitocondrial de Ca' "
livre relativamente constante independentemente do total de ca't acumulada pela
mitocondria (Ekerman and Nicholls, 1983). Em concentragoes de fosfato similares
as encontradas no citoplasma, a mitocondris, na presenga de ATP e Mg++ pode aty
mular ate 3.000 nmoles deEa++/mg de pruteina num processo chamado carregamento
macico da mitocondria (Lehninger et alii, 197Ba), sem comprometimento das carac-
teristicas de permeabilidade da membrana mitocondrial. As caracteristicas do sis
tema de captag%a de Ca' ' indicam que o mesmg g mediado por um transportador es-
pecifico, sensivel a vermelho de rutenio e lantanideos (Reed & Bygrave, 1974).
Quanto a via de efluxo, evidencias experimentais sugerem a existencia de um trans
partador eletroneutro, insénsivel a vermelho de ruténio, que em tecidos excita-
vels promoveria a troca dé 1 ca™™" por 2 Na' e em tecidos nao excitdveis por 2H".
Mais recentemente foi demonstrado que em algumas condigoes experimentais ocorre
troca eletroneutra de Ca't por Na® também em tecidos nao excitdveis (Nedergard,
1984).

Sendon o transportie de Ca++ um processo estreitamente acoplado ao poten
cial eletrico de membrana (Ekerman, 1978b), torna-se de fundamental relevancia

. . +
determinar o potencial de membrana durante estudos de transporte de Ca +.

Tecnicas para determinagao do potencial de membrana (AY )

0 potencial eletrico de membrana mitocondrial tem sido determinado por
r . . » “ . 0 . ~ i - v ~ .
tecnicas que utilizam microeletrodos, distribuigao de cations inorganices na pre
» M . v - . ~ ~ . ’ + ~ -
senga de ionoforos apropriados, distribuigao de anitons ou cations organicos per

meantes B por um numero de coranies cationicos e anionicos, que exibem mudangas



nas caracteristicas de fluorescéncia ou absorbéncia, em fungao de variagoes do
potencial de membrana.

0 uso de microeletrodos oferece s vantagem da determinagao direta do
potencial de membrana, porem sua aplicagao ¢ limitada para a maioria dos siste-
mas bioldgicos, pois € preciso gue haja uma certa proporgac de tamanho entre a
ponta do eletrodo e a organela em que vai ser determinado o potencial. As dimen
soes apresentadas pela maioria das organglas nac correspondem a essa exigencia.
Mitocondrias gigantes de Drosophila e de camundongos alimentados com dieta rica
em cobre assumem dimensces que variam entre 5.000 e 15.000 nm o que possibilitou
o empreqgo dessa tecnica per Tupper & Tedeschi (1969) e Maloff et alii (1977).
Porém, os resultados obtidos por este metodo cuntradizer.ﬁ totalmente a teoria
guimiosmatica da fosforilacao oxidativa e estto em total desacordo com os valores
de potenciais encontrados pelo uso de outros techicas, motivo pelo gual seu uso
nao tem sido indicadeo na determinacao do potencial eletrice de membrana mitocon-
drial. Além disso peguenas estruturas bioldgicas nac podem manter um verdadeiro
potencial de repouso por periodos alem de poucos milisegundos, devido a vazamen-
tos induzidas pelo impalamentd (Lassen et alii, 1971; lLassen et alii, 1974).

| 0 potencial eletrico transmembrana pode tambem ser inferido a partir
da distribuigao de rubidio (Re¥) ou potassio (K') na presenga de valinomicina,
ou a partir da distribuicao de cations ou énions organicos lipofilicos. A dis-
tribuicao de tetrafenil-fusfanio (TPP*) tem sido usada com essa finalidade, po-
dendo ser aplicada a varios sistemas bioldgicos (Muratsugu et alii, 1977). A
concentracao de TPPY no meio gxtra-mitocondrial pode ser monitorada instantanea
mente com um eletrodo seletivo construido artesanalmente segundo Kamo et alii,

1979. Este cation, por ser lipofilico, pode distribuir-se através da membrana



em fungAo co petencial elétrico de abordu com a equagﬁn de Nernst (Muratsugu et
alii, 1977). Quando a membrana esta polarizada, o cation adiciopado ao meic e
transferida eletroforeticamente para dentro da mitocondria, causando um decres-
cimo de sua concentragsg no meid £ vice-versa.

Susbtancias eletrecraomicas sao tambem amplamente usadas como indicado-
res de Ay . As caracteristicas de fluorescéncia e absorbancia exibidas pelos co
rantes cationicos e anionicos refléten verisges de potercial de membrana de verias prepa-
ragoes bioldgicas. A habilidade de uma variedade de corantes funcichar coumo in-
dicadores de potencial de membrana e devida a presenga de grupos cromoforas em
suas moléculas, gue ao se ligarem as membranas energizadas exibem mudangas espec
trais caracteristicamente associadas ags valores do potencial de membrana.

Dentre as sondas fluorimetricas, ANS (dcido B-anilo-1-naftalena sulfo-
nado) e MI (Merocianina 540) foram consideradas as mais apropriadas, uma vez gue
a5 mesmas parecem nag apresentar efeitus no metabolismo.

a

Akerman e Wikstrom (1976) propuseram o usg do corante cationico safra-
nina 0 (Fig. 1) para determinacac do potencial eletrico transmembrana em mitocan
drias e outras organelas. Esse corante lipafilica positivamente carregado apre-

- o, ‘ -
senta um deslocamento no espectro visivel guando ligado & membranas energizadas.

Hz C CHs Fig. 1 - Fomula estrutural da

molecula de sagranina

Hz N NH2



0 espectro de abanrgan do corante (Fig. 2) g o meEsmy, quar a mitocon-
dria seja energizada por respiragac, hidralise de ATP ou em condigoes em que o
potencial de membrana e gerado por um gradiente de prétcns ou de ions Kk na pre
senga de desacoplador ou valinomicina respectivamente (akerman &-Saris, 1976;

o .
Akerman & Wikstrom, 1976).

{a)

+ATP

533
500 520\_/ 540 560

Fig. 2 - EBspectro de absoncac de sagranina em mitocondrias
0
enengizadas (a) e desenergizadas (b) (Akemwman £

Wikstabm, 1976).

. - ’ . o~ .

Como mostra a linha b da figura 2, s molecula de safranina nzo ligada
absorve igualmente nos comprimentos de onda mostrados, Uma vez ligada ocorre
alterag%u no espectro de absar;%n do corante gue e expressa pelo decréscima ma-
ximo de absorbancia em 533 nm, mantendo-se aguela em 511 nm (Fig. 2, linha a).

~ . v - . . . L4 .
5ap essas caracteristicas espectroscopicas do corante que constituem o principio
basico de sua utilizagao como indicador de potencial eletrico de membrana. A di-

ferenga de absorbancia A511-533 nm varia linearmente em fungao dos valores de



Ay (Akerman & Wikstrom, 1976).

Nap esta totalmente esclarecido o mecanismo dessa mudanga espectral, A
diferenga em absorbancia AA 511-533 nm e atribuida a ligagac de moléculas de
safranina a sitios anionicos de baixa palaridade na membrana mitocandrial com
posterior dimerizagao das moleculas ligadas. Essa diferenga de absorbancia de-
penderia nao so da ligagao da molécula nos sitios hidrofdbicos na face interna
da membrana, como tambem da transigac da forma monomerica para a dimsrica (Fig. 3)

- v + v v h " o~ ~
Assim as mudangas espectrals acima menclonadas corresponderiam.a transicgac mono

mero - dimero (Zanotti & Azzone, 1980).

