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INTRODUCAO

O transporte ativo de ca®’ por mitocondria  foi

descoberto por VASINGTON & MURPHY, 1962 em mitocondrias isoladas
de rins de rato. Estes autores observaram que o ca?? era acumula
do por este tipo de mitocondria contra gradiente de concentragao
as expensas de energia respiratdria ou hidrdlise de ATP (.VASING
TON & MURPHY, 1962 ) . Estudos anteriores ja indicavam a pre-
senca de Caz* no interior de mitocondria, porém os resultados nao
foram interpretados como acumulagao contra gradiente de concen-
tracao (SLATER & CLELAND, 1953). Outras observagoes indiretas como
estimulagao da respiragao (SIEKEVITZ & POTTER, 1955;CHANCE,1955)
e ejecao de protons (SARIS, 1959), guando Caz'iw era adicionado a
preparacoes de mitocondria, indicavam que o Ion podia ser acumu-
lado ativamente pela organela.

Sabe~se atualmente que mitocondrias de quase todos
tecidos animais e de alguns fungos, mas nao de plantas, acumulam
Ca2+ do meio externo por processo energeticamente acoplado ao
transporte de elétrons na cadeia respiratdria ou & hidrdlise de
ATP a nivel da ATPase mitocondrial ( LEENINGER et alli, 1967 ;
LEHNINGER, 1970; BYGRAVE, 1977; CARAFOLI & CROMPTON, 1978; LEH-
NINGER et alii, 1978a; SARIS & AKERMAN, 1980). Dado a alta veloci
dade e afinidade, bem como ao fato do transporte ativo de Ca2+em
algumas condig¢Ges experimentais preceder a fosforilagdo oxidati-
va na demanda da energia respiratoria (ROSSI & LEHNINGER ,1964 ;
REYNAFARJE & LEHNINGER, 1973; VERCESI et alii, 1978), postula-se
que mitocondria de determinados tecidos, em adigac ao seu papel
na producao de ATP, desempenha uma importante fungao na regula-
¢ao da concentracao tanto de Ca2+ idnico citdplasm&ticc(CARAFOLI
& CROMPTON, 1978; LEHNINGER et alii, 1978a) como na matriz mito-
condrial (DENTON et alii, 1980; Mc CORMACK & DENTON, 1980).

Como © Ca2+ livre exerce inadmeras fungdes na regu
lacio da fisiologia celular, o transporte do ion por mitocondria
tem despertado grande interesse no sentido de esclarecer o possi
vel papel dessa organela na distribuicao do Ca2+ celular. Além
disso, 0 transporte de Ca2+ em membrana mitocondrial & uma expres

s3o do processo de conversao de energia, o que torna seu estudo



relevante com respeito & elucidagao do mecanismo de fosforilagao
oxidativa.

A vasta literatura sObre o assunto encerra um alto
grau de controvérsia devido & grande variedade de espécies mole-~
culares transportadas simult@neamente em ambas as diregoes duran
te a atividade bioldgica da organela, Sabe-se gque mitocondria de
sempenha inumeras outras atividades, possuindo para isso grande
nimero de sistemas enzimaticos. Assim, as proteinas envolvidas
no processo de transporte de ca’’ constituem uma pequena fragao
das proteinas mitocondriais, o gue justifica o fato de até hoje
nio se ter definitivamente isolado e caracterizado o sistema res
ponsavel pelo transporte desse ion. Situagdo oposta & a gue ocor
- re, por exemplo, com o transporte de Ca2+ em reticulo sarcoplas-—
matico, onde a proteina transportadora constitui cerca de 60 a
80% das proteinas totais da membrana (MEISSNER et alii, 1973; DE
MEIS & VIANNA, 1979).

Outro fator de complexidade com respeito ac meca-
nismo de transporte de Ca2+ em mitocondria & gue o Ca2+ migra pa
ra o interior da mitocondria em resposta ao potencial eletroqui-
mico de prdtons através da membrana (AﬂH+) gerado pela respira-
¢ao ou hidrdolise de ATP, processo que apesar de extensivamente
estudado esta longe de ser entendido a nivel molecular.

Possivel papel da mitocondria na regulacao da distribuicao do
Ca2+ celular,

A concentragao de Ca2+ livre na célula tem funda-
mental importéncia na regulagdo de uma série de fungoes celula-
res, como regulagido de vias metabdlicas, secregao, motilidade e
transporte através de membranas. O contrdle destas atividades re
gquer uma concentracao de Ca2+ livre citoplasmatico inferior a 1 uM
contra uma concentragao extracelular da ordem de 2 mM. A impor-
tidncia relativa dos sistemas de transporte de Ca2+ gsituados na
membrana celular, na mitocondria e no reticulo endoplasmatico,na
manutencao deste gradiente de Ca2+ entre citoplasma e meio extra
celular tem sido motivo de muito estudo e muita divergéncia.

A entrada de Ca2+ na célula nao reguer energia me
tabdlica uma vez que o ion entra a favor de gradiente de concen

tracao mediado por transportador especifico ou por processo ele-



trogénico através de canal de Ca2+. 0 efluxo de Ca2+ ocorre por
mecanismo ativo através de ATPase especifica ou por processo que
troca ca®t por Na® extracelular usando energia derivada do poten
cial de difusdo de Na'. O Gltimo processo & mais ativo em  mem-
brana de células excitaveis {BLAUSTEIN et alii, 1978; SCHATZIMANN
& BURGIN, 1978).

2+

O transporte de Ca em reticulo tem sido estuda-

do com grandes detalhes principalmente em microssomos isolados

2+

de reticulo sarcoplasmatico onde Ca“ @& transportado por ATPase

especifica. Para cada ATP hidrolisado dois ions Ca2+s§o captados
num processo dependente de Mg2+ e que envolve fosforilagdo da en
zima como produto intermedidrio de reacgao (DE MEIS & VIANNA,1979)
A participacao da mitocondria na regulacao da dis
tribuicao do ca®’ celular tem sido motivo de amplo debate. Esta
organela, em contraste com a membrana celular e reticulo,nac pos

sue ATPase transportadora de Ca2+. Aceita-se atualmente dJue o

Ca2+ difunde através da membrana mitocondrial por processo ele-
troforético em resposta aco potencial eletroguimico de #' mediado
por um transportador gue liga Ca2+ com alta afinidade. |
Determinagoes do potencial de membrana em mitocon
dria energizada fornecem valores gue variam de ~180 a -220 mV.As
sumindo~se o valor de -180 mV e considerando-se gue a membrana &
negativa na face interna, a razao entre o Ca2+ livre na matriz
mitocondrial e no citoplasma, fornecido pela equacac de NERNST
seria igual a 106. Os valores experimentais encontrados sac muito
inferiores & distribuic@o termodindmica esperada (DRAHOTA et alij
1965; POZZAN et alii, 1977) e sugerem a existéncia de dois siste
mas diferentes para o transporte de Ca2+, um para a captagao e
outro para a liberagao independentemente regulados. Desde gue na
mitocondria energizada o potencial eletroguimico de ut & sempre

: . . ~ +
negativo internamente, a liberagac de Ca2

durante respiragao nao
deve ocorrer por mecanismo eletroforético mas sim eletroneutro .
De fato, tem sido demonstrado 1iberagéo de um Ca2+ em troca por
dois Na© em mitocondria de tecidos excitiveis ( CARAFOLI et alii,
1974; CROMPTON ot alii, 1978b),0u de um Ca’' por dois H' em ou-
tros tipos de mitocondria ( AKERMAN, 1978b; NICHOLLS,1978; FISKUM
& LEHNINGER, 1979). Acredita-se assim que a distribuigao de Ca2+
entre a matriz e o citoplasma seja cinética e determinada em

condigoes de "steady state"” pela razao entre as velocidades de




influxo e efluxo através de duas vias diferentes (POZZAN et alii,
1977; AKERMAN, 1978).

Com respeitc ao papel da mitocondria na regulagao
do Ca2+ livre citoplasmatico, estudos com mitocondrias isola@as
indicam gue em condig&esd@steady state" mitocondria hepatica tam
pona © Ca2+ externo a concentragaes entre 0,3 a 0,8 uM(NICHOLLS,
1978; BECKER et alii, 1980)enguanto gue mitocondria de miométrio
tampona o Ca2+ externo a concentracoes da ordem de 0,1 puM(BATRA,
1973} .

BECKER et alii, 1980 trabalhando com sistema re-
constituido contendo mitocondria e reticulo endoplasmatico isola
dos de figado demonstraram que o reticulo tampona o Ca2+ externo
a uma concentracac de O,Z‘uM contra 0,5 uM mantido por mitocon-
dria. Resultados identicos foram observados gquando estes autores
compararam a habilidade destes dois sistemas em tamponar o “Ca2+
citoplasmatico em hepatdeitos cuja membrana celular havia sido
permeabilizada especificamente a lons, por tratamento com baixas
concentracoes de digitonina. Estes resultados indicaramainda qgue
apesar da afinidade do reticulo por Ca?+ ser mais alta que de mi
tocondria a capacidade de captagao e retengao de Ca2+ por mito-
condria &€ muito maior gue a de reticulo.

Outros estudos com mitocondria "in situ" em neu-
ronios gigantes de lula indicaram que nestas células as caracte-
risticas do transporte de Ca2+ por mitocondria sac similares as
observadas em estudos com mitocondrias lsoladas guandoc as concen
tragoes de ca’t citoplasmitica eram muito superiores as concen-
tracoes fisioldgicas ( BRINLEY et alii,1977b;BRINLEY et alii,1978a ).
Estes estudos demonstraram porém que em concentragoes de 50-100 nM,
consideradas fisioldgicas pelos autores para estas célulasemlcog
dicoes de repouso, a velocidade de captacao de Caz+ por mitocon-
dria era tao baixa a ponto de sugerir que o papel da organela,
em participar na homeostase do Ca2+ enm condigBes fisiolbgicas,
era praticamente desprezivel. Esta interpretagaoc & questionada
por SCOTT et alii, 1980 e NICHOLLS & SCOTT, 1980, baseados nos
oroprios trabalhos com sinaptosomas intactos e nos trabalhos de
LLINAS et alii, 1972 e BRINLEY et alii,1977a wostrando que duran
te perfodos de atividade el@trica dos neurdnios as concentragoes
de Ca2+ sobem e entao a captagao de Ca2+ por mitocondria assume

papel importante na regulagao do ca’t citosdlico. Contudo deter-



2+

minagées diretas do conteldo de Ca mitocondrial em misculo li-

so, cardiaco e esguelético, indicaram gue mitocondria nao acumu-

- ~ e 2+
la concentracoes significantes de Ca

em células normais mesmo
durante atividade elé&trica das mesmas {( SOMLYO et alii, 1981).

Estudos mals recentes com mitocondrias cardiacas
indicam um importante papel do sistema de transporte de Ca2+atr§
vés da membrana mitocondrial na regulagac da atividade das enzi
mas: desidrogenase piriivica e isocitrica e como consequéncia na
atividade do ciclo de Krebs. Assim, através de flutuagOes entre
as velocidades de influxo e efluxo, este tipo de mitocondria per
nite flutuacOes nas concentragoes de Ca2+ idnico na matriz mito-
condrial entre 0,1 a 10 uM, faixa de concentragao em que estas
enzimas sao sensiveis ao Ca2+ { HANSFORD, 1981;DENTON et alii ,
1980; Mc CORMACK & DENTON, 1980). Regulagao da ATPase mitocondrial
e assim da fosforilagao oxidativa pelo Ca2+ mitocondrial tem si-
do também aventada ( YAMADA et alii, 1981).

Mecanismo de captacac de Ca2+ por mitocondria.

- . 2+
Varios trabalhos fornecem evidencias dque o Ca

entra na mitocondria por mecanismo eletroforético em resposta ao
gradiente eletroquimico de n" gerado por respiracao,hidrdOlise de
ATP ou potencial de difusao de x* ( SCARPA & AZZONE, 1970;SELWYN
et alii, 1970; ROTTEMBERG & SCARPA, 1974; HEATON & NICHOLLS,1976
AKERMAN, 1978b).Este mecanismo de transporte encontra forte apoio
na hipdtese quimiosmbética da fosforilagao oxidativa proposta por
MITCHELL, 1961; 1966.

Inicialmente acreditava-se gue a energia para cap
tagao de ca’t derivava da hidrdlise de um intermedidrio guimico
do processo de fosforilagao oxidativa gue poderia ser utilizado
para transporte de cat ou para sintese de ATP. Porém, SCARPA &
AZZONE, 1970 mostraram pela primeira vez gue Ca2+ podia ser acu-
mulado contra gradiente de concentracao na auséncia de respira-
cao ou hidrdlise de ATP. Assim, estes autores conseguiram induzir
captagao de Caz* pela mitocondria em resposta ao potencial de mem
brana gerado pelo efluxo de K endbgeno mitocondrial induzido pe
lo iondoforo valinomicina ( PRESSMAN, 1965). SELWYN et alii, 1970
obtiveram resultados semelhantes induzindo captacao de Ca2+ por

mitocondria em resposta ao potencial de difuszo do anion SCN



livremente permedvel atraves da membrana.

De acdrdo com a hipdtese quimiosmbtica de fosfori
lagao oxidativa, Ca2+ entra na mitocondria em resposta ao poten-
cial de membrana negativo internamente ( MITCHELL, 1961; 1966)
Segundo esta hipdtese, respiracido ou hidrdlise de ATP pela ATPase
mitocondrial induz transporte vetorial de H+ para o exterior da
mitocondria com consequente alcalinizacao da matriz mitocondrial.
Este processo gera um gradiente eletroguimico de prdtons atraves
da membrana (AﬁH+), constitulido por um componente guimico {(ApH )
e pelo potencial eletrico de membrana (AY) gue se relacionam de
acdrdo com a eguagao:

aiet = 60 ApH + AV
Como existe relagao inversa entre velocidade de respiragdo e p04
tencial de membrana ( MITCHELL, 195%81; 1966), a entrada de'Ca2+na
mitocondria causa um decréscimo no valor de AY com consegliente
estimulo da respiragao e ejecao de H+ para compensar o valor de
AﬁH+ as custas de aumento de ApH. Assim, a entrada de Ca2+c0nVeg
te o potencial de membrana em gradiente de pH gue passa a inibir

a respiracao e limitar a captagao de ca’t,

Quando, porém, o transporte de Ca2+ ocorre na pre
senca de anions com capacidade de migrar para o interior da mito
condria na forma protonada e neutralizar o gradiente de pH, gran
des guantidades de Ca“®’ (até 2000 nmoles de Ca2+/mg prot.mitocon
drial) podem ser acumuladas ( CARAFOLI et alii, 1965). Na ausén-
cia de tais &nions "permeantes” ou guando o transporte destes &
inibide, nao mais de 20 a 30 nmoles Ca2+ sao captados por mg de
proteina mitocondrial ( CARAFOLI & CROMPTON, 1978; CROMPTON et
alii, 1978a; RAMACHANDRAN & BYGRAVE 1978).

Os &nions considerados "permeantes" para o trans-
porte de Ca2+ ao interior da mitocondria tais como acetato, pro-
pionato, butirato, B-hidroxibutirato sac anions de acidos fracos,
lipofilicos, que passam pela membrana mitocondrial na forma pro-
tonada fornecendo H' para neutralizagaoc da matriz mitocondrial
( LEHNINGER, 1974). Grande quantidade de ca?* pode tambem ser
acumulada na presenga de anion bicarbonato que entra na forma de
HCO3W (SELWYN & WALKER, 1977) ou come C02 {(ELDER & LEHNINGER ,
1973) dissolvido gque & hidratado pela agi@o de anidrase carbOni-
ca mitocondrial resultando no acimulo de CaCO., (ELDER & LEHNINGER,:

3
- + -
1973). Outro anion capaz de acompanhar a entrada de Ca2 e o fos



fato, que através de transportador especifico entra na forma de
H3PO4 ( COTY & PEDERSEN, 1975).

Desta maneira a presenca de fosfato em concentra-

¢oes similares as encontradas no citoplasma aumenta a capacidade
e velocidade de transporte de Caz% por mitocondria. Alem do pa-
pel do fosfato em tamponar o ApH através da membrana durante o

2+

transporte de Ca“’ , o fosfato & também importante na formacao de

precipitado de fosfato de Ca2+ na forma de granulos eletro-den-
sos observados na matriz mitocondrial com a ajuda de microscopia
eletrdnica ( BEKER et alii, 1974). ATP e Mgz+parecem estar envol
vidos no processo de precipitagao e estabilizagao de fosfato de

Ca2+ na matriz mitocondrial ( LEHNINGER, 1970). De fato, na pre-

senga de ATP, Mg2+ e fosfato, mitocondria apresenta capacidade

de captar grande guantidade de Ca2+, ("Ca2+ -massive loading" ).,
sem perder a habilidade de fosforilagao oxidativa ( CARAFOLI et
alii, 1965).

A determinagao da estequiometria entre captagao

. ~ + - . .
de Ca2+, ejecao de H e transporte de eletrons na cadeia respi-

ratdria tem sido extensivamente estudada nos ultimos anos. Se-

gundo MOYLE & MITCHELL, 1977 (a,b), o Ca2+ & captado na forma
+ - . .

(Ca2)4 —HPOi com apenas uma carga positiva, sendo assim compen

sado eletricamente pelo efluxo de apenas um H+, Como dois Ca2+
sao captados por par de elétrons passando por sitio de fosforila
¢do, este valor estaria de acbrdo com a estequiometria de doMsH+
ejetados por sitio de fosforilagao encontrado anteriormente por
MITCHELL & MOYLE, 1965, 1967. Sabe-se atualmente gue a esteqguio-
metria Ze"/2H¢ era subestimada devido ao retdrno de H' para o in
4 ( BRAND et alii, 1976 ;
REYRAFARJE & LEHNINGER, 1977). Quando esta esteguiometria e estu

dada na presenga de N-etilmaleimida que inibe o transporte de fos

terior da mitocondria na forma de H3PO

fato atraveées da membrana, € possivel determinar-se que dois H+
sao ejetados por ca?t captado ou guatro ¥ sio ejetados por si-
tio de fosforilacao durante o transporte de 2¢” na cadeia respi-
ratoria ( BRAND et alii, 1976; REYNAFARJE & LEHENINGER, 1977; VER
CESI et alii, 1978; FISKUM et alii, 1979).



Sistema transportador de Ca2+.

2+ -
0 ion Ca® , ao contrario do gue acontece com ou-

+ 2+ -
, Mg~ , por exemplo, e acumulado

com alta afinidade e velocidade contra gradiente de concentragao

- . . +
tros cations tais como Na , K

por mitocondria energizada, na auséncia de iondoforos ou outros

2+ pode tam-~

bém penetrar através da membrana a favor de gradiente de concen-

permeabilizantes. Em mitocondria nao energizada o Ca

tragao desde que na presenga de determinados dnions "permeantes"
{ SELWYN et alii, 1970; LEHNINGER, 1974).

Estes dados indicam que a membrana interna mito-

condrial, gque & impermeavel a maioria de outros cations, possue
Cm s . 2+ . .

uma permeabilidade especifica para o Ca gue seria conferida por

um transportador especifico.

Algumas caracteristicas do transporte de ca®® que

indicam a presenca de tal sistema transportador sao:

a - Egpecificidade para Caz+ (embora transporte
- + s :
tambem Sr2 ' mn?t e Ba2+ com afinidades decrescentes, respectiva

mente ( LEHNINGER et alii, 1967)).

b - Transporte de Ca2+ com alta afinidade; Km com
valor entre 1 e 10 uM { SPENCER & BYGRAVLE, 1973; HUTSON , 1977 ;
NOACK & HEINEN, 1977).

c ~ Cinética com comportamento de saturagao e sig
moidicidade, sugerindo cooperatividade a nivel da moléecula do
transportador { SPENCER & BYGRAVE, 1973; HUTSON, 1977 :; NOACK &
HEINEN, 1977).

d - Inibigao do transporte por lantanideos e ver
melho de ruténio ( MELA, 1969; MOORE, 1971; REED & BYGRAVE,1974).

e - Identificac¢ido de sitios na membrana sensiveis

a lantanideos e vermelho de ruténio gque ligam Ca2+ com alta afi-

nidade ( MELA, 1969; REYNAFARJE & LEHNINGER, 1969;REED & BYGRAVE

1974) .
2+

14

ejegéo de H+ e consumo de 02 { VERCESI et alii, 1978; REYNAFARJE
& LEHNINGER, 1977).

f - Estequiometria definida entre actmulo de Ca

g - Existéncia de tipos de mitocondrias gque  nao

2+ . . .
transportam Ca” ( mitocondrias de asa de alguns insetos voadores,

2+

plantas e leveduras) e nao possuem sitios que ligam Ca com alta

afinidade ( CHEN & LEHNINGER, 1973; MOORE & BONNER, 1977).




Apesar destas caracteristicas do transporte de
Ca2+ sugerirem a existéncia de um transportador especifico,pouco
sucesso tem sido obtido na tentativa de seu isolamento e carac-
terizacao. Varias glicoproteinas com alta afinidade por Ca2+ tem
sido iscladas de membrana mitocondrial ( GOMEZ-PUYQOU et alii

1972; KIMURA et alii, 1972;

’.
SOTTOCASA et alii,1972; TASHMUKHAMEDOV
et alii, 1972; HAPPEL & XKRALL, 1979).

PANFILI et alii, 1980 desenvolveram anticorpo con
tra a glicoproteina isolada por SOTTOCASA et alii, 1972 e demons
traram que este anticorpo inibe o transporte de Ca2+em mitocon-
dria o que sugere a participacao desta glicoproteina no processo
de transporte do lon.

Outra glicoproteina de peso molecular 32.000 que
liga ca®t com alta afinidade (Kd 2,2.10“6M) foi extralida de ~wa-
rios tipos de mitocondria de vertebrados ( HAPPEL & KRALL, 1979).
Esta glicoproteina que contém aAcido sif&lico em sua composigdo ,
constitui 0,015% das proteinas totais da mitocondria e liga cer-
ca de 61 nmoles Ca2+/mg, 0 que corresponde & existéncia de dois
sitios de ligagao de ca’t por molécula. Tal glicoproteina parece
constituir parte do sistema de transporte uma vez que, apds sua
extragao, a mitocondria perde a capacidade de captar Ca2+, recu-
perando 75-80% da capacidade original guando o sistema & recons-
tituido pela adigaoc da glicoproteina a uma concentragao 8 vezes
em excesso em relacgdo & percentagem extralda. Outra caracteristi
ca interessante desta glicoproteina & sua capacidade de induzir
captagao de Ca2+ por mitocondria de Drosofila, que & originalmen

te destituida de sistema transportador de Ca2+ { XRALL & HAPPEL,

19881} .

Recentemente, uma proteina hidrofdbica de baixo
peso molecular (3,000} que liga Ca2+ com alta afinidade (Kd 5.2 pM)
foi isolada de coracgao bovino ( JENG & SHAMOO, 1980 a,b). Esta
proteina, denominada calciforina, transporta Ca2+ atraves de uma
fase orgidnica em resposta a um gradiente de protons num processo
sensivel a vermelho de ruténio e lantanideos com propriedades
consistentes ds do sistema responsavel pelo transporte eletrofo-

- 2+ - . ,
retico de Ca atraves da membrana mitocondrial.
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- T 2+ . .
Parametros cineticos do transporte de Ca por mitocondria.

Os valores de Km, citados na literatura, para trans
porte de Ca2+ em mitocondria sao conflitantes uma. vez que variam
de 0,4 a aproximadamente 60 uM { BYGRAVE, 1977). A causa desta
ampla variagao & certamente uma fungao das diferentes composigoes
de meio de reacao, tipos de mitocondria e métodos utilizados para
determinar ¢ movimento de Ca2+u Variacao similar & observada pa-
ra os valores de Vmax. Neste caso os valores estac entre 300 e
1000 nmoles de Ca®' por mg de proteina mitocondrial por minuto.
Uma observagao recente, entretanto, demonstra que quandoo trang
porte de ca’t & energizado por respiracaoc, o fator limitante & a
velocidade de respiragdo e nao a saturagcao do sistema de trans-
porte ( BRAGADIN et alii, 1979). Assim, a velocidade maxima de
transporte de Ca2+ 2 de 1000 nmoles mg-1 min_l guando energizado
pelo potencial de difusao de K" induzido por valinomicina,contra
600 nmoles mg“ minml quando energizado por respiracao.

Outra propriedade cinética do transporte de Caz+é
a curva sigmoide obtida no grafico de velocidades iniciaisde cap
tacao de Ca2+ em funcdao de concentracoes de Ca2+ livre ( SPENCER
& BYGRAVE, 1973; HUTSON, 1977; NOACK & HEINEN, 1977). Coeficien-
tes de Hill proximos de 2 tem sido mais freglientemente encontra-
dos sugerindo a presenga de pelo menos dois sitios de ligacao de
Ca * por molécula de transportador. O caracter sigmoide aumenta
com a presenca de M92+,umjxubidm:dotfanSporte de CQH_(K1= 20 mM)
e gue estd presente no citoplasma em concentracoes aproximadas a
1 mM. Na auséncia de Mg2+, alguns tipos de mitocondria apresentam
curvas hiperbdlicas ( CROMPTON et alii,1976b; AFFOLTER & CARAFOLI,
1981).

- . , . o 2+ .
Tecnicas usuals de determinacac de transporte de Ca™ " em mitocon
drias.

- Y 2+
08 parametros cinetlcos de transporte de Ca em

mitocondria tem sido determinados por técnicas gue variam guanto

d especificidade e habilidade em indicar alteragoes rapidas na
~ 2+ . . .

concentragao de Ca” , e como mencionadeo antericrmente explicam

em parte a disparidade nos valores destes parametros citados na
literatura.
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Assim, o transporte de Ca2+ tem sido determinado
indiretamente em fungao de alteragoes que ocorrem durante o trans-
porte de Ca2+, taig como velocidade de consumo de 0, ( NOACK &
HEINEN, 1977) e ejecao de prétons ( VERCESI et alii, 1978), bem
como alteracoes redox de componentes da cadeia respiratdria, de-
tectadas por técnicas fluorimétricas ou espectrofotométricas
{ CHANCE, 1965).