+ 4+ + + + ++ ++ ++

s i M by i

+

+

+ MATAIX

+

+ DSF HSF
-+

B

+

F FF F||FF+++

+FFFFFFFFFFF

Fig. 3 - Captagdo e interagdo da molecula de sagranina com a membrana
mitoeindrnial, MSF, safranina £ivie como mondmeno; DSFy sagha
nina Livie como dimenrc; M.SB, sagranina Ligada como monomeno ;

SSB, sagranina Ligada como dimero, A Linha A-B representa o

eixo ao Longo do qual 04 eletrons T podem estar compartilha-

dos {Zanotti & Azzone, 1950).



A sufranina 0 tem sidu amplamente usada pars A determinagAc de AP em
mitoecondrias isoladas, lipossomos, celulas tumorais de Ehrlich(akerman & Wikstrom,
1976; 1978) vesiculas bacterianas (Shuldiner & Kaback, 1975) e em mitocandri-
as "in situ" (E\kerman & Jarvisalao, 1980). Em todos esses sistemas as respostas
opticas do corante apresentaram-se lineares com valores de Ay compreendidos en-
tre 50 & 170 mV obtidos a partir de uma curva de calibragao (Fig. &) gue relacions

o
A rm com valores de potencinl de membrans., (Akerman & Wikstrom, 19761,

A .
511-533
Para a obtengmo de uma curva de calibragac sao feitas adigoes sucessivas
. . . . . . +
de guantidades conhegcidas de KCL pu opresenga Jde 1onoforg de valinomicina. 0 K
adiciunado na presenga de valinomicina e captado por mecanismo eletroforetico

e a caoda adigeo de KC1 o potencinl elstrico de membrapa decresce em resposta a

eptrada do cation.

Q054 aa
St-533 nm
Fig, 4 - Dependeéncia das mudangas espectrais

0.041 do conante em nelagdo ao potenciak
de difusdo do Zon k' (x) e do Zon

0.031 H'{0) na presenca de valinomicina
ou desacoplador respectivamente

0.02- {K‘ze}mran £ Wikstabhi, 1976]),

0.01/

0 T T
0 7 $00 200

AY (mv)



O potencial eletrico apds cada sdigho conhecida de KC1, ¢ culculada

atraves da relacao:
Bl -
[K ] in 4 . ~ . . \ .
My = 60 log =3 onde K iy B @ cancentragse do i1on no interior das mi-

- . p 4 ’ ~ .
tocandria assumida como sendo 120 mM e {K J ox 2 H concentragac do ion adicio-
nado 20 meio de incubagaoc,

A captagao de safranina pela mitocOndria requer um Anion permeante e em

geral s@o utilizados Pi ou acetato (Colonna et alii, 1973; Harris & Baum, 1980).
oL ~ ++ .~ +4

Esse prycesso € similar ao de captagao de Ca | ocorrendo competigac entre Ca e
safranina (Celonns et alii, 1973). Como vermelho de Ruténio inibe a captagao de

++ ~ ~ . o :
Ca mas nao afeta a captagao de safranina (Akerman, 1978) conclui-s& gue a com

+ ~ .
nao ocorre a nivel do transportador, mas provavelmente pels

peticio com o Ca'
demands de energia necessaria para o processo de captagao {Harris & Baum, 1980).
Assim o corants move-se do meio externo wb influéncia de AP a=te alcangar o equi
librio eletroquimico numa faixa de concentragao superior a 1mM na matriz mitg-

condrial guando o potencial € da ordem de 120-180 my negative internamente (Za-

notti & Azzone, 1980),

++ ~ . . . n .
ITransporte de Ca e alteragoes funcionais da Mitocondria

0 significado fisiologico do sistema de transporte de Ca++, localizado
na membrana mitocondrial interna, cunstitu{dm por uma via de influxo eletrofs;é
tica sensivel a vermelho de Ruténioc e por uma via de sfluxo eletroneutra, tom
sido amplamente discutido.

Y

Existe sinda uma grande controversia com respeito A capacidade desse



sistems em regular o concentragoo de Co' " no citosol, ou no motriz mitocondrinl
{Hansford & Castro, 1982; 3éseph, 5.K. et alii, 1983). Da Gperagﬁa simultanea
desses dois transportadores resulta um movimento ciclico de Ca’ ' atraves da men
braonn. A situsguo de "steady state" e atingida guando as velocidades de influxo
e efluxo do ion sau iguais, o gue propicia uma regulagao cinefica da distribui-
cao de Ca*’ entre o matriz e o meio extramitocondrial, (Lehninger et alii, 1978,
a,b; Nicholls & Crompton, 1580; Hansford & Castro, 1982; Juseph et alii, 1983).

Se a distribuigho de Ca’'® entre o citosol e a mitocOndria ocorresse ape
nas com base nos principios termodinfmicos, considerando-se a existéncia exclusiva
do transpartador elatrmfurético, aplicando-se 8 BEXpressag

A+
Ca
+4

Apca™t = 20- 60 log —— " chegariemas a uma relagae  Ca @ . / Ea'
catt in Cex

gx
6 . ' . . . . A 44 -
da ordem de 107 guando o eguilibrio fosse mtingido, ou seja, LM Ca = {0, Isto
N . . . ++ . . ++
signlfica gue nessas candlgoes Ca in Seria 1.000.000 vezes maior que a Ca x "
- ++ . ] :
De acorda com este valor, para uma concentragaoc de Ca iivre no cito-

sol igual = TDﬁ7 M a concentracan de Ca™® 1ivre na matriz seria igual a 18_1 M

¥

g que gsta em desncordo com a constante dissuciag%m do complexa Ca-Pi e com resul
tados experimentais encontrados (Nicholls, 1982). De acordo com esses resultados

. e e . e . .
a distribulgao observada de La sugere a existencia de 2 vias, uma de i1nfluxo e
outra de efluxg, cujas velocidades sa0 reguladas independentemente por fatores
~ ++ 9 cof

cogma pH, temperatura, concentragma de Ca  (Akerman, 1983) & gque no equilibrio

vperariam com velocidades iguais, mantendo uma concentragao externa proxima de

0,5 uM (Nicholls, 1978; Becker et alii, 1980).



"

. - * L + . ~ . ’
Uma vez atingido esse eguilibrio a mitocondria e capaz de responder A
~ ~ . . .
quulguer perturbagae na concentragaoc de Ca livre extra mitocondrigsl. Um aumen
~ . . . . .
to na concentrag=a de Ua livre externo permite gqus & via de influxo opars malks
rapidamente gue 4 via de efluxo. Por outro lado, uma diminuigwo na concentrag=o
++ . .. . . .
de Ca livre externo tornara a atividade da via de influxo mars lenta que a da
via de efluxo (Becker, 1980).
. . - . +b .. .~
A capacidade da wmitocondria tamponar, o La citosolico nas condlgoes
normais "in situ” tem sido questionada em fungac das baixas concentragoss de
++ . . . . . .~
Ca livre existents no citosol 2 na matriz mitocondrial. Nestss condigoes os pH
- c e . L b~ C e -
rametros cineticos do movimento ciclico de Ca nao permitiriam gsun oDEragac no
. ++ . ‘.
sentido do tampon@mento do Ca citosolico (Hansford, 1981).
. i . + , P ’ . . ~
0 movimento ciclico de Ca esta assuciado com a3 continu=z dissipagao de
+ R «
Al H decorrendo do processo um conseguente consuma adiclonal de Bg (Stucki &
insichen, 1974). A voltua da velocidude de respiragao ao nivel basal "in vitro"
. , ~ ++ . .~
@ completaments dependente da relagac La /proteina, assim como da composigao do
meio (Chance, B. 1965; Bygrave, 1977).
Em determinedas condigoes experimentais como por exemplo guando mito-
condrids estae incubadas em meio isento de estabilizadores de membran=, tais co-
++ . . - : . . :
me Mg & ATP, o transporte de calcio por mitoconcdriss ests 4550C1A00 A UMl SE-
. - < 3 . . .
rie de eventos relaclonados com a perda das caracteristicas de permeabllidade
P ~ . 13 .
especifics, com conssguentes alteragoes conformaclonals, desacuplamento g2 incha-
menta mitucondrial. Acredita-se que sssas altoragoes sejam decorrentes ds perda
Cos . ++ .. . ..
de sstubilizadores endogenos como Mg, ADP, ATP o NAD(H) Giliprandi, D, et alii,

1977; Bunter & Horworth, 1979; Loelho & Vercesi, 1980).