Indicadores metalocromicos como murexida,arsenazo
IIT e apirazo tem sido amplamente utilizados ( CHANCE, 1965;MELA
& CHANCE, 1968; SCARPA, 1974; BRINLEY et alii,1978b). As altera-
¢oes espectrais induzidas nestes indicadores devido as alteragoes
na concentragao de Ca2+ iénico no meio de reag¢ao podem ser detec
tadas pelo uso de espectrofotdmetro de duplo feixe. Clorotetraci
clina tem sido também usada devido & sua propriedade de comple-
xar Ca2+ e M92+ e sofrer alteragaes fluorimétricas (CASWELL,X972;
SHUSTER & OLSON, 1974). A distingdo entre Ca’' e Mg’ pode ser
feita usando-se diferentes espectros de fluorescéncia.

Técnicas isotbpicas tem sido utilizadas com a van
tagem de permitir determinacdes de transporte em condigoes onde
as concentragoes de ca®’ no meio de reagao sac mantidas constan-—
tes com a ajuda de quelantes de Ca2+ como EGTA, NTA ou ATP (SPEN
CER & BYGRAVE, 1973; REED & BYGRAVE, 1974; HUTSOM, 1977).

Atualmente, tem-se utilizado mais amplamente ele-
trodos especificos de Ca2+ gue respondem satisfatoriamente a al-
teragoes de ca®t idnico. A caracteristica técnica indesejavel
destes eletrodos & a resposta nao linear a diferentes concentra-

¢oes de ca?*,

Fatores que afetam o conteldo de Ca2+ mitocondrial.

a - Potencial protdnico (A§H+)

A habilidade da mitocondria em tamponar a concen-
tracao de Ca2+ externo parece ser uma conseqiiéncia de seu siste-
ma de transporte responder ao Ca2+ externo de maneira inversa com
relagao aos componentes (ApH e AY) do potencial protdnico (AﬁH+)
NICHOLLS, 1978 demonstrou gue O Ca2+ extramitocondrial decresce
linearmente com o aumento do potencial de membrana (AY) até valo

res entre 100 e 130 mV. Nestas condigdes a concentragao extrami-
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tocondrial de Caz% permanece inalterada em torno de 0,8 a 0,3 pM
(dependendo do tipo de mitocondria) mesmo que o potencial atinja
valores de 180 mV.

Por outro lado, guando o potencial elétrico & man
tido constante, incrementos do térmo 60 ApH para valores acima
de 90 induzem efluxo de Ca2+ mitocondrial, com conseqliente aumen
to da concentracao de Ca2¢ extramitocondrial. Este efluxo deCa2+
em resposta aoc aumento do gradiente de H+ através da membrana in
dica efluxc eletroneutro de Ca2+ em troca por H+ externo | { NI-
CHOLLS, 1978).

Uma vez gue o Ca2+ mitocondrial, dentro de certos
limites, esta em equilibrio com o potencial de membrana ( NICHOLLIS,
1978), qualquer fator capaz de dissipar o potencial de membrana,
induz efluxo de Cajz+ mitocondrial. Assim, guando a captagao de
ca’t & energizada por respiracaoc, seu efluxo pode ser induzido
por inibidores do transporte de elétrons na cadeia respiratdria
(rotenona, amital, antimicina A, cianeto, etc.) pu por oligemici
na quando a fonte de energia € a hidrdlise de ATP. Outro grupo
de substdncias com propriedade de descarregar © Ca2+mitocondrial
sao os desacopladores de fosforilaglo oxidativa dado & proprieda
de comum destes em permeabilizar a membrana mitocondrial a H+
( CHAPPELL & HAARNOFF, 1967). Vale ainda lembrar a existéncia de
iondforos de Ca2+ entre os quais o mais utilizado & o ﬁzﬂ87{REml
& LARDY, 1972).

b - Fatores celulares

Entre os fatores celulares que afetam o transpox
te e a capacidade da mitocondria em reter o Ca2+ captado estao :
ions magnésio, Ions sddio, prdtons, fosfato, nucleotideos de ade
nina e o estado de oOxido~redidgdo dos nucleotideos de piridina.

fons magnésio - As interagles entre Mg2+ e o trans

2+ . . :
porte de Ca por mitocondria tem sido estudadas uma vez que no

citoplasma de cé@lulas intactas, a concentracao deste ion & maior

gque a de Ca2+.

. 2+ .
Enbora Mg nao seja normalmente transportado por

mitocondria, excegao feita & mitocondria cardiaca em  condicdes

especiais ( BRIERLEY et alii, 1963; CROMPTON et alii, 19764a) ,ele

inibe competitivamente o transporte de Ca2+ principalmente em mi
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tocondrias cardliacas ( SCARPA & AZZI, 1968; HUTSON et alii,l976).
Acredita-se que mesmo nao sendo transportado, o Mgz+ liga-se pas
sivamente ao transportador de Ca2+ inibindo seu transporte,

Com relagac ao conteudo de Mg2+ mitocondrial, mi-
tocondria isolada de uwa sérié¢ de tecidos contdm entre 20 e 40mmoles
Mg®" por mg de proteina ( THIERS et alii, 1960; KUN et alii,1969:
BOGUCKA & WOJTZAK, 1971; HOSER et alii, 1976). Mais de 90%doMg?
enddgeno esta distribuido entre espago intermembrana e matriz
mitocondrial. Cerca de 2 a 3 nmoles Mg2+/mg estao ligados 3 mem
brana mitocondrial interna ( BINET & VOLFIN, 1975), e parece es-
tar envolvido na manutengao da integridade estrutural da membra-
na, uma vez gue a remocao deste Mg2+ induzida = pelo ionéforo
A23187 ou EDTA, induz aumento inespecifico da permeabilidade da
membrana { BINET & VOLFIN, 1975; DUSZYNSKI & WOJTCZAK, 1877).

COELHO & VERCESI, 1980 demonstraram gque a capaci-
dade de mitocondria hepitica em captar e reter Caz+ na presenca
de fosfato & diretamente proporcional & concentragao de Mg2+ no
meio de incubagac até concentragao de 5,0 mM. Este efeito foi in
terpretado come secundario ac efeito estabilizante s0bre a mem—
brana exercido pelo Mg2+ exdbgeno ( SILIPRANDI et alii, 1977 ;
COELHO & VERCESI, 1979). Acredita-se gue as alteragdes na estru-~
tura da mitocondria (transicao configuracional, desacoplamento e
inchamento mitocondrial) induzidos pela captagaoc de Ca2+ na pre-
senca de fosfato sao secundarias ao aumento da permeabilidade da

o 2+
membrana como consegiléncia do deslocamento de Mg

ma. Como Mg2+ e Ca2+ competem pelos mesmos sitios de ligagao na

ligado & mes-

membrana, & possivel que o movimento ciclico de ca®tinduzido por
fosfato através da membrana induza liberaczo do Mg2+ estrutural
( SILIPRANDI et alii, 1979; COELHO & VERCESI, 1980).

O efeito estabilizante conferido pelo Mg2+ ligado
a4 membrana parece resultar da imobilizacido de fosfolipideos e
proteinas através da formacao de complexos ternarios entre érﬁm
pos anidnicos destas proteinas e moléculas de fosfolipideos (BI-

NET & VOLFIN, 1975).

Ions $ddio - Infmeras publicagdes tem demonstra-
do gque Na+ promove liberacdo eletroneutra de Ca2+ por uma via in
sensivel a vermelho de ruténio em mitocondria de tecidos excita-
vels ( CARAFOLI et alii, 1974; CROMPTON et alii, 1976 ¢ ;BYGRAVE,

1977; CROMPTON et alii, 1978b; AFFOLTER & CARAFOLI, 1980}. A pre-
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sencga de Na© em concentragoes superiores a 5 mM induz efluxo de
Ca2+ mitocondrial por um processo gque parece envolver a entrada
de dois Na' por ca®’ liberado ( AFFOLTER & CARAFOLI, 1980).

A ocorréncia deste processo em tecidos excitaveis
permite especular sdbre o possivel vinculo entre o influxo deNa+
durante o fendmeno de despolarizagao da membrana celular e o au-
mento de Ca’’ citosdlico. Varias publicagtes recentes sdbre trans
porte de Ca2+ em sinaptosomas intactos apoiam este tipo de corre
lagéo ( SCOTT et alii, 1980; AKERMAN & NICHOLLS, 1981 a,b).

Protons - Existem evidéncias de que alguns tipos
de mitocondrias possuem um sistema de transporte responsavel pe-
lo efluxo de um Ca2+ em troca por dois H+(NICHOLLS, 1978; FISKﬁM
& LEHNINGER, 1979}, Acredita-se que o Ca2+

cesso eletroforético pode ter sua distribuigac através da membra

que & captado por pro

na em mitocondria de tecidos nao excitaveis, regulada pelo com-
ponente ApH do potencial protdnico (AﬁH+) num processo gque envol
ve sua liberacao eletroneutra ( NICHOLLS, 1978). De fato, efluxo
de Ca2+ de mitocondria isolada pode ser observado qguando se in-
duz acidificagdo do meio de suspensao ( AKERMAN,1978b; TSOKOS et
alii, 1980). Outros experimentos com células intactas de diferen
tes tecidos demcnstraram aumento de Ca2+ citoplasméﬁico em res-—
posta & diminui¢do de pH (BAKER & HONEJAGER, 1978; LEE & ASHLEY,
1978; ROSE & RICK, 1978; FLAGG-NEWTON et alii, 1979).

Fosfato - Como descrito anteriormente, fosfato au
menta a capacidade de captacgao de Cazf+ por mitocondria dado sua
propriedade em acompanhar o fluxo de Ca2+ para © interior da mi-
tocondria e dissipar ¢ gradiente de pH através da membrana ( LEH
NINGER, 1974). Outra propriedade do fosfato & estimular o movi-
mento ciclico de Ca2+ associado com efluxo de Mgz+, nucleotideos
de adenina e alteragoes estruturais da mitocondria ( SILIPRANDI
et alii, 1977; COELHO & VERCESI, 1979; SILIPRANDI et alii,l979 ;
COELHO & VERCESI, 1980). Este efeito de fosfato & dependente da
composigao do meio de reagdo ( COELHO & VERCESI, 1980; ZOCCARATO
et alii, 1981).

COELHO & VERCESI, 1980 estudaram o efeito de fos-
fato sdbre efluxo de Ca2+ mitocondrial e observaram que as alte-
ragoes estruturais induzidas por ca’* na presenga de fosfato inor
ganico eram minimizadas quando vermelho de rutdnio era adiciona-

do durante o efluxo de Ca2+ para evitar a recaptagao e assim o
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movimento ciclico do cation. Outros trabalhos indicam a existé@n-
cia de uma via de eafluxo comum de Ca2+ e fosfato através da mem-
brana mitocondrial ( RUGOLO et alii, 1981;: WOLKOWICZ & McMILLIN
-WOO0D, 1981},

Nucleotideos de adenina - ATP e ADP, porém nao AMP

ou outros nucleotideos, quando acrescentados ao meio de incubagao
impedem efluxo de Ca2+ e de nucleotideos de adenina enddgenos
(ZOCCARATO et alii, 1981). Sabe-se também gue mitocondria libera
Ca * espontaneamente quando ADP e ATP enddgenos sao previamente
exauridos em troca por pirofosfato inorginico (SORDAHL &ASIMAKIS,
1978) ou fosfoenolpiruvato { CHUDAPONGSE & HAUGAARD, 1973:8UL: et
alii, 197e6).

O efeito dos nucleotideos exbgenos parece ser se-
cundario ao seu efeito na maﬁutengéo dos nucleotideos internos,
uma vez que apds liberacao destes, a mitocondria perde a cay?ciw
dade em responder & adigao de nucleotideos exdgenos (VERCESI ).

A habilidade dos nucleotideos de adenina (ADP eATP)
em aumentar o contetdo de Ca2+ mitocondrial parece estar relacio
nada com a propriedade destes em participar na formagac de precg'
pitados de Ca®' na matriz mitocondrial ( BEKER et alii, 1974 ) ,
Outros resultados demonstram também um importante papel de ADP na
manutengio da impermeabilidade da membrana mitocondrial { PANOV
et alii, 1980;HARRIS et alii, 1979 ).

Nucleotideos de piridina - Estudando a estequiome
tria entre captacgao de Ca2+, ejecao de B e congumo de 02 em mi
tocondria cardiaca,VERCESI et alii, 1978 observaram que o efluxo

de Ca2+ era estimulado neste tipo de mitocondria quando energiza
da por substratos respiratdrios dependentes de NAD. Estes resul-
tados estavam em contraste com observacdes anteriores de que mi-
tocondria cardiaca era capaz de reter altas concentracoes deChZ+
sem perda das fung¢oes quando energizada por succinato na presen=-
ca de rotenona ( VERCESI, 1977).

Do ponto de vista energético nao h3 diferenga en-
tre as duas condigoes experimentais ( VERCESI et alii, 1978), es
pera~se, porém, gque guando mitocondria oxida substratos dependen
tes de NAD(P) estas coenzimas naoc se encontram tao reduzidas co-
mo guando mitocondria oxida succinato na presenca de rotenona
que inibe a oxidagdo de NADH pela cadeia respiratdria ( COELHO &

VERCESI, 1980). E importante também lembrar uma observagio ante-

1 —
VERCESI, A.E. resultados nao publicados
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rior indicando que células intactas de tumor de Erlich captavam
mais Ca2+ do meio de incubagao guando energizadas por succinato
na presenc¢a de rotenona (LANDRY & LEHNINGER, 1976). Baseados nes
tes resultados LEHNINGER et alii,1978b testaram o efeito do esta
do de Oxido-redugao dos nuclectideos de piridina sobre o trans-
porte de Ca2+ em mitocondria isclada energizada por diferentes subg
tratos: succinato, ascorbato-TMPD ou ATP, sempre na presenga de
rotenona. Em cada condi¢ao experimental a razao NAD(P)H/NAD(P)+
era manipulada artificialmente por adig¢bes alternadas de oxidan-
tes (oxaloacetato ou acetoacetato)e redutores (B-hidroxibutirato,
isocitrato ou glutamato). Assim esses autores demonstraram que
© Caz+ acumulado, nao importando a fonte de energia, era retido
na matriz mitocondrial enguanto os nucleotideos de piridina eram
mantidos reduzidos sendo liberado apds oxidagao dos mesmos. Ci-
clos de captagac e liberagao sucessivas podiam ser assim induzi-
dos por oxidagdes e redugdes alternadas (LEHNINGER et alii,1978b).

Com base nestes resultados LEHNINGER et alii,1978
langaram a hipbtese de que algumas enzimas citoplasmiticas envol
vidas na produgao de substratos respiratdrios ( fosforilases de
glicogénio, lipases, glicerofosfato desidrogenase, etc.) teriam
suas atividades reguladas por Ca2+ liberado da matriz mitocon-
drial num mecanismo envolvendo o equilibrioexmrezaraz&)NAMLﬁNAD+
e o potencial de fosforilagao citoplasmatico EPT?] / [}DP] {?i].

A relagao entre o potencial de fosforilagao cito-
plasmatico que reflete o estado energético da célula e a razio
NADH/NAD' pode ser uma fungao do estado de equilibrio da reagdo

reversivel de fosforilagdo do sitio 1 da cadeia respiratdria(LEH
NINGER et alii, 1978b):

NADH+H+ + Pi + ADP + fumarato%mtiNAD+ + ATP + succinato + H20

Agsim, guando a razao EATP} / @unﬂ &dldiminui
no citoplasma, a oxiaagéo do NADH seria faveorecida resultando na
liberacao de ca®t e estimulagio das reacdes dependentes de Ca’' com
produgao de substratos respiratdrios. Por outro lado, quando a
razao [ATPl / [ADB]{?i] aumenta, a redugao 4o NAD' seria favo-
recida resultando na captacao de Caf+ e diminuigao da producgao

de substratos respiratdrios.
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Tem sido amplamente confirmado que o estado oxida
do dos nucleotideos de piridina mitocondriais esta associado
com o efluxo de Ca2+ mitocondrial a partir de mitocondria isola-
da ( DAWSON et alii, 1979; FISKUM & LEHNINGER, 1979; HUNTER &
HAWORTH, 1979;LOTSCHER et alii, 1979; PFEIFFER et alii, 1979;5AN
DRI et alii, 1979; ARSHAD & HOLDSWORTH, 1980;BEATRICE et alii,l19%80;
COELHO & VERCESI, 1980; DAWSON & FULTON,1980; LOTSCHER et alii,
1980; PANFILI et alii, 1980; NICHOLLS & BRAND,1980; PRPIC & BRY-
GRAVE, 1980; WOLKOWICZ & McMILLIN-WOQOD,1980; JUNG & BRIERLEY ,1981;
HOFSTETTER et alii,l981l; PALMER & PFEIFFER,1981; WOLKOWICZ & . Mc
MILLIN-WOOD, 1981;BARDSLEY & BRAND,1982), células intactas{ KRELL
et alii, 1979) e oOrgac perfundido (SIES et alii,198l).Apesar dis
so0 nao esta claro gual dos dois nucleotideos: NAD ou NADP & res-
ponsavel pela ativagao do efluxo de ca®*. outro aspecto que tem
sido objeto de controvérsia refere—-se 3 natureza do mecanismo.
Assim, Ca2+ pode ser liberado de mitocondria como resultado de
aumento inespecifico da permeabilidade com gueda do potencial de
membrana ou por mecanismo eletroneutro sem interferéncia do po=-
tencial de membrana e independente de alteragdoes irreversiveis da
membrana mitocondrial. Considera-se gque o primeiro processo nao
ocorre em condicgoes fisioldgicas "in situ" enguanto gue o segundo
apresenta caracteristicas e propriedades compativeis ao de um pro
cesso de regulacao nas condigdes fisioldgicas normais da célula.
Conclusoes apontando tanto uma como outra possibilidade tem sur-
gido na literatura. Agsim, DAWSON et alii,l1979 demonstraram que
o efluxo de Ca2+induzido por NAD(P)+ era sensivel aos anestési-
cos locais nupercaina e tetracaina mesmo apds liberacao parcial
do Ca“'mitocondrial e concluiram gue o processo era especifico e
nac resultava de uma agao geral sobre a estabilidade da membrana.
FISKUM & LEHNINGER, 1979 estudando liberacao de Ca2+ por mitocon
dria hepatica descreveram uma via de liberagZo de ca®t em troca
por HT gque seria estimulada pelo estado oxidado do NAD(P) mito-
condrial. LOTSCHER et alii, 1979 e LOTSCHER et alii, 1980 propu-
seram que a distribuigao entre ca?t citoplasmatico e  mitocon-
drial pode ser modulada pelo estado de Oxido-reducao de NAD(P)
num processo que envolve a redugao de hidroperOxidos pelo siste-
ma glutationa peroxidase/glutationa redutage usando NADPH como
redutor. Estes autores demonstraram que 0O processo envolve hidré

lise reversivel de NAD(P)+ por uma NADase sensivel a ATP. Como
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produto desta hidrolise identificaram nicotinamida no sobrenadan
te e ADP-ribose ligada a uma protelna de membrana que, segundo
interpretagac dos mesmos, estaria envolvida no mecanismo molecu-
lar do efluxo de Ca2+ mitocondrial. SANDRI et alii,l197%e PANFILI
et alii, 1980 demonstraram gue a glicoproteina isolada por SOT-
TOCASA et alii, 1972 possui quatro sitios de ligacao para NAD"
por molécula apresentando cooperatividade positiva. A afinidade
desta glicoproteina por Ca2+ diminul guando NAD+esté]igadD. Qutra
observagao interessante deste grupo & que a liberagao de ca?t in
duzida por NAD(P)+ @ inibida pelo anticorpo desenvolvido contfa
essa glicoproteina, indicando que a mesma estaria envolvida tan=~
to no processo de captagao como de liberacado de Ca2+.

Entre os trabalhos, que confirmam a correlagac en
tre o estado de oxido-redugao de NAD(P) mitocondrial e o efluxo
de Ca2+ desta organela, merece destaque o trabalho de SIES et
alii, 1981 demonstrando estimulacdo reversivel do efluxo de Ca2+
celular em figado perfundido durante oxidagdo seletiva de NADP
citoplasmiatico e mitocondrial dependente de metabolizagao de dro
gas (aminopirina, etilmorfina e hexobarbital) por citocromo p-450
a nivel de reticulo endoplasm@tico. Trabalhos de outros laboratd
rios { HUNTER & HAWORTH, 1979; BEATRICE et alii, 1980; NICHOLLS
& BRAND, 1980; WOLKOWICZ & McMILLIN-~-WOOD, 1980;PALMER & PFEIFFER
1981), todavia, ponderam que o estado oxidado dos nucleotideos
de piridina mitocondriais meramente sensibilizam a mitocondria
aos efeitos deletérios do Ca2+, causando desacoplamento e incha-
mento mitocondrial com gueda do potencial de membrana e o conse-

gliente efluxo de Ca2+

pelo inverso da via de captacao. De acordo
com esta interpretacao tal processo dificilmente poderia repiem
sentar um mecanismo fisiolbgico de regulacgido do ca®t 1ivre no ci
toplasma. VERCESI & LEHNINGER, 1982 demonstraram todavia, gue ape
sar da oxidacdo de NADP predispor a mitocondria ds alteragdes es
truturais induzidas por Ca2+, a liberacao do ion induzido por
NADP' ndo & necessariamente associada ao inchamento de grande am
plitude ou desacoplamento mitocondrial.

Os experimentos descritos nesta Tese indicam - que
o efluxo de ca®’ induzido por NADP' estd associade a alteragdes
conformacionais da mitocondria resultantes da oxidagao de grupa-
mentos -SH da membrana em equilibrio de Gxido-redugao com NADP.

O envolvimento da enzima transportadora de nucleotideos de adeni
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na bem como dos nucleotideos de adenina enddgenos no mecanismo &
discutido. Resultados preliminares deste trabalho foram objeto

de trés comunicagoes em congressos (VERCESI, 1979 a-b; VERCESI,
1981) .
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MATERIAIS £ METODOS

Mitocondria era isolada de figado de ratos pelo
método de SCHNEIDER & HOGEBOOM, 1950 apos jejum de 24 horas.O ho
mogenizado de filgado era preparado em sacarose 250 mM tamponada
com Hepes 2,0 mM contendo EGTA 0,5 mM. A fragao mitocondrial era
lavada trés vezes nesta solugao sendo que na Gltima vez o EGTA
era omitido. A suspensao mitocondrial estoque continha cerca de
100 mg de proteina por ml determinada pelo método de KIES & MUR-
PHY, 1960 e era usada dentro de 5 horas apds o término do isola-
mento. Os ensaios eram feitos em cdmaras de vidro termostatiza-
das ou cubetas de guartzo qdando a absorbincia ou fluorescéncia
eram determinadas. O consumo de oxigénio era determinado com ele
trodo de Clark (Yellow Springs Instrument Co.) conetado a oxigra
fo Gilson. As variagoes nas concentragoes de ca?" eram determina
das usando-se eletrodo especifico (Calcium Seletrode F2112, Ra-
diomiter) culjos sinais eram'amplificados através de um acessdrio
de alta impedancia (Sargent-Welch Scientific Co.), conetado a um
registrador Beckman de 10 polegadas. O eletrodo de Ca2+ era cali
brado pela adicac de solugao de ca®t ge concentragao  conhecida
a cada meio de reagao como mostrado na Figura 7. O estado de Oxi
do-redugac dos nucleotideos de piridina mitocondriais era deter~
minado fluorimetricamente excitando~se a suspensao mitocondrial
a 366 nm e medindo-se a emissao em 450 nm usando-se espectrofluo
rimetro Aminco Bowman. A variagdo turbidim@trica da suspensao mi
tocondrial era determinada medindo-se a absorbancia em 700 nm
usando-se espectrofotdmetro de duplo feixe Aminco DW-2. As va-
riagoes de pH no meio de reagdo eram determinadas usando-se ele-
trodo combinado de vidro. (Thomas 4090 L15) conetado ao registra-
dor Beckman através de pH-metro Beckman Expandomatic SS-2. Para
as determinacoes de Mg2+, aligquotas de 0,5 ml de suspensao mito-
condrial eram colhidas nos tempos indicados na figura e imediata
mente centrifugadas em centrifugas Eppendorf 3200. O sedimento
mitocondrial era resuspenso e o Mg2+ enddgeno era determinado em
espectrofotdmetro de absorgac atdmica Carl Zeiss, (modelo FMD-3)
no sobrenadante acido apds nova centrifugagao. O ADP mitocondrial

era determinado enzimaticamente como descrite por ASIMAKIS &
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APRILLE, 1980. A determinacgao de grupos -SH de proteinas da mem-
brana mitocondrial era feita como descrito polr HATASE et alii,
1977, num processo que envolve a titulagao dos grupamentos -SH
da membrana com DTNB seguida de precipitagao proteica com meta-
nol. Apds varias lavagens o sedimento proteico era tratado com
DTT que libera o TNB ligado covalentemente aos grupos ~SH das pro
teinas. O TNB liberado era determinado no sobrenadante limpido
pela medida de aborbincia em 412 nm.

»
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RESULTADOS

Caracteristicas da oxida¢io dos nucleotideos de piridina mitocon

driais por acetato e oxaloacetato.

Em nossos trabalhos anteriores o estado de Sxido-

ternadas de oxidantes ({oxaloacetato ou acetoacetato) e redutor
(B-hidroxibutirato) . Desde que estes substratos oxidam ou reduzem
diretamente NAD, as alteracOes no estado de &xido~redugdo de NADP

eram dependentes da reacao esquematizada abaixo:

+ -
NADPH + NAD &em===2 NADP <+ NADH (1)

Esta reagao e catalizada pela enzima transidrogenase de nucleotl
deos de piridina (EC 1.6.1.1}), designada resumidamente por NAD(P) -
~-transidrogenase. Existem evidéncias de que esta enzima estd lo-
calizada na membrana mitocondrial interna e funciona como uma
bomba de pfétons (RYDSTRON, 1977). Inlmeros trabalhos com parti-
culas sub-mitocondriais ou com o sistema reconstituido em membra
nas artificiais demonstram que a constante de equilibrio desta
reagac & deslocada para a esquerda de um valor unitdrio para um
valor em torno de 500 pela simples energizagao da vesicula ( pre
senca de gradiente de H+) {RYDSTRON, 1977). Estes resultados ex-
plicam as observagOes anteriores feitas por KLINGENBERG & SLENCZKA,
1959 de gue em mitocondria intacta energizada o NADP era mantido
significativamente mais reduzide do que NAD as expensas de NAD(P) -
-transidrogenase. Esta diferencga desaparecia quando a mitocondria
era desenergizada pela adicac do protondforo FCCP.