++ . . . . ~ ++
0 efluxo de Mg mitocondrisl induzido por altas concontregues de Ca

e aumentado por fosfato (Hoser et alii, 1976; Siliprandi et alii, 1975, 1977)
. ~ . . - i . N L
oxidagao de NAD(P)H mitocondrial (Coelhe & Vercesi, 1979) & e diminuido por
4+ . . ..
Mg~ (Coelho & Vercesi, 198d) e ADP uu ATP exogenos (Rugolo ot alii, 1981). Os
. . . . « ~ . . ++
grimeiros fatores, potencializam a3 deteriorsgao mitocondrial cousadas por Ca .
oyl ~ .o ++
Os uvltimos desempenham um papsl protetor coniras s agao  deleteria do Ca sohre
. ~ . ~ . i ++
mitocondrias € como consequencla promovem a retengaoc de Ca pela organela o que
. 4+ .
canfirm=2 o pxapel fundamental do Mg e ADP em presservar #s propriedades de per-
meabilidade inerentes dsa membrana mitocondrial {(Zocarato st =iii, 1981).
.o . . ++ .
Como em algumss condigoes experimentsls o transporte de Ca 0 pels mito
condria precede a fosfurilagao oxidativa (Rossi & Lehninger, 1964; Reynafarje &
Lehninger, 1973; Vercesi et alii, 1978) as custas de utilizagao de AV, torna-ss
necessaria o determinagas continus do potencial de membrans dursnte os estudas
++
de transports de (s,
Como j# mencionado anteriorments, safranina 0 tem sido rotineiramente
usadw comg indicador de potencial de membrand.
Recentemente, em nossoc laboratoric ohservou-se gue a safranina nos con-
centragoes usualmente empregoadas para determinagao de AY , interferia nos EXperi
+ 4 .o~ . .
mentos de transporte de Ca em algumas condigoes experimentnis,
Devido o ompla utilizagao de safranina U em estudos com mitocOndrias
isaladus passamos 1 estudar estes sfeitos mais detalhadamente e os resultados

agbtidos sao apresentadas neste’ trabalho.



MATERIATS E METODOS

Ratos Wistar adultos pssando 180 a 250 g eram mantidos em Jejum por 12
horas & mitocondrias hepaticas ersm isoladas szgundo Shneider e Hogeboom, 1950.
0 f{gada era homegensizado em sacarcsse 250 mM contendo EGTA 0,5 mM sendo que
EGTA era omitido na ultima stapa da preparacac, conforme descrito abaixo:

a) o animal era sacrificado par concussao cerebral = o figada era ime-
diatamente retirado, lavado em solucao de sacareose, picado com tesoura e homoge
neizado =m homogeneizador Potter-Elvehjem;

b} o material ers entao centrifugado por 5 minutos & 2.500 g. 0 sphre-
nadante era mantidoc em banho de gelo e o sedimento novamente homegeneizada e cen
trifugado nas mesmas candigﬁes;

c¢) Us sobrenadantes eram combipados e centrifugades durante 10 minutes
a 11.500 g & a fase lipidica superior era retirads com uma pipeta Pasteur. 0 so
brenadante sra descartado e o sedimento resuspenso e novamente centrifugade nas
condigoes anteriocres. Terminada a centrifugacac as mitocGndriss eram TESSUPENSAs
am smlug%a de sacaross 0,25 M a uma concentracao de aproximadamsente 100 mg de
prataina por ml.

. . * - o~ -
Os experimentos sram realizados ate 6 horas apgs a obtengao das mito-

condrias.

Dosagem de Proteina

A concentragse de proteina da suspensao de mitocondrius era determina-

da de acordo com o metodo de Kies s Murphy, 1960. Este metodo baseiu-ss essen-

13



cialmente na medida da diferenga de absorbancia da solugao de proteipas em
NaCH 5mM, nos comprimentos de onda 215 e 225 nm. Esta diferenga & diretamente
proporcional A cmﬂcgntragﬁo de prmte{nas na snlug%a. Albumina de soro bovino

foi utilizada como padrén.

Consumo de Oxigenio

A respiragac mitecondrial era medida polarograficamente utilizando-se
elatrodo de oxigénic tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.) conectado a um
aoxigrafo Gilson.

MitocGndrias eram incubadas em cimura de vidra termosstabilizada (32°r)
e dotada de agitagao magnéticaf 0 meio de incubagao basico era canstituido por
sacargse 125 mM, KC1 65 mM g Hepes 3 mM, pH 7,2. Todas as adigoss proprins de
cada condigao experimental estao indicadas nas legendas das figuras.

A qusalidade das mitccondriss era determinads pela capacidade de fosfo-
rilagae oxidativa estimada através da determinagag do caontrole respiratdrio.

As mitocondrias utilizadas apresentavam controle respiratorio.entre

5e 7.

++
Transporte de Ca

.~ ~ =+, . ~
Variagoss nas concentragoos de Ca livre no meio de reagac eram deter
. Fa A - .
minadas usando-se eletrodo especifico (Calcium Selectrode F 2112, Radiameter)
cujos sinals eram amplificados atraves de um acessdrio de alts impedancia

(Sargent-ielch Scientific Co.) conectado a um registrador potenciomstricao. O
g g

e . oo~ ~ Lo~ ’ '
eletrodo de Ca era calibrado com adigoos de solugso padrao do ion = meio de

reagao,

14



ggggtificagﬁu qg_ﬁpanspurﬁg de Ba*+ atraves da determinagﬁq_ﬁgﬁgggﬁedda

de Ca intramitocondrial

Mitocondrias de figado dao rato (3 mg/ml) eram incubadas no meio basicao
contendo rotenona S5p M, fosfato 2 mM, succinato 2 mM & gatt 40 nmoles /mg de pro
teina mitocondrial a temperatura ambiente e com agitagao magnética. Aliquotas de
0,5 ml eram colhidas e cada 3 minutos. As amostras eram centrifugadas durante 2
minutos em wuma mini centri?uga "Eppendorf", Os sobrenadantes eram descartados e
os sedimentos ressuspensas em 0,5 ml de HZB desionizada. A seguir 0,5 ml de cada
amgstra era diluida ate 6 ml com uma solugao de oxido de lanténiu—HClwn-butanml—Hzﬂ
segundo Gochman & Givelber (1970) e HZD na proporgag 2:k4 respectivamente. As amos
tras eram lidas contra uma solugag padrac de Ca . Em cada condigan experimental

. I - ~ .
eram chtidas & amastras com periodos de incubacag sntre 0 2 15 minutos.

gpterminagén do Mg++ Endégqgg

. ++ B . .
g canteudo de Mg endogeno era determinado par espectroscapia de absar

~ .~ . P . ~ ++
Gao atomica, nas mesmas amostras utilizadas para determinagao de Ca .



Determinagao de Variagoes da Volume Mitocondrial

A variagag do volume mitocondrial era determinada em fungao de variagoes
no espalhamenta de luz (light seattering) num angulo de 90° em 520 nm, (Gunter &

Haworth, 1979) usando-se espectrofluorimetro Aminco Bouman.

Determinagag do Potencial de Membrana

0 potencial de membrana fol determinado a partir da distribuigso de
tetrafenilfosfinioc (TPP') entre o meio de reagdo & matriz mitocondrial. A distri
huigaﬂ de TPPT atraves da mambrana, era continuamenie monitorada com eletrado

- + . . ~
seletivo a TPP e o potencial de membrana caleulado usando-se a seguinte egquacao:

v AE / 2,3 RT

Moo= 2,380 10g D - 2,380 105 ¢ - 1)
F Y F
ande :

R = caonstanie real dos gases

T = Tewperatura

F = Numero de Faraday

v = Volume do Meio de Incubagag

v .= volume mitocondrial (1,4 pl/mg de proteina, Kemo et alii, 1979).