A figura 1 mostra as caracteristicas e extensoes
da oxidagao do NAD(P) mitocondrial por acetoacetato ou oxalcoace~
tato em fungao do estado energético da mitocondria hepdtica in-
tacta. Neste experimento o estado de dxido-redugao de NAD(P) era
determinado pela emissao de fluorescéncia a 430 nm quando © sis-—
tema era excitado a 366 nm (ONTKO et alii, 1975).

2 linha s&lida mostra a manutengao do estado pre-
dominantemente reduzido dos nucleotideos de piridina em mitocon-
dria energizada por succinato na auséncia de oxidante. ¢ A linha

tracejada mostra uma rapida oxidagao parcial induzida pela adi-
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FIGURA 1 - Efeito do estado energético mitocondrial sobre a oxi-
dagao dos nucleotideos de piridinapor acetoacetato ou
oxaloacetato. Mitocondria (4,0 mg de pfoteina)era adi
cionada ao neio {volume f£inal 2,0 ml, 3OOC) contendo:
sacarose 125 mM, KCl 60 mM, acetato 20 mM, tampdo He-
pes 3,0 mM, pH 7,0, EGTA 0,5 mM, ATP 2,0 mM,ADP 1,0md,
Mq2+ 4,0 mM, fosfato 2,0 mM, rotenona 4,0 uM e suc
cinato 1,0 mM. Acetoacetato 0,5 mM ou oxaloacetato
0,5 mM, antimicina A 0,1l nmol/mg ou FCCP 0,4 pMguan—
do presentes, eram adicionados nos pontos indicados.
Na linha pontilhada, succinato era omitido inicialmen

te e entao adicionado no ponto indicado.
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gac de oxaloacetato ou acetocacetato. Um novo decréscino rapido
da fluorescéncia ocorria apds desenergizagao mitocondrial pela
adicao de FCCP ou antimicina A, desacoplador e inibidor de respi
ragao, regpectivamente, A linha pontilhada mostra a extensao da
oxidagao induzida pelos oxidantes quando o substrato respiratd-
rio era omitido (mitocondria desenergizada). Nestas condigdes o
decréscimo de fluorescéneia a 450 nm era comparavel ao observado
na linha tracejada apds adigao de FCCP ou antimicina A. A poste-
rior energizacgdo mitocondrial por succinato promovia retorno da
fluorescéncia aos niveis gue precediam a adigac de FCCP ou anti-
micina A.

Estes achados demonstram claramente gue a exten-
sdo da oxidagdo dos nucleotideos de piridina mitocondriails indu-
zida por acetoacetato ou oxaloacetato & aproximadamente 50% em
mitocondria energizada gquando comparada com mitocondria nao ener

gizada nas mesmas condigoes.

Oxidacao dos nucleotideos de piridina mitocondrials pela combina

¢cao acetoacetato-hidroperdxido butirico.

Em adicdo & oxidagao pelos substratos acetoaceta-
to e oxaloacetato os nucleotideos de piridina podem ser oxida-
dos através do sistema glutationa redutase/glutationa peroxidase
mitocondrial gue utilizam poder redutor proveniente de NADPH pa
ra reduzir hidroperdxidos formados durante o metabolismo mitocon
drial (LOTSCHER et alii, 1979}.

0 esquema abaixo indica como a combinagao entre
acetoacetato e hidroperdxidos poderia induzir uma mais conmnpleta
oxidacao dos nucleotideos de piridina por utilizarem equivalen-

tes de redugao provenlentes de NADH e NADPH simultaneamente.

AcAc BOH
z>% mmmmmmm (desidrogenase acetoacética)
NADH NAD"
;>‘ PG (NAD(P) ~transidrogenase)
NADP NADPH
;>> <<z ——————— {glutationa redutase)
2 GSH GSSP
z>. mmmmmmm (glutationa peroxidase)
ROOH ROH
ou ou
H.O H,0



25

=L
ég&ﬂ e s o s
C)f\ //’ T T e e
Ly /
2 A /
AN v/ b1 =
g S min

FIGURA 2 - Oxidagao dos nucleotideos de piridina mitocondriais
pela combinagdo acetoacetato-hidroperdxido butirico.
As condicles experimentais eram idénticas as da Figus
ra 1 com a diferenga que os oxidantes ( acetoacetato
e/ou hidroperoxido butirico) eram adicionados ac meio
antes da inclusao de mitocondria. Succinato 1,0mM era
adicionado no ponto indicado. A linha sdlida  indica
auséncia de oxidantes e presenga de B-hidroxibutirato
5,0 mM para uma maior redugdo de NAD(P).As linhas tra
cejada e pontilhada indicam a presenca de acetoaceta-

to 0,5 mM ou acetoacetato 0,5 mM mais  hidroperdxido
butirico 0,35 mM, respectivamente.
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A linha s6lida da figura 2 mostra um exXperimento
onde a preparagao mitocondrial era incubada na auséncia de oxi=-
dantes de NAD(P). As linhas tracejadas e pontilhadas mostram ex-
perimentos em que a mitocondria era incubada na presenca de ace-
toacetato ou acetoacetato + hidroperoxidos, respectivamente. Na
presenga de hidroperdxidos a oxidagao dos nucleotideos de piridi
na era mais completa e se mantinha praticamente inalterada apds
energizagao mitocondrial. Como observado na figura 1, a adigao
de succinato causava redugéo parcial de NAD(P)Jr quando acetoace-
tato era usado como unico oxidante (linha tracejada).

Partindo da premissa gue a enzima NAD(P)- transi-
drogenase funciona como uma bomba de prdtons e considerando os
resultados de KLINGENBERG & SLENCZKA, 1959 de que em mitocondria
energizada o NADP era mantido em estado mais reduzido gue NAD,o0s
resultados das figuras 1 e 2 indicam que a redugao observada apds
energizagao mitocondrial refere-se a NADP e deve-se ao desloca-

mento do equilibrio da reagao (1) para a esquerda.

~ 2+ , . ; .
Captacao de Ca por mitocondria intacta em resposta ac gradien-

te de H' gerado pela reacao catalizada pela NAD(Prtransidrogenase.

Apesar do grande nimero de trabalhos que caracte-
rizam a enzima NAD(P)-transidrogenase como uma bomba de protons
em particulas submitocondriais invertidas e sistemas reconstitul
dos, revisto por RYDSTRON, 1977, uma tnica publicaqéo de MCYLE &
MITCHELL, 1973 trds algum apoio experimental a esse respeito em
mitocondria intacta. Segundo estes autores, em mitocondria hepa-
tica, © isocitrato & oxidado especificamente via NADP o que pos?
sibilita o uso deste substrato como redutor e de oxaloacetato co

mo oxidante da reacac esquematizada abaixo:

ISOCITRATO <¢ —» NADD B> NADH @

> OXALOACETATO

o~CETOGLUTARATO¢ T 4

PNADPH NAD > MALATO

L

+ CO, PRANS T DROGENASE
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FIGURA 3 - Captacgao de Ca2+ por mitocondria energizada pela rea-
géo catalizada pela enzima NAD(P)-transidrogenase. Mi
tocondria hepatica (10 mg de proteina)era pré:incuba“
da durante 5 minuteos em meio (2,5 ml, 3000) contendo:
sacarose 125 mM; KCl 60 mM; tampao Hepes 5,0 mM; pH
7,0; fosfato 0,5 mM; rotenona 4,0 uM; antimicina A
0,1l nmol/mg; coligomicina 1,0 ug/mg e isocitrato 1,0mM.
Oxaloacetato 0,25 mM ou FCCP 0,1 uM eram adicionados
nos pontos indicados, Rheina 40 uM ou vermelho de ru-
ténio 1,0 pM quando presentes eram adicionados 1 minu
to antes da adigao de oxaloacetado. A linha tracejada
indica liberagao de Ca2+ induzido por FCCP. A defle-
xdo do eletrodo de Ca’t quando da adigaoc de mitocon-
dria indica captagao do ion num periodo que precedia
a fase de desenergizacdo induzida pelos inibidores me
tabdlicos. O eletrodo indica as concentragoes de ca’t

extramitocondriais.
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Com o objetivo de interpretar com maior seguranga os resultados

das figuras 1 e 2 testamos a viabilidade das reagoes do esquema

. . . +
acima funciconar cowo um gerador de gradiente de H em nossas con—

digoes experimentais.

Assim, mitocondria era incubada na presencga dos

inibidores metabdlicos: rotenona, antimicina A e oligomicina pa-

; b . ~ + -
ra uma completa desenergizacac e liberacaoc de Ca2 endogeno. Iso-

citrato estava também presente como substrato dependente de NADP.

Apds liberagdo da maior parte do ca®t

enddgenc, como indicado pe

lo eletrodo especifico, a adigao de oxaloacetato induziu recapta

cao do Ca

2+

liberado a uma velocidade inicial de aproximadamente

5 nmoles Ca2+ por minuto por mg de proteina mitocondrial. A natu

reza da captagao de Ca2+, secunddria ao gradiente de prdtons ge-

rado pela reagao catalizada pela NAD(P)-transidrogenase, foi com

provada por tr@s procedimentos diferentes: 1) a adi¢ao do proto-
noforo FCCP induziu liberagdo do ca?t

captagao eletroforética de Ca
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acumulado; ii) inibigdo da

pela presenca de vermelho de ru-

ténio e; iii) inibigao da captag¢ido de Ca2+ por rheina, conhecido

inibidor da NAD(P)-transidrogenase

(MOYLE & MITCHELL, 1973).

Correlacao entre o estado de dxido-reducao dos nucleotideos de

piridina e a capacidade de tamponamento de Ca2+ externo por mito

condria.

a. Mitocondria energizada por ascorbato-TMPD

drial
nona,
pleta

parte

No experimento da figura 4 a preparagdo mitocon-

era incubada na presenca de inibidores metabdlicos ( rote-

antimicina A e oligomicina) durante 5 minutos para uma com

desenergizacao e liberagzo do Ca2+

superior da figura, esta fase de

era acompanhada de oxidagao exponténea

dina conforme indicado pela diminuicao

enddgeno. Como mostra a
pré-incubagaoc mitocondrial
dos nucleotidecos de piri-

da fluorescencia a 450 nm.

Esta oxidagao expontdnea era completamente revertida pela adigao

de isocitrato

{linha 1) ou incrementada a diferentes niveis pela

adigao de diferentes concentragdes de acetoacetato(linhas 3 a 7).

A linha 2 mostra a fluorescéncia de NAD(P)H na ausencia de oxi-

dantes ou redutores exdgenos.
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FIGURA 4 - Transporte de Ca2+ por mitocondria sob diferentes -

"steady states“de 6xido~redu@§o de NAD(P).Mitocondria
hepatica (4,0 mg de proteina)era pré-incubada durante
5 minutos para uma completa desenergizacgao e libera-
cao do ca’t enddgenc em meio (2,0 ml, 35°C) contendo
sacarose 125 mM; KCl 60 mM; acetato 20 mM; tampao He-
pes 3,0 mM, pH 7,0; rotencona 4,0 uM; antimicina A
0,1 nmol/mg;: oligomicina 1,0 pg/mg; ADP 0,1 md; Mg2+
1,0 mM e ascorbato 1,5 mM. Isocitrato (0,5 mM) ou ace
toacetato ( 0,06; 0,125; 0,250; 0,50 e 1,0 mM) eram
adicionados onde indicado, respectivamente nas linhas
1l ede 3 a 7. A linha 2 representa um experimento na
auséncia de oxidantes ou redutores exdgenos. TMPD

( 15 yM ) era adicionado no ponto indicado.
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A posterior energizagao mitocondrial pela adigao
de TMPD induzia recaptacgao de ca?t e redugao parcial dos nucleo-
tideos de piridina. B possivel observar-se, porém, o estabeleci-
mento de diferentes niveis de oxidagao destes nucleotideos em
fungao da presenga de isocitrato ou das diferentes concentragoes
de acetoacetato. Nas condigbes das linhas de 1 a 3 onde os nucleo
tideos de piridina eram mantidos no estado predominantemente re-
duzido, todo Ca2+ presente no meio de incubagao era captado e re
tido pela mitocondria até que o sistema atingisse anaerobicse. A
partir deste momento uma rapida liberacgao do ca®’ acumulado ocox
ria como conseguéncia da queda do potencial de membrana. Nas li-
nhas subsequentes (4-7) & possivel se observar a correlagdo en-
tre os estados mais oxidados dos nucleotidecs de piridina e o esg
timulo do efluxo de Ca2+ mitocondrial. Apesar das velocidades
iniciais de captacao de Ca2+ serem idénticas em todas as situa-
¢oes elas decresciam progressivamente em relagdo ao tempc e  ao
estado mais oxidado dosg nucleotideos de piridina até que as velo
cidades de liberagao sobrepujavam as velocidades de captacgdo e as

~ 24
concentragoes de Ca externo voltavam a aumentar.

b. Mitocondria energizada por succinato

Experimentos anteriores indicam gue o efluxo de
ca“t estaria relacionado especificamente com o estado oxidado de
NADP e nao de NAD (PRPIC & BYGRAVE, 1980). Assim, o experimento
da figura 5 foi planejado no sentido de se elucidar gual dos nu-
cleotideos de piridina estd diretamente relacionado com o efluxo
de Ca2+ mitocondrial.

Neste experimento mitocondria era adicionada ao
melo de reagao na auséncia de oxidante (linha pontilhada), na
presenga de acetoacetato (linha tracejada) ou na presenca de ace
toacetato mais hidroperdxido butirico (linha s6lida). Apds 5 mi-
nutos de pré-incubagao, mitocondria era energizada pela adicao
de succinato. No experimento controle (linha pontilhada)o NAD(P)
mitocondrial era mantido no estado predominantemente reduzido as
expensas de substratos enddgenos (COELHO & VERCESI, 1980) e todo
Ca2+ contaminante do meio era captado e retido. A adigac de mais
ca®t era segquida de captagao do mesmo com volta aos niveis exter

nos anteriores. Na presenca de acetoacetato (linha tracejada} ’
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FIGURA 5 - Correlagac entre a capacidade de tamponamento de Ca2+

por mitocondria e o estado de Oxido-reducao de NADP

As condigoes eram as mesmas da Figura 2 exceto gue
apenas 2,2 mg de protelina mitocondrial era usada,EGTA
era omitido e o0 movimento de Ca2+ era acompanhadd. No
ponto indicado 40 nmoles de Ca2+ eram adicionadoes,Li-
nha pontilhada - auséncia de oxidantes; linha traceja
da - presenga de acetoacetato e linha sdlida -~ presen

ca de acetoacetato + hidroperdxido butirico.
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ocorria uma importante oxidacao de NAD(P) que era parcialmente
revertida pela adigao de succinato como também observado nas fi-
guras 1 e 2. O fluxo de ca?t observado nestas condigoes era idén
tice ao do experimento controle. Uma liberacao mais rapida do
Ca endbgeno era observada quando os nucleotideos de piridina
eram mais completamente oxidados pela combinagdo de acetoacetato
e hidroperdxidos. Nestas condigles o estado de oxidagdo dos refe
ridos nucleotideos permaneciam praticamente inalterados apds a
adigac de succinato, e a mitocondria n3o apresentava capacidade
de reduzir a concentragao de Ca£+ externo aos niveis observados
nas condigoes das linhas pontilhadas e tracejadas. Esta diferen-

. . Pd ' o~ 2 +
¢a se tornava mais pronunciada apds nova adigao de Ca“’.

Perda de ADP e M92+ enddgenos associados com efluxo de Ca2+ indu

zido por NADP .

Varios trabalhos indicam gque os nucleotideos de’
adenina e Mg2+ endbgenos estdo envolvidos no mecanismo de reten—
géo de Ca2+ no interior da matriz mitocondrial (QUT et alii,l971;
SUL et alii, 1976; PENG et alii; 1977; SORDAHIL & ASIMAKIS, 1978;
AL-SHAIKHALY & BAUM, 1979). Nao estd claro, porém, se estas subg
tancias agem por estabhilizar o precipitado de fosfato de Ca2+ na
matriz mitocondrial (BECKER et alii, 1974) ou por afetar o eflu-
x0 do cation ao nivel da membrana (HARRIS et alii, 1979). Desde
gue o efluxo de Ca2+ induzido por uma série de fatores esta asso
ciado ao efluxo de nucleotideos de adenina e Mg2+ (AL~ SHATKHALY
& BAUM, 1979; Z0OCCARATO et alii, 1981) determinamos as concentra-
coes de ADP e Mgz+ enddgenos em mitocondria cujo efluxo de Ca2+
era estimulado por acetoacetato. No ex@erimento da figura 6, a
mitocondria nao energizada contendo 7 nmoles Ca2+ por myg era pre
-incubada durante 5 minutos antes da adicao de TMPD. Durante es-
te periodo cerca de 4 nmoles Ca2+ por mg de proteina era libera-
do. Nestas condigoes os contelidos de ADP e Mgz+ endbgenos - eram
mantidos inalterados. Quando a energizagao mitocondrial era pre-
cedida pela adigéo de isocitrato, que mantinha do NAD(P) mitocon
drial completamente reduzido, todo Ca2+ previamente liberado mais
o} Ca2+ contaminante era captado e retido na matriz mitocondrial
durante o periodo analisado (linha tracejada). Nestas condicdes

tamb&m nao houve perda de ADP e M92+. Quando a energizacao mito-
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Perda de ADP e Mg2+ enddgenos associados com o efluxo
. ‘
de Ca2 induzido por NADP+. 3,87 mg de

proteina por ml era preincubada durante 4 minutos

Mitocondria (
em
estado nao energizado em meio contendo sacarose 125nmM;
RCL 60 mM; acetato 20 mM; Hepes 3,0 mM, pH 7,0; rote-
nona 5,0 uM;: DAPP 25 uM H
Mg2+ 1,1 mM e ascorbato 1,0 mM. Acetoacetato 0,5 mM
(linha sdlida) ou isocitrato 0,5 mM (linha traceijada)

eram adicionados no ponto indicado. Em seguida a mito

antimicina A 0,1 nmol/mg,

condria era energizada por TMPD 10 uM. A linha ponti-
lhada indica alteragao nos eventos estudados apds adi
3,0 mM

gquando acetoacetato estava presente no meio de incuba

gao de isocitrato 0,5 mM e B-hidroxibutirato

cao.
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condrial era precedida pela adicao de acetoacetato e oxidagao de
NAD(P), a captagao do Ca2+ externo era incompleta, isto &, a mito
condria era incapaz de fazer decrescer a concentragao de Ca2+ex“
terno aos niveis observados na auséncia de acetoacetato ( linha
solida). Nestas condigoes uma liberacao parcial de ADP e Mg2+era
observada. A reducgdo parcial des nucleotideos de piridina obser-
vada apbs adigao de TMDP estd de acordo com o observado nos expe
rimentos anteriores. A postericr reducao adicional de NAD(P)apds
adicao de B~hidroxibutirato mais isocitratc induzia recaptacgdo
de parte do Ca2+ externo e inibicdo da liberagdo de ADP e Mq2+n
As concentragoes de Ca2+ expressas.na figura 6 re

presentam o ca®’ mitocondrial total determinado por absorgao atd
2+

[

mica nas mesmas amostras colhidas para determinacgao de Mg

Inibicao do efluxo de ca®t por "Bongkrekato®.

KLINGENBERG et alii, 1971 observaram que o trans-
portador de nucleotideos de adenina mitocondrial cataliza também
a liberacao nao compensada de ADP e ATP com velocidade 100 vezes
inferior & do transporte compensado (troca ADP-ATP). Estes auto-
res demonstraram ainda que a liberagdo nao compensada destes nu-
cleotideos & inibida por "bongkrekato" e ligeiramente estimulada
por atractilato, ambos inibidores do transporte compensado.

0 experimento da figura 7 mostra o efeito destes
inibidores do transportador de nucleotideos de adenina sobre a
liberagao de ca’t e oxidagao de nucleotideos de piridina induzi-
dos por acetocacetato.

| As linhas sOlidas mostram as velocidades de eflu-~
xo de Ca®’ insensivel a vermelho de rutdnio na presenca e ausén-—
cia de acetoacetato quando aguesleg inibidores eram omitidos. A
liberacao de Ca2$ ocorria a uma velocidade 7 vezes mais ‘xépida
na presenga de acetoacetato. Esta liberagac era complétamente
inibida por "bongkrekato" (linha'tracejada) e praticamente ihal-
terada por carboxiatractilato ({(linha pontilhada). Nao houve alte
ragcdo significativa da oxidagdo dos nucleotideos de piridina por

estes inibidores.
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FIGURA 7 = Inibigao do efluxo de Ca2+ por "bongkrekato". Mitocon

dria (4,0 mg de proteina) era preincubada para libera
cao do Caz* enddgeno em meic (2,0 ml, 350C) contendo
sacarcgse 125 mM; KC1 60 mM, acetato 20 mM; Hepes 3,0 oM;
pH 7,0 fosfato 1,0 mM; rotenona 4,0 uM; antimicina A
0,1 nmol/mg; Mg>" 0,5 mM; ADP 0,1 mM: oligomicina
1,0 ng/mg e ascorbato 1,0 mM. Isocitrato 0,5 mM +f-hi
droxibutirato 3,0 mM; TMPD 12 uM;:; acetoacetato 0,5 nmM
e vermelho de ruténio 0,7 pM eram adicionados nos pon
tog indicados. "Bongkrekato" 7,0 uM e carboxiatracti-
lato guando presentes eram adicionados antes da adi-

gac mitocondrial.
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Inibig¢ao do transporte de nucleotlideos de adenina por Sr2+

Trabalhos anteriores deste laboratdrio demonstra-
ram gque Sr2+ acumulado na matriz mitocondrial, a exemplo do que
ocorre com "bongkrekato" era capaz de inibir a liberacao de Ca2+
induzida por fosfato ou NADP' (VERCESI, 1979; COELHO & VERCESI,
1980) . Estes resultados nos levaram a investigar um possivel
efeito de Sr2+ sobre o transporte de nucleotideos de adenina co-

mo uma possivel explicacdo para seu mecanismo de inibigao. socbre

0 efluxo de Ca2+,

O experimento da figura 8 mostra que a adigido de
Sr2+ (200 nmoles/mg) & preparagao de mitocondria energizada por
succinato na presenga de fosfato (3mM) causava uma estimulagéo
transitoria da resplxavao e acmdlflcagao do meio externo.Bm con—
sequéncia da captacgidc de 400 nmoles Sr /mg a preparagao mltocon
drial se mostrava totalmente incapaz de fosforilar o ADP adicio-
nado. Esta inibigao era caracterizada pela auséncia de estimula-
gao da respiragao e alcalinizacio do meio externo que acompanha
0 processo de fosforilagao oxidativa (MITCHELL, 1966). A subse-
quente captagao de Sr2+ adicionado, com as mesmas caracteristi-
cas observadas anteriormente indicam aus@ncia de inibigao d txans
porte de elétrons ou desacoplamento mitocondrial pelo Sr2+ acumu
lado. Assim, a auséncia de fosforilacgdo de ADP poderia ser  ex-
plicada pela inibigao do transporte de nucleotideos ao interior
da mitocondria ou por inibicao direta da ATP-sintetase.

A titulagao da fosforilagdo oxidativa por carbo-
xiatractilato mostrada na figura 9, indicava que o transporte
de ADP pelo transportador especifico era a etapa limitante da fos
forilagao oxidativa quando esta era previamente inibida em 50%
pelo Sr2+ acumulado.

Usando as condicOes experimentais da figura 8 ob-
servamos que 50% de inibigao da fosforilag8o de ADP ocorria quan
do a mitocondria acumulava cerca de 100 nmoles Sr2+/mg. A figura
9 mostra o grafico de velocidade de fosforilagao oxidativa, medi
da indiretamente pela determinacac da velocidade da captagao de
H+, em fungao da concentragao de carboxiatractilato no meio, A
curva A, mostra as velocidades de fosforilagao para cada concen-
tragao de carboxiatractilato na auséncia de Sr2+ e a curva B,

2+ -
guando mitocondria havia acumulado 100 nmoles Sr~ /mg. Na ausen-
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FIGURA 8 - Inibigao da fosforilagao oxidativa por Sr2+ Mitocon-

dria ( 2,5 mg de proteina ) era adicionada em  melo
{ 2,5 ml, 30°C) contendo KC1 130 mM; Hepes 3,0 mM,pH7,1;

fosfato 3,0 mM; rotenona 5,0 uM e succinateo 1,0 mM

Adi¢coOes de 200 nmoles de sr.*Te 500 nmoles de ADP eram

efetuadas nos pontos indicados. O eletrodo de pH era
calibrado pela titulacdo do meio de reagao com HC1 pa

drao apds o término do experimento.
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FIGURA 9 - Titulacao da fosforilagac oxidativa por carboxiatrac-
tilate (C.A.T.). As condicoes experimentais eram idén
ticas as da figura 3, exceto gue diferentes concentra
coes de carboxiatractilato estavam presentes antes da
adigao de mitocondria. A curva B representa as veloci
dades de fosforilacao guando as adigoes de 500 nmoles
de ADP eram precedidas pela-.captagao de 100 nmoles de
Sr2+ por mg de proteina mitocondrial. Em A o Sr2+ era

omitido.
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cia de carboxiatractilato a velocidade de influxo de I—I+ no expe-
rimento controle (curva A) era cerca de 160 nmoles H+/min/mg con
tra 80 nmoles H+/min/mq depois gue mitocondria havia acumulado
100 nmoles Sr2+/mg {curva B).

A figura 9 mostra ainda gue a concentragado de caxr
boxiatractilato (0.06 nmol/mg) responsavel pela inibicdo de cer
ca de 5-10% no transporte de ADP em A era responsavel por um in-
cremento similar na inibigdo induzida por Srz+ em B. O increment
to na inibigao da fosforilagdo em B era devido a titulagao de uma
pequena fragao do transportador por carboxiatractilato e indica
que o transporte de ADP ao interiocr da mitocondria j& era a etépa

limitante guando a velocidade de fosforilacde oxidativa estava
inibida por Sr2+“ A curva sigmbdide observada neste experimento e
a concentragao de carboxiatractilato necessaria para uma inibi-
gao de 100% da fosforilagfo estifo de acordo com os valores  en-

contrados na literatura (LEMASTERS & SOWERS, 1979).

Diminuicao do titulo de grupos -SH ligados a protéeinas de membra
na mitccondrial por oxaloacetato.