AE = potencial do eletrodo observado apds a adigho da mitocandria.

16
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0 eletrodo sensivel a TPP' (Fig. 5) construido em nosso laboratdrio se
gundo Kamo et alii, 1979, utiliza uma membrana de cloreto de polivinila conten-
do tetrafenilborato (TPB ) como trocador de fens. A 3 ml de tetrafenilborato de
sadio 1B—2M, dissclvidos em tetrahidrofurano, sac adicionados 10 ml de tetrahi-
drofurano contendo 0,5 g de cloreto de polivinila 21,5 ml de dioctilftalato, 0 sol
vente € entan evaporado lentamente & temperatura ambiente em uma placa de petri
(60 em® de area).

A membrana assim obtida e transparente e tem 0,15 a 0,2 mm de pspessu-
ra. Um pedago de membrana € colado na extremidade de um tubo de PUC com o uso

2 M € colocada no interior do tubo

de tetrahidrofurano e uma solugio de TPPT 10”7
como referéncia interna. Esta solugdo & ligada a um eletrodo Ag/AgCl através de
uma pante de Agar saturado com KC1 e o eletrodo imersc em uma solugso ds TPR"
10“2 M doze horas antes do uso.

A diferenga de forga eletromotriz (e.m.f.) entre o eletrode de TPP® e

o eletrodo de calomelanc de referéncia € medida por um potenciemetro conectade

a um registrador, como mostradeo na figura 5.

Reagentes

+

Safranina foi obtida do laboratario Aldrich. TPPY, ATP, BHP foram obti

das do laboratorio Sigma.
Os demais reagentes foram dg mais alto grau de pureza dispanivel camer

cialmente.



{a)

1

1

—— Ponte de Agor-KCl

— Solugdo de referdncia

% —-Solucdo frocadoro Agitador magnético
de ion
Mambranc
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_ (b)
Filamentc de prota [ Elstrémetro
P
Eletrodo de-— Registrador
referéncic

—Eilatrodo de TPPY

|—Cémara de incubacdo

e (M

Construcio de um eletrodo de TPP (a) e
diagrama dos aparelhos usades para medin
o potencial efetrico de membrana em
mitocondrias {b).



RESULTADOS

- . ~ ++ - - - "y
Efeito de safranina sobre a retencao de Ca por mitocondrias hepaticas

na presenga de fosfato.

Estd bem documentado que o acumulo de Ca’t por mitocondrias de figado
de rato incubadas ewm meio contendo Pi na auséneia de Mg++, ou ATP exdgenos & se-
guido por uma liberacaoc espontanea do Ca’ acumulado, apds um varisvel periodo de
tempo (0-20 min.) (Nicholls & Crompton, 1980; Nicholls & Ekerman, 1882 ; ;kerman
& Nicholls, 1983).

Essa descarga de Ca' @ o precedida por inchamento mitocondrial de grande
amplitude e gueda do potencial de membrana (NicHolls & ;kerman, 1583) e & poten
cializada por uma serie de agentss tais como: fosfoerol -piruvate (Chudapongse &
Haugaard, 1973), atractilato (Meisner & Klingenberg, 1568; Asimakis & Sardahl,
1977; Nicholls & Scott, 1980), exidantes de NAD(P)H™ coma acetoacetétﬂ, axalg-
acetato & hidroperoxidos (Sul et alii, 1976; Asimakis & Sordahl, 1977; Lehninger

et alii, ﬁQ?B; Fiskum & Lehninger, 1979} e residuos acil-CoA de. cadeia longa
(Lotscher et alii, 1979b; Wolkowiecs & Millan-lWood, 1975, 19B0b)..
0 experimento da figura 6 mostra as caracteristicss do Fluxo de cat?,

cﬁnsumm de oxigenio e‘variagaes'&a volume de mitmcéndrias‘%e f{gada de rato in-
cubadas em meimgcuhtenda 30 nmoles de Ca+*/mg de‘pratefna e 20 de Pi na ausen-
cia e presenga ds diferertes concentragiss de safranina. As mitocdndrias sram

energizadas as expensas da‘uxiﬁaggo dé auccinéta:wﬁada ser visto ques na ausen-

. . ~ ++ . . . ,
cia de safranina a captagae de Ca foil seguida por um intervaleo de cerca

de 13 minutos antes que uma rapida liberagac do {on ocorresse. Durante esse

1=



Fig. 6 - Efeito de diferentes concentragoes de safranina sobre a nretencdo de
ca’ ¥, velocidade de respiracio e awmento de votume de mitocSndria de
4Zgado de nrato,

A neagdo ena iniciada pela adicdo de 1 mg de protelna a 1 mé de meio
de neagao contendo 125 mM de sacarcse, 65 mM de KCE, 3,0 mM Hepes

(pH 7,1}, 5,0 WM de notenona, 2,0 mM de fosfato, 2,0 mM de succinato

e 30 nmoles de Ca’’ na auséncia (a) ou presenca de 5 uM {b), 10 uM {c},
ou 20 uM (d) de safranina., A Linha tracejada nepresenta um expernimento
nealizado na auséneia de Cal? e sagranina,
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perfndo um progressivi aumento na velocidade de respiragém ocarreu paralelamen-
te a uma diminuigan do espalhamenta de luz, o que significa um auments do volu-
me mitacondrial. (Béavis et alii; 1985). 0 intervalo de temna entre a captacho e
liberagao’ de £a' " tornou-se mais curto com o aumento da cancentragao de safrapina
na meio. As variagoes na velocidade de respiragac e o volume mitodondrial faram
tarbém aceleradas pelo aumento na concentragao. de safranina. Pode ainda ser ob-
servado nesta figura gue apds uma grande aumento do velume mitocondrial ocorre!

uma ligeira diminuigao na velocidads de respiracaoc.

Efeito do uso de safranina sobre o transporte de ga** na presenga de

acetoacetatn g Pi

Neste experimento (Fig. 7) o transporte de Ca™™ foi estudado na pressn
Ga de acetoacetatu,conhecido estimulante da liberagao de Ca'' mitocandrial davi
do a sua propriedade de oxidar os nucleotideos de piridina mitocondriais (Lehnin
ger et alii, 1978b; Coelho e Vercesi, 1980 Uercesi & Lehninger, 1982),

Os resultados mostram que na condigao controls (Pi 0,3mM},40 nmales de
Ca*¥/mg de proteina foram captados e retidos pela mitocOndria ate se atingir a

gxaustao de “todo 0, presente no meio (tragado a).-Na pressnga de acetoacetatn,

—_ o —

entretanto, a liberacso de Ca' ' precedeu o estade de anasrobiose {(tragada b). A

safranina numa concentragao de 10 WM, concentragan narmalments empregada para
manitorar Ay ,potencializou significativaments o efeito do acetcacetats Sobes

++ . . c ., . ~ . .
o fluxa de Ca  mitocondrial diminuindo o periode de retengao do {on no interior

da organela.