Tnumeros trabalhos tem responsabilizado o estado
de Oxido-redugdo de grupos ~SH de membrana pela regulacio do
transporte de ions através das mesmas (MEURY et alii, 1980; JUNG
& BRIERLEY, 1981; LEHNINGER et alii, 1981; RUGOLO et alii,1981).
Assim, RUGOLO et alii, 1981 observaram que o efluxo de Ca2+ mito
condrial induzido por fosfato era estimulado por diamida e ini-
bido por dithicexrythritol, oxidante e redutor de grupos -SH, resg
pectivamente. Um trabalho anterior do mesmo grupo ( ZOCCARATO et
alii, 1981) demonstrou gue a liberacdo de ca®’ mitocondrial indu
zida por diamida apresenta caracteristicas semelhantes as obser-
vadas nos experimentos deste trabalho (perda de Mg2+ e nucleoti-
deos de adenina internos e inibicdao por "bongkrekato"),

Com base nos resultados mencionados acima Jjulga-
mos relevante estudar a possivel correlacao entre o efluxe de
Ca2+ dependente de NADP+ @ 0 estado redox de grupos —SH de mem-

brana mitocondrial.
. -
A tabela 1 mostra o titulo de -SH ligado a protel
nas de membrana mitocondrial na presenca e auséncia de cxaloace-

tato em trés condicoes experimentails diferentes: a) auséncia de




TABELA I

Efeito de oxaloacetato sobre o titulo de grupamentos
—-SH ligados a proteina de membrana mitocondrial. Mi-
tocondria (7,0 mg de proteina) era adicionadaem meio
(3,0 ml, BOOC) contendo sacarose 250 M tamponado
com Hepes 3,0 mM pH 7,0; rotenona 4,0 uM, antimicina
A 0,1 mmol/mg; oligomicina 1,0 ng/mg na presenca de
oxaloacetato 0,5 mi. Fosfato e Mg2+ quando presentes

estavam em concentragoes igual a 1,0 mM.

N MOL ~SH MG -

CONDICO®RS

CONTROLE O AA

+P1 54,63 + 0,67 | 43,19 * 1,76
. 2+
~Pi , -Mg 56,85 + 1,34 | 43,68 t 0,67
2+ - -
Mg 61,39 + 0,67 | 54,56 * 1,09

40
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2-{—. A

. . 24 - ,
presenga de fosfato, estimulante do efluxo de Ca”™ , diminui em

fosfato e Mg2+; b) presenga de fosfato e c¢) presenca de Mg

cerca de 4% o titulo de =SH enquanto que Mg2+y inibidor do eflu-
xo de Ca2+, determina aumento de cerca de 9%. Nas trés condicoes
estudadas houve diminuig¢ao do titulo de ~SH na presenca de oxa-
loacetato. Na auséncia de Mgz+ a diminulgao do titulo de -SH era
da ordem de 20% tanto na presenga como na auséncia de fosfato,en

gquanto gue na presenga de Mg2+ o decréscimo era da ordem de 9%.

Alteracodes da conformacac mitocondrial induzidas por oxaloaceta-

to e diamida,

HATASE et alii, 1977 observaram gue a diminuigao
do titulo de grupos ~SH ligados a proteina de membrana estd cor-
relacionada com a nmudanga da conformacac mitocondrial para um eg
tado menos condensado, Outros trabalhos relacionam esta altera-
¢ao conformacional com uma maior permeabilidade da membrana mito
condrial a Ca2+ e a outros lons (HUNTER et alii, 1976; HUNTER &
HAWORTH, 1979 a,b: HAWORTH & HUNTER, 1979). Estas alteragaes con
formacionais da mitocondria podem ser determinadas em fungao de
mudancgas turbidimétricas das misturas de reag&o (SCHERER & KLIN-
GENBERGER, 1974). A cohtragéo mitocondrial aumenta a absorbancia
engquanto gque o aumento de volume mitocondrial decresce a absor-
bancia da suspensao.

As figuras 10 e 11 mostram que suspensoes de mito
condria controle desenergizadas nao apresentavam alteragoes de
absorbd@ncia durante o tempo analizado enguanto que diminuigoOes
significativas da absorbancia eram induzidas tanto por oxaloace-
tato como por diamida. No caso de diamida {figura 1l)um pegueno
aumento transitdrio de absorbi3ncia era observado inicialmente.Em
ambos o0s casos a diminuic¢ao de absorbincia era inibida por
"bongkrekato" e ligeiramente estimulada por carboxiatractilato.
ADP exdgeno que também inibe a liberagidc de Ca2+induzida por oxa
loacetato e diamida inibia parcialmente a diminuigéo de absorban

cia induzida por oxaloacetato e diamida.
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FIGURA 10 - Variagao turbidim@trica da suspensio mitocondrial in
duzida por oxidagao de NAD({P). Mitocondria(5,0 mg de
proteina) era adicionada em meio (2,5 ml 30°C) con-
tendo sacarose 250 mM; Hepes 3,0 mM, pH 7,1; fosfato
1,0 mM; EGTA 0,4 mM, rotenona 4,0 pM; antimicina A
0,1 nmol/mg; oligomicina 1,0 pg/mg na presenga ou au
séncia de oxaloacetato 1,0 mM. As concentragoes de
"bongkrekato", carboxiatractilato e ADP, guando pre-

sentes, eram 10 uM, 20 uM e 200 uM, respectivamente.
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DIAMIDA

FIGURA 11 - Variagao turbidimétrica da suspensdo mitocondrial in
duzida por diamida. As condicoes experimentais eram
idénticas as da figura 10. Diamida 0,3 mM era adicio
nada para oxidacao de grupos —SH.
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DISCUSSAOD

Os resultados descritos neste trabalho bem -como
em nossos trabalhos anteriores ({ LEHNINGER et alii,1%78b; COELHO
& VERCESI, 1980; VERCESI & LEHNINGER, 1982) demonstram claramen-
te a correlagao entre a oxidagao dos nucleotideos de piridina mi
tocondriais e a estimulagao do efluxo de Ca2+ dessa organela. To
davia, alguns aspectos da relacao de causa e efeito entre estes
dois eventos tem sido discutido na literatura. Por exemplo, se—
gundo a interpretacido de BEATRICE et alii, 1980 a liberacdo . de
Ca * induzida por oxaloacetato em mitocondria energizada por suc
cinato (LEHNINGER et alii, 1978h) seria congeglléncia da inibi-
cdo da respiracgido por oxaloacetato ou de um efeito deletério des
te diretamente sobre a permeabilidade da membrana de mitocondria
carregada com altas concentragoes de Ca2+. 0 argumento usado pa-
ra a segunda hipdtese era gque devido & baixa permeabilidade da
membrana mitocondrial intacta a oxaloacetato (HASLAM & KREBS,1968),
este sd penetraria na mitocondria para oxidar os nucleotideos de
piridina apds iniciado o efluxo de Ca2+, quando a permeabilidade
da membrana ja estivesse aumentada. Assim, segundo estes autores,
a oxidagao dos nucleotideos de piridina por oxaloacetato exdgeno
nao seria a causa do efluxo de Ca2+ mas sim a oxidagao de NAD(P)
e o efluxo de Cazé seriam eventos paralelos e a entrada de oxa-
loacetato na matriz mitocondrial dependeria de um efeito conjun-
to de oxaloacetato e Ca2+ alterando a permeabilidade da membrana
mitocondrial.

Outro ponto de divergéncia refere-se a qual dos
nucleotideos de piridina estaria diretamente envolvido no meca-
nismo de liberagao de Ca2+ mitocondrial (PRPIC & BYGRAVE, 1979;
PANFILI et alii, 1979; SANDRI et alii, 1979).

Os resultados da figura 1 mostram gue tantoc oxalo
acetato como acetoacetato oxidam prontamente os nucleotideos de
piridina em condigoes onde o transporte de Ca2+ havia sido aboli
do pela presenga de EGTA. Bm mitocondria energizada a extensao
da oxidagao era de apenas 50% guando comparada com a oxidagao em
mitocondria nao energizada . A este respeito, JUNG & RRIERLEY,

% = LT
1981 determinaram enzimaticamente a oxidagao dos nucleotideocs de




piridina por acetoacetato em mitocondria cardiaca e observaram
gue apenas NAD era oxidado em mitocondria energizada por succina
to. Apbs adicao de FCCP, no entanto, o NADP era também completa-
mente oxidado. Como em mitocondria hepatica os conteldos de NAD
e NADP sao equivalentes ( PRPIC & BYGRAVE, 1979), os resultados
da figura 1 indicam gue a oxidagao observada em mitocondria ener
gizada refere-se apenas a NAD, engquanto gue a segunda fase de oxi
dagao apds desenergizagao mitocondrial refere-se a NADP. Esta in

terpretacao apoia-se também no fato da constante de  eguilibrio
da reagao:

NADPH + WADT s==ww===2 NADP® - NADH

gque € lgual a 1 em mitocondria nao energizada ser deslocada cer-
ca de 500 vezes para a esguerda em mitocondria enerxgizada { LEE
& ERNSTER, 1964). Assim, a enzima NAD(P)-transidrogenase, funcio
nando como uma bomba de protons, manteria NADP reduzido em mito-
condria energizada, mesmo quando ¢ NAD estivesse guase totalmen-—
te oxidado pela presenca de acetoacetato.

A reversao na oxidacac de NADP, pela adicgao de sug
cinato, indica: a) deslocamento da reagéo catalizada pela NAD(P) -
transidrogenase para a esquerda as expensas do gradiente de H+
gerado pela energizagao mitocondrial e, b) auséncia de desacopla
nento mitocondrial induzido por acetoacetato ou oxaloacetato co-
mo proposto por BEATRICE et alii, 1880.

A ccorréncia da enzima NAD(P)-transidrogenase com
as caracteristicas observadas na figura 1 indlicava due para se
obter oxidacao significante de NADP em mitocondria energizada,os
oxidantes de NAD nao eram suficientes a menos gque a atividade
desta enzima fosse inibida. Entre os inibidores da enzima estao:
rheina, acetil-CoA, palmityl-ColA, 3'-5'-AMP, reagentes de gru-
pos ~8H, triiodotironina, Mg2+ e cast em altas concentragoes
{ RYDSTROM, 1976). Como estes inibidores apresentam baixa especi
ficidade, nao penetram na mitocondria ou possuem outros efeitos
sobre o acoplamento mitocondrial, decidimos utilizar hidroperdxi
do butirico, oxidante de NADP, emn combinagéo com acetoacetato pa
ra garantir uma maior oxidagao de NADP em mitocondria energizada.
be fato, o experimento da figura 2 mostra gue na presenca destes

dois oxidantes a energizagao mitocondrial causava apenas ligeira
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redugao de NADP. Neste experimento as condigoes experimentais pa
ra se oxidar seletivamente NAD (linha tracejada) ou NAD + NADP
(linha pontilhada) foram estabelecidas e assim foi possivel es~
tudar qual dos dols nuclectideos estd diretamente envolvido  no
mecanismo de liberagao do Caz-'r mitocondrial.

Apesar do grande nimerc de trabalhos demonstrando
& natureza da enzima NAD(P)-transidrogenase como uma bomba de prd
tons, existe muita incerteza sobre este mecanismo uma vez gue am
bos NAD e NADP apresentam o mesmo potencial de Sxido-redugido em
solucao. MOYLE & MITCHELL, 1973 propoen, todavia, a possibilida-
de de uma diferenga de cerca de 250 mV entre os potenciais des-
tes dois nucleotideos gquando estao fortemente ligados & mitocon-
dria. De gualquer maneira, o experimento da figura 3 mostra gque
em nossas condigées experimentais a reagao catalizada pela NAD(P)-
~transidrogenase quando deslocada no sentido da redugao de napt
foi suficiente para energizar a mitocondria, a exemplo do que
ocorre em particulas submitocondriais { DANIELSON & ERNSTER,1963;
LEE & ERNSTER, 1968; RYDSTROM et alii, 1971; MOYLE & MITCHELL,
1973), ou quando a enzima isolada & incorporada a vesiculas arti
ficiais ( EARLE et alii, 1978). Neste experimentoo gradiente pro
tonico era determinado indiretamente em funcao de sua capacidade
de induzir captacac de Ca2+ por mitocondria ( MITCHELL, 1966). A
liberagao do ca®t acumulado em resposta a adigao de FCCP compro-
va esta interpretagao. A baixa velocidade de captagao de Ca2+ cb
servada neste experimento quando comparada a velocidade de cap-
tagao de Ca2+ em mitocondria energizada por respiracao, por hi-
drolise de ATP ou pelo potencial de difusdo de K+,indica o baixo
potencial de membrana gerado pela reagao e reflete a peguena di-
ferenga de potencial de oxido-redugao entre NAD e NADP. De fato,
resultados nao mostrados neste trabalho, usando-se condigdes ex-
perimentais semelhantes as do experimento 3,demonstraram que o
gradiente de protons gerado por esta reagdo ndo era  suficiente
para induzir fosforilagao de ADP. Estes resultados contrariam a
proposta de MITCHELL & MOYLE, 1973 de que a reagao catalizada pe
la NAD(P)-transidrogenase constituiria um guarto sitioc de fosfo-
rilagao oxidativa, por eles denominado "sitio zero". |

A concentragac limitante de TMPD usada como subs-
trato respiratorio no experimento da figura 5 nao era suficiente

para gerar um potencial de membrana que desglocasse o equilibrio
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da reagao catalizada pela NAD(P)-transidrogenase a ponto de man-
ter NADP totalmente reduzido na presenga de acetoacetato ( VERCE
SI & LEHNINGER, 1982). Como a concentragao de Caz+ extra-mitocon
drial em condigoes de eguilibrio dindmico & presumidamente wuma
funcao da razio entre as velocidades de influxo e efluxo através
de duas vias independentes, acreditamos gue a menor capacidade da
mitocondria em baixar os niveis de Ca2+ externo nos experimentos
das figuras 4 e 5 era o resultado do estimulc na velocidade de
efluxo. Esta inferéncia & baseada no fato das velocidades  ini-
ciais de influxo ndo serem afetadas pelo estado de Oxido-redugao
dos nucleotideos de piridina como pode ser observado na figura 4.
Porém, a medida gue a concentragao de Ca2+ aumentava no interior
da mitocondria, a velocidade de actmulo liquido do Ion diminuia
progressivamente com o tempo e com a maior extensao de oxidagéo
dos nuclectideos de piridina, até o momento em gue a velocidade
de liberacao passava a superar a velocidade de captagao e as con
centragoOes de ca’’ externo voltavam a aumentar. O equilibrio di-
namico entre a distribuicgao de ca®’ interno e externo ndo era
atingido no experimento da figura 4 (linhas 4-7), provavelmente,
devido a diminuicao progressiva do potencial de membrana dissipa
do pelo movimento cilclico de Ca2+. A concentracao limitante de
TMPD utilizada neste experimento nao permitia aumento na veloci-
dade de respiracéo para compensar a queda do potencial elétrico

induzido pela recaptagao do Ca2+ liberado.