Fig. 7 = Potencializacao, pém sagranina, do effuxo de Ca2+ e aumento do estado
nespinatonio -~ 4 - induzidos pon aceto-acetato. A neacdo ena iniciada
pela adicdo de 1 mg de proteina a 1 ml de meio de neacdo contendo 125 mM
de sacarose, 65 mM de KCZ, 3,0 mM de Hepes (pH 7,1}, 5,0 uM de notenona,
0,3 mM de fosfato, 2,0 mM de succinato e 40 wnofes de ca’*(a) mais
1,0 mM de acetoacetato (b) ou 1,0 mM de acetfo-acetato mais 10 uM de
safranina {e).
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Efeito do uso da safranina sobre o transporte de ca't na presenca de

acetnacetata, Pi, BSA e Mg++

Neste experimento (fig. 8) as mitocondrias foram incubadas em meio de
reacan contendo Mg++ g BSA como estabilizadores de membrana (Hunter & Haworth,
1979). Acetoacetato = Pi foram usados nas mesmas concentracoes do experimento
anterior, ou seja, 1T mM e 0,3 mM respectivamente. Nestas condicoes, o efzito da
safranina na pressnga de acstoacetato foi menos pronunciado que fo experimento

. ~ 2% ey
anterior, apesar ds alta concentragao de Ca dfirlizado.
- - 44 - £ .
Efeito de safranina sobre o efluxoc de Ca  na presenga de hidroperoxidos

A figura 9 mostra os resultados de experimentos de transporte de ga’ ™t
realizados na presenga de t-butil hidroperdxido como oxidante de NAD(P)H.

As mitocandrias (1 mg/mi) foram incubadas em meio contende Mg' ' & ATP
como estabilizadorss de membrana £ acetato como anion permeante. O painsl A mos

tra que nestas condigoes as mitocondrias de figado de rata captam e retem

++ ’ - ~ . . L .

100 nmoles de Ca  /mg de proteins na susencia de hidroperoxida, independentemen
te da presenga ou nao de safranina. Pede ser ohservado gque um potzncial de mem-
brana da ordem de 175 mV e desenvolvido e mantido com o tempo. Embora as carac-
L. + . . - c A .
teristicas do efluxo de [Ca tenham sido praticamente identicas, o poiencial ds
membrana era ligeiramente inferior e a velocidade de respiracag ligeiramente
aumentada na presenga de safronina nos condicoes de painel A.

G painel B mostra gque na presenca de 50 UM de hidroperoxida houve al

£1
]

~ A F . . . ~ ++
terageo transltoria na velocidede de respiracas, fluxo de Ca g nos valores



Fig, 6 - Efelito da sagranina sobre ¢ transporte de Ca2+ na presenca de acetoace
tato; fosfato, BSA e magnisic. A reacdo era iniciada pela adicdo de
1 mg de protelna a 1 mf de meio de neacdo contendo 125 mM de sacarose,
65 mM de KC&, 3,0 mM de Hepes (pH 7,1}, 2,0 mM de succinato, 5 uM de
rotenona, 0,3 mM de fosfato, Zmd de magnésic e 0,05 mg § de BSA, Aceto
acetato e safranina T mM e 10 uM respectivamente, conforme andicade,
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Fig. 9 - Efelto de sagranina sobre o effuxo de ca’* na auséneia

(A) ou presenga de 50 uM de hidroperoxido (B]. A neagio era iniciada pe
La adicao de 1 mg de protelna a 1 me de meio contendo 125 mM de sacaro-
se, 65 mM de KCZ, 3,0 mM de Hepes (pH 7,1}, 10 mM de acetato, 30 mM de
TPP’, 4 mM de Mg™®, 3 mM de ATP ¢ 100 mmoles de Ca’t na ausdneia (Linhas
solidas) ou presenca de 10 uM de sagranina (Linhas tracejadas), As Li-
nhas pontilhadas nrepresentan experimentes realizados na presenca de

1,0 mM de EGTA na auséncia (A) ou na presenca de 10 yM de sagranina (B),
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Ay . Estes resultados gstag de acorda com os abtidos em nosso labaratoria que in
dicam, gue estas variagoes sAg paralelas 4s alteragoes do estada de gxido redugao
dos nucleotidegs de piridina que ocorrem durante a redugao de hidroperaxido causa
da pelo sistema enzimatico glutationa redutasa/glutationa peraxidase usando poder
redutor proveniente do NADPH mitocondrial (Bernardes et alii, 1986). Entretanta,
quando esses experimentos foram exescutados na presenga de 10 UM de safranina al-
teragoes significativas nesses parametros foram observadas. Pode ser visty que
uma alta velacidade de respiragao foi mantida até a exaustao do 0, do meia de in
cubagéu, numa tentaiva de estabelecer AY , gus nao foi alem de 120-130 mV. Coma
consequencia o ca’t presente no meio, foi apenas parcialmente acumulado e libera
do em sesguidsa.

'As linhas pontilhadas na parte inferior do painel A e B mostram EXperi-
mentos realizados na presenga de EGTA (meio isento de Ca**). Pade ser observado
que nestas condigoes (auséncia de cat™) a potencial de membrana € ligeiramente

inferior na presencga de safranina, porem £ mantido constante com o tempa.

Fluxa de Ca' @ na presenga de hidroperoxido e safranina: efeito da

. . n~ ++
safranina em diferentes concentragoes de Ca .

A figura 10 mostifa gue na presenga de uma cuntentragéu fixa de t-butil
. .. Bt ++ . ++ .
hidropera xido o efluxg transitoria de Ca depende da gquantidade de Ca pre-acu
mulada pela mitocdndria. Nestes experimentos a mitocdndria (1 mg/ml) foi incuba-
. b . . .
da em meio contendo Mg e ATP como no experimento anterior, Comg pode ser visto

A ++ - ' . ’ B A
o efluxg transitorioc de Ca  , gue e praticamente imperceptivel guanda a mitocan-



Fig. 10 = Fluxo de Ca’* na presencga de hidrwperoxido e sagranina: efeito da sa-
franina em diferentes concentragies de e, A reagac era Aniedada pe
La adi¢do de 1 mg de protelna em 1 ml de meio de neacdo contendo 125 mM
de sacarose, 65 mM de KCC, 3,0 mM de Hepes (pH 7,1), 10 mM de acetato,
4 mM de MgZ+, 3 mM de ATP, e concentracfes de Ca'@ que variaram de 20
a 100 nmoles, na presenca de hidroperoxido {50 M) ou hidroperdxido e
sagranina (10 uM) conforme indicado na §igura,
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* ’ +4 ’
dria esta carregada com apenas 20 nmoles de Ca /mg de proteilna aumenta com o

~ ++ PR .
aumento da concentragan de Ca acumulado. Este efluxa . g significativamente

acentuado pela presenga de safranina.

Efluxoc de Hg++ endogeno induzido pela captagao de ca** e Pi-Efeito de

Safranina

frs : ++ ¢
Os graficos da figura 11, mostram perda de : Mg  endogeno e do
++ ~ . : -
La acumulado em fungao do tempo e da presenga de fosfato e safranina. Mitoean
drias hepaticas eram pré-incubsdas na presenga de Ca’ ' & succinato como substra
to respiratdrio. Apds o acimulo de Ca'' presente no meio de reagao o conteddo
de Mg++ enddgeno e do Ca’’ acumulado eram determinadas. Pode ser chservado gue na
auséncia de fosfato exdgeno tanto o ca*" acumuledo como o Mg++ endogena eram re
tidos pela mitocondrias durante o periocdo em analise (15 minutos) independentements
. . ++
da presenga de safranina. Entretanto, na presenga de Pi, cerca de 50% do Mg
mitocondrial era perdido num periodo de 9 minutos enquanto gue nos 15 minutos
. o ++ . .- ; ++
analisados cerca de B0% do Mg endogeng era liberadoe. A perda do Ca  acumula-
do era mais lenta inicialmente (cerca de 10% em 9 minutos) para ser acelerada
entre 10 & 15 minutos, A presenga de safranina potencializou fortemente o efei-
. . S = R o S : . ’ . :
to de P1 sobre as perdas de Mg e Ca de tal mangira que apos 9 minutos de in

cubagao cerca de BO0% de ambos, Ca' @ & Mg ', ja haviam sida .liberados.



Fig., 11 - Efeito da safranina sobre a perda de Ca2+ e Mgz+ mitocondrial induzi
da por Pi, _
MitocGndrias (3 mg/me) §onam incubadas em meio contendo: sacarose
150 mM, KCE 65 mM, tampdo Hepes 3mM (pH 7,11, rotenona 4 M, Ca’”
40 nmoles/mg, fosfato 7 mM e safraning 10 pM quando adicionados.
Anostras de mitocondnias foram netiradas de 3 em 3 ménutos e o Cal’
e Mg2+ mitocondrials foram dosados wsando-se espectrofotometio de

absongdo atomica,
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DISCUSSAD

MitacOndrias de diferentes tecidos pedem perder Ca’ @ através de diferen
tes mecanismos, fato que tem gerado consideravel grau de confusae na literatura.

A 1iber&§§n de Ea++ pode ocorrer pela via de efluxo eletroneutra
(ca*t/2H" ou Ca’/28a") em condigoes fisioldgicas,ou seja,quando o potencial de
membrana & mantido em valores prdximos a 180 mV. Efluxc liquido de Ca' @ pode ser
tambsm induzido através do reverse da via de captaéau revertendo-se o potencial
eletroguimico de ca’t pela adigao de guelantes ou colapsando-se o potencial de
membrana pela adigéa de desaclopadores.

Dutra modalidade de efluxo consiste na descarga sspontanea de ca'™ ab-
servada dentro de um periodo de 0O a 20 min. (Nicholls & Crompton, 1980; Nicholls
and Ekerman, 1982; Nicholls & akerman, 1983), apis sua captagao pela mitecdndria
na presenca de cnncentra@5es fiaialégicas de Pi. Essa descarga maciga de Ea*+ &
ohservada somente guando mitocdndrias sac incubadas em meio isenta de Mg++ g nu
cleotideos de adenina, conhecidos estabilizadores da membrana mitocondrial (Zo-
cecarato et alii, 1981). Nestas condigoes, a liberacao de Ca @ esta associada a
deterioracac mitocondrial caracterizada pelo aumento da perméshilidads da sembrana
mitocandrial intérpad (Haworth & Hunter, 1979}; gueds do potencial de memhrans
{Lotscher &t alii, 1980; Nicholls & Brahdi, 1980): perda de  nuclentideas
de adenina {(Out et alii, 1971; Zocecarato st alii, 1981) & MgtT (Comlro & Vorcesi,
1980; Zoccarato et alii, 1981) aceleracas da  respiragao -e. inchamento mito
condrial de grande amplitude (Chapell & Crofts, 1965). Esse conjunto de eventos
nag & restrito a condicao de carregamento macico de Cat (Lehninger =t alii,

1967). Duncentragaes de Ea++ de apenas 10-30 nmoles de Ea++/mg de pruteina sa0
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suficientes para tornar mitocondrias de figade (Zoccarato et alii, 1981) & mito-
candrias de cérebro {Nicholls & Scott, 1980) susceptiveis aos eventos acima cita
dos dependendo da composigao do meio de incubacao. Uma variedade de agentes gui-
micamente diferentes putancializam essa deacarga espontansa de Ea++, por mecanis
mos nao bem elucidados. Figuram entre os agentes potencializaderes da liberacao
maciga de Ca’ ' os agentes oxidantes de nucleotideos de piridina como acetoacetato,
oxaloacetato e hidroperaxidos (Lehninger et alii, 1978; Fiskum & Lehninger, 1979;
Letscher et alii, 1979b; Wolkowics & McMillan-licod, 1979; 1980b; Prpie & Bygrave,
1980; Nicholls & Brand, 1980), fosfoenol piruvato (Chudapongse & Haungaard, 1973;
Peng et alii, 1974; Sul et alii, 1976; Ross et alii, 1978), atractilate ou car-
boxiatractilato (Meisner & Klingenberg, 1968; Asimakis & Sordahl, 1977; Nicholls
and Seott, 1980), residuos acil-Cof de cadeia longa {Sul et alii, 1976; Wolkowies
and McMillan Wood, 1979, 1580b), N-gtil maleimida e diamida (Pfeiffer et alii, 1979;
Siliprandi et alii, 1979; Beatrice et alii, 1980; Beatrice et alii, 1982; Riley

gt alii, 1985).

Com excegao para a potencializagao induzida por carboxiatractilato ne-
nhum desses agentes e efetiva em prevenir a descargs massics de Ca’™ na presenca
de Mg++ g de nucleotideos de adenina (Zoccarato et alii, 1981).

0 acido bongkrekico, gue inibe a perda de nucleotideas (ATP = ADP) mi-
tocondriais (Zoccarato et alii, 1981), protege a organela contra as alteragoss
induzidas pelo Ea++. Isto sugere que a perda de nucleotideos de adenina da ma-
triz seja um svento dramatico neste mecanismo de deterioracao mitocondrial na
presenca de Ca’ @ e dos indutores de sua liberacao. Esta hipdtese & reforcada pe-
lo fato de ATP, ADP e oligomicina fazerem parte da lista de agentes estabilizado

res da membrana mitocondrial (Zoccarato et alii, 1981; Meisner & Klingenberg,
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1968). O carboxiatractilato e o acido bangkrekico sao iﬁibidares do transporte

de nuclestideos de adenina através da membrana mitocondrial (Nicholls, D., 1982).
0 earboxiatractilato nao eptra na mitocondria, ligando-se ao translocador na fa
ce externa da membrana enguanto o acido bongkrekico emtra na mitocondria e se liga
no translocador na face interna da mewbrana. Como a densidade desta translocase
na membrana mitocondrial € muito alta, na presenga de carbaxiatractilato os trans
locadores de nucleotideos sao fixados na face externa da membrana o que alters

a conformagan da mitocondria levando ao estado ortodoxo (Klingenberg et alii,
1971). Nests conformacdo a membrana mitocondrial interna esta mais distendida e o
espago inter-membrana £ o menar possivel (Lehninger, 1982), condigao que sensi-
biliza a organela ans efeitos deleterios do Ca*™ (Hunter et alii, 1976; Hunter &
Haworth, 1979 a,b; Haworth & Hunter, 1979}, Na presenga de dcido bongkrekico a
mitocondria assume um estado mais agregado, condigao em que a mitocondria e mais
resistente aos efeitos deleterios do Ca™ (Hunter et =alii, 1976; Hunter & Haworth,
1979 a,bh). 0 mesmo gocorre guando a mitocondria apfesenta altas cuncentragaes de
nuclegtideos de adenina endagenos (Klingenberg & Buchholz, 1973).

Neste trabalho apressntamos resultados gue mostram que safranina 0 em
cancentxa;éu geralmente empregada para monitorar o potencial de membrana causa
efeitos indesejaveis sobre o transpaorte de Ca*" mitocondrial.

Na figura 6 ohservamos que o corante potencializou fortemente a libera
cao de Ca ¥ mitocondrial induzida por fosfato, enquanto que ma mumencia de safraning, 30 nmoles
de Ca++/mg de proteina sao capatados e retidas pela mitocandria durante um pe-
riodo de tempo de mais ou menos 13 min., seguindo-se entao uma rapida liberagao
do cation. Na presenca de roncentragoes crescentes de safranina a habilidade da

. - . ++ C .
mitocondria em reter o Ca captado diminui proporcionalmente ac aumento da con



centragan do corante. Durante o periodo de retengao de Ca' ' foi observado um
progressive aumento na velocidade de respiragag e um continuo aumento do volume
mitocondrial refletinda certamente uma potencializagao pela safranina do procas
ag de deterioracgao mitocondrial por Ca’t na presenca de fosfato.

0 mecanismo de permeabilizacas da membrana mitocondrial e a potencialil
zagao pelos diferentes agentes citados néﬁ psta totalmente esclarecido.

Segundo uma das interoretacoes correntes (Pfeiffer, 1979; Beatrice ot
alii, 1980; Riley W. & Pfeiffer, 1985) estas alteracoss sao dependentes da pre-
sencga de ta'’ na matriz gue ativaria as fosfolipases Ca’t - dependentes associa
das a membrana mitocondrial. Estas, uma vez ativadas, atuariam sobre os fosfoli
nideos de membrana removendo o dcido graxe da posigao 2 produzindo lisofosfali-
pfdeus g acidos graxos insaturados livres. Na presenga dos agentes putemciali;g
dores, as enzimas acil-Coenzima A sintetase e acil-transferase, responsaveis pe
la reacilagac de lisofosfolipideos, estariam inibidas (Pfeiffer, 1979; Beatrice
gt alii, 1980; Ryley W. & Pfeiffer, 1985). A somatdria destes dois processos,
estimulc das fosfolipases e inibigao das enzimas gue fazem reacilagao, promove-
ria um grande aumenta na cancantrag%u de lisofosfolipidecs e acidos graxos insa
turados que tem efesito deletério sbre a membrana aumentando ainda wais sua per
meabilidade (Pfeiffer, 1979; Beatrice et alii, 1980; Riley W. & Pfeiffer, 1985).

(utros autores acreditam gque a perda de M§++ ligado & membrana € um fa
tgr importants no aumento da permeabilidade induzids por Ca™' na presenga de Pi
ou outros indutores da perda passiva desse cation (Siliprandi et alii, 1979;
Harris et alii, 1979). Assim, =& perda de Mg++ gstrutural desestabilizaria a
membrana, uma vez gue o mesmo participa na formagao de compostos ternsrios entre

fosfolipideos e proteinas (Binet & Valfin, 1975; Duszynski & Uojtezak, 1977).



0 mecanisme de agag da safranina poderia ser explicado com base nas
suas propriedades de lipoasolubilidade e agregacao a membrana mitocondrial e des
ta forma tanto estimular a perda de Mg++ pstrutural, como dificultar de alguma
mansira a reacilacao dos fosfolipideos lisados pela fosfaolipase Az.

Lehninger et alii, (1978b), Coelho e Vercesi, (1980) & Vercesi &
Lehninger, (1982), mostraram claramente existir uma correlacac entre o efluxa de
ca’t mitocondrial B o estado redox dos nucleatideos de piridina dessa grganela.
Durante o pressnte trabalho realizamos experimentos de transporte de Ea++ em con
dicoes em que o "pool! de mucleotideas de piridina foi induzido a um estado mais
gxidado pela adigac de 1 mM de acetocacetata. Us resultados da figura 7 mostram
que guando o efluxo de Ca’t astd estimulado por 1 mM de acetoacetato a ardigan
de 10 UM de safranina patencializou este efluxo o que se verifica pela diminuigao
do peri&du de r&teng%a do Ca " captado,

0 efluxo da Ca’t associade ac estado mails oxidado de nucleotideos de
piridina foi chservado em mitocondrias de figado de rata (lLebninger et alil,
1978b), coracac (Coelho & Vercesi, 1980) g células tumerais de Ehrlich (Landry &
tehninger, 1976}, parem o mecanismo molecular deste processo continua sem slucl-
dagao. Segunda Pfeiffer et alii, (1979); Nichaolls & Brand, {1980}; Wolkowics &
Memillan, (1980); Arshad at alii, (1580); Beatrice et alii, (1980) e Bardsley &
Brand, (1982), o eatado mais oxidado dos nucleotideas de piridina mitocondriais
meramente sensibiliza a mitocandria aos efeitos deleterigs do Ca’ ' causando desaco
plamento e inchamanto mitocondrial com gueda do potencial de membrana 8 O conse-

++ . . . . ~
guente efluxc de Ca por via inespecifica ou, pelo lnversa da via de captagao.

-t
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Trabalhos mais recentes {Baumhuter & Richter, 1982; Roth & Dikstein,
1982; Bellomo et alii, 1984; yercesi, A.E., 1984) contestam essa imterprstag%a
demgnstrandoc gue em condighss apropriadas o efluxo de ca*t estimulado pelo esta
do oxidado de nuclectideos de piridina @ reversivel e independents de alteragdes
inespecificas da membrana mitocondrial.

0 resultade gque obtivemos na presenca de safranina & acetoacetato indi-
ca-que o efluxo deve ucorTer por via inespecifica umé vez gque € potencializado
pela safranina. Como mencionado anteriormente, o efeito da safranina parece ser
inespecifico e relacionado com a sua lipossulubilidade desestabilizando de algu-
ma maneircs o a membrana mitacondrial interna, fato gue a torna mais sensivel a
outros agentes deletérios.

0s resultados da fioura B8, mxﬁrﬂwh[Jeﬁﬁt@n@nﬂspnmxmcﬁxbxk}safranina
no efluxo de Ca" ' quando as mitocondrias sao incubadas na presencga de estabili-
zadgres de membrana comd Mg++ g HSA corroboraram gsta hipotess. Nests gxXperimen-
to mitocAndrias de figado de rato eram incubadas em' meio idéntico ao experimento
da figura 7 parem na presenca de estabilizadores de’ membrana como BSA e Mg++.
Nestas condigoes, mitoeondrias de figado de rato captaram e retiveram guantida-
des de cat’t tae altas quanto 100 nmoles/mg de proteina. A adicao de safranina
nao alterou significativamente o meriods de retengac do Ca’t captado. A habilida
de o Mg++ e BSA em preservar a capacidade da mitoeondria de acumular e rater o
ca®" captado se deve ag fato do primeiro impedir a liberacao do Mg++ ligado =
membrana (Siliprandi et alii;, 1977; Coelha & Vercesi, 1979), e do segundo funcio
nar como guelante e acidos graxos livres, sabidamente deleterios as membranas
bioldgicas (Riley, W. & pfeiffer, 1985). Assim, o efeito protetor canferido pelo

AsA e Mg++ reforgem a hipétese de gue & perda de Mg++ estrutural & o acumula de
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dcidos graxos sag fatores determinantes no processo de permeahilizagao das mem-
branas potencializado pela safranina. Na presenca de Mg++ e BSA um alto potenci
al de membrana & mantido pela mitocondria mesmo apos a captagao de Ca't. Nestas
condigoes c3ameﬁxméta&:qwaaxﬁksamentewz CNADH e nao o NADPH {(Vercesi, A.E.,
1985) gue parece estar mais diretamente relacionado com o efluxo de ca*™ (Bernar
des et alii, 1986; Vercesi, A.E., 1986). 0 experimento com hidroperoxida (Fig.9)
que oxida tanto NADH como NADPH mesmo quandao o potencial de membrana & mantido
na faixa de 180 mV pela presenga de estabilizadores de membrana constitul-se num
bom modelo de estudo da acao da safranina sobre o transperte de catr. Assim, po-
de ser visto gus guando as mitocondrias eram suspensas em meio contendo Mg++ e
ATP o efeits da safranina "per se" era muito pequenag mesmo em mitocondrias carre
gacdas com alta cancentragéc de Ea++ (100 rmoles/mg de prateina). Entretantoc, nes
sas mesmas condigoes experimentais, a safranina teve um efeito significante sa-
bre o padréa de altera;ﬁes na fluxo de Ba++, potencial de membrana g respiragag
causada pelo hidroperoxide. Uma  analise dos efeitas da  safranina  sabre
BSSES Darémetrms g sobre. a altefag%o do voiuma . mitocondrial
indica uma scag - gensralizada do corante sobre a membrana mitocondrial possi
velmente relacionada com a natursza lipofilica da safranina.

0 efluxo de Ca’ ' induzido por hidroperoxido € bastante discutido, alguna
autores argumentam que o efluxe acorre por via ineapecifica resultante de alte-
racoes das propriedades de permeabilidade da membrana mitocondrial (Beatrice et
alii, 1980; Nicholls & Brand, 1980; Wolkowics et alii, 1980; Palmer & Pfaiffer,
1981 ; Bardslsy & Brand, 1982). Dutrés concluem gue este mecanismo € independente
de alteragoes da permeabilidade dn membrana e gue pode ter relesvopcia fisiologica

(Sies et alii, 1981; Vercesi & Lehningsr, 1982).
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Em fmce angs dados da literatura e em face ags nossos resultados com sa
. . . e, . . ..
franina somos levados . o interpretar o efluxo de Ca induzide por hidroperoxi
do comg sendo conssquéncia de um processo de permeabilizagéa stbito & transito-
- - [ ~ « PR
rio seguide por rapida restauragao das propriedades de permeabilidade da membra
e . .~ - r +
na. Durante essa subita transigao a membrana se torna mals permgavel a H , g gu=
explica o aumento da velocidade respiratdria e a gueda transitdria do potencial
~ + 4+ ~—
de membrana ohservado. A recaptagac subseguente de Ca e a restauracgan do po-
hd i’ o~ e . g
tencial de membrana seria consequencia de um processo rapido de restauragag da
. 2 . . . . ~
membrana mitocondrial, dessncadeado por sistemas enzimaticos agsnciados &s memn-
branas mitocondriais.
Na presenga de safranina (Fig. 9 - painel B) todos os parametros estuda
- £ . . -
dos foram irreversiveis. Esse resultado, como os demals obtidos na presenca de
. .t - ’
safranina, reforgam a nossa hipotese de que o corante por ser lipossoluvel e
por = agregar 3 membrana mitocondrial, inibiria de alguma maneira o processo de
restauragao da membrana. Essa interpretagac se torna coerente ao admitirmos o
+4+ . . . L ' T
efluxo de Ca induzide por hidroperoxide come sendo inespecificao.
Na figura 10 temos os resultades obtidos com mitocondrias incub=zdas nas
. o~ ‘. N . ¢ . .
mesmas condigoes da figura 5, ou seja, na pressnga de hidroperoxide e safranina.
W . . . 4+ . .
0 nosso objetiva era estudar o efeito da safranina saobre o efluxo de Ca induzido
. -, PR “~ ++ .o . ~ .
pelo hidroperoxida em diferentes conceniragoes de b . A exposigao de mitocondrias a con
~ ++ ~ 4 v -
centragoes crescentes de Ca afeta nao so 8 magnitude do efluxc como tambem o
’ ~ ++ . o~ .o~
perindo entre o efluxo e recaptagao de Ca . Nestas condigoes a adigao de safra
I3 “ . ,
nina aumentou @ magnitude do efluxo assim como O periodo entre efluxe e recapta
~ +t
gag de Ca .

Os experimentas da figura 10 mostram que o gfeito da safranina esta



~ +4 - g . .
presente am todas as concentragoes de Ca gstudadas, porem ele e guantitativa-
mente difersntes do experimento da figura 9 pzlo Tato de mesmo na presengs de
++ . ~ .
100 nmoles de Ca  /mg de proteina a liberagag do ion ainda ser reversivel. Esses
resultados sstao de acordo com cutros da literatura {(Riley & Pfeiffer, 1985} mas
~ ++ ) - )
trando que as concentragoes de Ca gue causam g efeito deleterio sobre a mito-
condria na presenca de agentes poiencilalizadores variam de prapara@éa para prepa
recac e com a idade da preparacao mitocondrial.
. . . . +4 -
A figura 11 apresenta dados guantitativos schre a perda de Mg endoge-
++ ‘. . : i
nao & Ca acumulado, A analise dos resultados comprova o sinerglsmo de agao entre
++ ] . . . .
g Ea g 0o fgafato sobre g membrana wmitocondrial e o efeito potencializador de
. P ++ ~
safranina nestas condigoes. Na presenca de Ca e fosfato o periodo de retencan
++ . ++ . . o -
do Ca captado 2 o conteudo de Mg endogeng era significativamsnte menar que
na auséncia de fosfato. Nestas condicoes a presenca de safraninag potencializou
. .. ++ .
a efeito deleterio do Ca g fosfato scbre a membrana o gue e revelado pelas do-
++ ++ . ¢ . ~
sagens de Ca e Mg em diferentes periodos de incubagao.
Esses resultados devem ser interoretados de acordo com g mecanisma de
permeabllizagac da membrana mitocondrial discutido anteriormente. As dosagens de
++ . - ++ .
Mg na condigao em que o efluxa de Ca  era bastante estimulado corroboram os

. ++ . . ~
dados da literatura que ressrvam ac Mg gndogeno papel essenclal na preservacag

das caracteristicas de permeahilidade da membrana mitocondrial (Rossi & Lehninger,

1964; Mzisner & Klingenberg, 1968; Siliprandi et alii, 1977; Siliprandi et alii,
1978; Harris et alii, 1979) atuando como elemento estabilizador de lipoproteinas
de membranas.

Os resultados da figura 11, wostrando que o inicio da perda do Mg++

38
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» P ++ B . .
endogena precede 0 inilclo da perda de Ca presente na matriz, parsce 1ndicar
que o mecanisma de agao da safranina envolveria alteracaes estruturais na mem-

~ . A .
brana em consequencia do deslucamento do Mg estrutural. Assim, fatores gue
. ++ . . . . +4+ -
previnem a perda do Mg ligado a membrana mitocondrial BSA, ATP e Mg EX0QEND
aholem tambem o efeito da safranina gue e muito mais pronunciado nas candigoes
oy TR M > : at :
em Que g transporte de Ca per se" e deleterio a mitocondria. Coma pode ser

s ++
verificado neste trabalho na presenga de EGTA ou guando o transporie de Ca ara
gstudado em meic contendo estabilizadores de wembrana 0s efpitos colaterais da
safranina sobre a mitocandria estavam ausentes ou nag eram detectados com a me-
todologia empragada.

Nossos resultados permitem concluir gue a safranina deve ser incluida
na lista de agentes que sensibilizam a mitocondria aos efeitos deleterios do
++ A ~ .
Ca g como conseguencia causam descaraga espontanea do cation presente na ma-

triz dessa organsla.
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RESUMAO

Eate trabalhg descreve experimentos mostrando que safranina, em concen
tracoes geralmente empregadas para monitorar o potencial glétrico da membrana
mitocondrial, causa efeitos indesejaveis sebre o transporte de ca’t por mitncaﬁ
drias de figada. Nossas ohservagoss indicam que:

(i) safranina potencializa a descarga espontanea de Ca'" mitocondrial
induzida por fosfato ou acetoacetato. A libﬁragéo de Ea++ & paralelamente acom-
nanhada pela potencializagao da liberacao do estado respiratoric - 4 - e pela
pcteﬂcializagéa do aumento de vealume mitocondrisl, indicando uma agao generall
sada do corante sobre a membrana mitocondrial. (11) 0 efluxo do Ca®™ mitocondri
al induzido per hidroperoxido € estimulado na presanga de safranina mesma na
presenga de estabilizadores de membrans como Mg++ g ATP. Cenclui-se que o uso
de safranina para indicar mudangas no potencial eletrico de membrana durante o
transporte de catt par mitocondrias deve ser evitada ou devem ser tomados cul-

dados especials.



SUMMARY

This work describes experiments showing that safranine, at the
concentrations usually employed as a praobe of mitochondrial membrans potential,
causes significant undesirable side effects on Eaz+ transport by liver
mitochondria. The major observations are: (i) safranine potentiates the spontansous
Eaz+ release from liver mitochondria induced by phosphate or acetoscetats. This
is paralelled by potentiation of the release of state- 4 - respiration and af
the rate of mitochondrial swelling, indicating a generalized sffect of the dye
on the mitochondrial membrane; (ii) The efflux of mitochendrial Ca' ' induced by
hidroperoxide is stimulated in the presence of gafranina sven if membrans
stabilizers such as Mg2+ and ATP are present. It is concluded that the use of
safranine to menitor the changes in membrane potential during Eaz+ transport

by mitochondria should be aveided or special care be taken.
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