Apesar de demonstrar a correlagao existente entre
a capacidade de tamponamento de Ca2+ e o estado de Oxido-reducgao
dos nucleotideos de piridina mitocondriais, a figura 4 nao indi-
ca gual dos nucleotideos estad diretamente envolvido no mecanismo,

uma vez que nas condigoes experimentais utilizadas havia oxida-

gao tanto de NAD como de NADP ( VERCESI & LEHNINGER, 1982). A
este respeito a figura 5 mostra gue nas condigoes em que havia
oxidacao seletiva de NAD apds energizagao mitocondrial { linha

tracejada), as caracteristicas do tamponamento de Ca2+externo re
la mitocondria eram idénticas ao experimento controle (linha pon
tilhada). O envolvimento direto de NADP fica claramente demons-
trado pela linha sdlida onde o referido nucleotideo era mantido
oxidado mesmo apds energizagio mitocondrial e a concentragao de
Ca2+ externo nao baixava aos niveis das linhas pontilhadas e tra

cejadas. Nestas condicoes a mitocondria apresentava habilidade
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de manter um equilibrio dindmico na distribuicao entre o ca®? mi
tocondrial e o Ca‘?‘+ externo. O aumento na diferenga das concen-—
tragoes de ca®? externo apbs nova adigao do Ion, entre as linhas
pontilhada e s0lida, reflete certamente um aumento na velocidade
de efluxo, guando NADP estava oxldado, devido ao aumento na con-
centragao de Ca2+ livre na matriz mitocondrial. Estes resultados
corroboram nossas observagoes anteriores { VERCESI & LEHNINGER ,
1982) com mitocondria nao energizada ou energizada por baixas
concentragoes de TMPD indicando que a oxidagac de NADP era neces
saria para gque o efluxo de Caz% fosse estimulado. Eles estéo‘aig
da de acordo com og resultados de PRPIC & BYGRAVE, 1979 e SIES
et alii, 1981, que usando diferentes abordagens inferem Jue O
efluxo de Ca“’ mitocondrial e mesmo celular seria estimulado di-
retamente por NADET. A participacao de NAD' como proposto por
SANDRI et alii, 1979 e PANFILI et alii, 1979 ndo fica excluida,
uma vez gque €m nossos experimentos o NAD encontrava-se também
sempre oxidado nas condigoes em gue o efluxo de ca®t era estimu-
lado por NADP .

0 experimento da figura 6 mostra que o efluxo de
ca®t induzido por NADP', como no caso do efluxo induzido por dia
mida (ZOCCARATO et alii, 1981), estd associado com a liberagao
de nucleotideos de adenina e Mg2+ enddgenos. Segundo a interpre-
tacdo de NICHOLLS & SCOTT, 1986, a liberagao de Ca2+ nestas con-
digdes seria o resultado de alteracgoes inespecificas da permea-
bilidade da membrana com dissipag¢do do potencial elétrico da mes
ma. De acordo com estes autores a presenca de ATP em concentra-
cées semelhantes &s encontradas na célula previne tais alteragoes
e o efluxo de Ca’’ nio ocorre. Esta interpretacao @ contestada
por RUGOLO et alii, @981 que mediram o potencial de membrana du-

2+ :
rante o efluxo de Ca associado ao efluxo de nucleotideos de ade

2+1ipera~

nina e Mgz+. Estes autores previniam a recaptacao do Ca
do e assim o movimento ciclico do mesmo por vermelho de ruténio.
VERCESI & LEHNINGER, 1982 usando abordagem semelhante demonstra-
ram que durante efluxo de Ca2+ induzidoe por NADP+ na presencga de
vermelho de ruteénio, a mitocondria mantinha controle respiratd-
rio aproximadamente 7, o gue indica auséncia de alteragoes irre-
versiveis da preparacao. O experimento foi realizado com mitocon

24

dria suspensa em melc de incubagao contendo ADP e Mg ( estabi-

lizantes da membrana mitocondrial) na presenga de baixa concen-
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tragao de fosfato (0.3mM). De fato,a figura 6 indica que apds
adigao de isocitrato + B~ hidroxibutirato havia reducdo quase com
pleta de NAD(P) mitocondrial com reconstituicao da capacidade de
tamponamento do Caz% externo, o que indica gue durante o periodo
de tempo de estinulagac do efluxo de ca’t ndo houve perda signi-
ficativa de NADP além de demonstrar a reversibilidade da altera-
¢ao do transporte de ca’t induzido por NADP .

0 fato de nao haver perda significativa de nucleo
tideos de piridina durante o efluxo de Ca2+indica que a perda de
nucleotideos de adenina ,andlogos estruturais dos primeiros e gue
ccorrem na matriz em concentragoes similares a eles, seja mediado
por transportador. De fato, MEISNER & KLINGENBERG, 1968 cbserva-
ram que o efluxo nao compensado de nucleotideos de adenina indu-

at o Ca2+)era me-

zido por fosfato na presenca de um cation (Mg
diado pelo transportador especifico, porém, gue apds a liberagio
de 80% destes nucleotideos havia perda de especificidade e a mi-
tocondria passava a.perder outros componentes gue nao possuem
transportador especifico tal como NAD e NADP, por exemplo. Em se
guida KLINGENBERG et alii, 1971 observaram gue a liberagdo nao
compensada de nucleotideos de adenina era inibida por "bongkrekato ®
e nac era afetada ou era mesmo ligeiramente estimulada por atrac

tilate. Estes resultados indicam que o efluxo de Ca2

Yinduzido por
NADP+ de alguma maneira poderia estar acoplado ao efluxo nao com
pensado de ADP e ATP através do transportador especifico, wa vez
gque & também inibido por "bongkrekato" e ligeiramente estimulado
por carboxiatractilato. E importante lembrar agui que tem sido
tambén documentado aciimulo de nucleotideos de adenina associados
a captacaoc de ca®t ou Mg2+ por mecanismo totalmente ignorado
(CARAFOLI, et alii, 1965; ASIMAKIS & APRILLE, 1980).

Uma outra propriedade destes inibidores do trans=-
portador de nucleotideos de adenina que poderia explicar seus
efeitos sobre a liberagao de Ca2é mitocondrial & a de causar al-
teragoes conformacionais da organela. "Bongkrekato” gue penetra
na matriz mitocondrial e liga~se a molécula do transportador na
face interna da membrana, causa contragéo {KLINGENBERG et alii,
15971) . Atractilato nao penetra através da membrana e se liga a
face externa do transportador e ao contrério de "bongkrekato" iﬂl
duz aumento do volume mitocondrial (KLINGENBERG et alii, 1971) ..

Estas variacoes de peqguena amplitude do volume mitocondrial s&o
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independentes de alteragbes osmbticas da matriz e sio induzidas
por pequenas alteracgoes estruturais da mitocondria dependentes
de mudangas conformacionails do transportador de nucleotideos de
adenina apds ligagao com um dos referidos inibidores( KLINGENBERG

et alii, 1971; KLINGENBERG & BUCHHOLZ, 1973; SCHERER & KLINGENBERG

1974; BUCHANAN et alii, 1976).

2+ induzida por NADP+ bem

como por diamida poderia estar relacionada com ¢ aumento de volu

Assim, a liberacgao de Ca

me mitocondrial de peguena amplitude observado nas figuras 10 ell
Estas alteragoes estruturais da membrana mitocondrial acarretan-
do aumento do volume mitocondrial e associadas & diminuigdo de

2+

nucleotideos de adenina e Mg ligados & membrana poderiam abrir

canals latentes para o efluxe de Ca?'+ {(HARRIS et alii,1979;: JUNG

& BRIERLEY, 1981).

Varios trabalhos tem atribuido o aumento da per-
meabilidade da membrana mitocondrial ao Ca2+, como devido a alte
ragcao da conformacao mitocondrial para uma configuragao menos
condensada (HUNTER et alii, 1976; HUNTER & HAWORTH,1979 a,b; HA-
WORTH & HUNTER, 18379%9). De fato, atractilato "per se” tem sido
referido como estimulante do efluxo de Ca2+ mitocondrial ( ASIMA
KIS & SORDAHL, 1977), provavelmente, devido a seu efeito em dimi
nuir o contelldo de nucleotideos de adenina ligados a  membrana
{ KLINGENBERG & BUCHHEOLZ, 1973} e aumentar o volume eroomxkiala
2+ pox NADP' como sua

inibicao por "bongkrekato" observados na figura 7 seriam explica

Assim, tanto a estimulacao do efluxo de Ca

das pelos experimentes mostrados na figura 10. A mesma interpre-
tagcao & valida para o casc de diamida {(figura 11).

A titulacao da fosforilagéo oxidativa por carboxi
atractilato na presencga de Sr2+ {(figura 8) indica gue a inibi-
cao do efluxo de Ca2+ por este cation { VERCESI, 1979) & também
secundaria a seu efeito sobre o transportador de nucleotideos de
adenina. O Sr2+ & captado por mecanismo idéntico ac do Ca2+ po-
rém, nao & liberado nas mesmas condigdes que o ultimo ( COELHO &
VERCESI, 1980). Além disso, as alteracgoes mitécondriais { incha-

mento e desacoplamenta) induzidas pelo acimulo de altas concen-

tragoes de Caz"*~ na presenga de fosfato nac ocorrem com Sr2+( COE

LHO & VERCESI, 19830).

~ 2+
OQutra semelhanca entre as agoes de Sr e "bong-

krekato" & que o aclhmulo de altas concentracdes do ifon induz con
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tragao mitocondrial (COELHO & VERCESI, 1980). Assim como no caso
de "bonkrekato" resta saber se a inibicao da liberacao de ca’t &
secundaria a retencdo dos nuclecotideos de adenina no interior da
mitocondria devido a inibigao do transportador especifico ou de-
vido a agao destes inibidores sobre a conformacio da membrana.

E possivel gque os dois fatores estejam associados
com o efluxo de Ca2+ da seguinte maneira: a mudanca conformacio-
nal induzida por NaDP' (ou diamida) induziria uma alteragdo no
mecanismo de operacac do transportador de nucleotideos de adeni-
na que passaria a catalizar a liberacao nao compensada de ADP e
Mg2+ (ZOCCARATO et alii, 1981). Assim, a liberacdo de ca®® pode
ria ser secundaria a diminuicd@o dos conteldos destes ligados a
membrana como proposto por HARRIS et alii, 1979 ou a uma diminui

¢ao dos mesmos na matriz mitocondrial com desestabilizagio dos

precipitados de Ca2+°

Tanto o aumento da permeabilidade ao Ca2+ cComo as

alteragoes conformacionais tem sido correlacicnados com a varia-
cac no titulo de grupamentos -SH da membrana mitocondrial ( HATA
SE et alii, 1977; HARRIS et alii, 1979; RUGOLO et alii, 1982 ) .
A diminuigao no titulo de -SH ohservada em nossas condigoes (ta-
bela 1) esta de acordo com agqueles resultados e poderia refletir
o equilibrio redox entre NADP e os referides grupos -SH de membra

o . ~ +
na. A semelhanga nas caracteristicas da liberacao de Ca2

induzi
da por diamida (oxidante de =~8H) e NADP+, indica o envolvimento
de grupos ~SH no mecanismo de liberagao de Ca2+ por NADP" .
Segundo HARRIS et alii, 1979 a permeabilidade da
membrana mitocondrial ao Ca2+ seria controlada pela ligagao de
ADP e Mg2+ a mesma. Ainda segundo estes autores a ligacao destes
a membrana dependeria da manutencao de certos grupos ~SH no esta
do reduzido. A manutencao destes grupos —-SH no estado reduzido
envolveria energia para a transferéncia de equivalentes de reduy-
gao a partir de NADH ao NADP através da enzima NAD(P)-transidro-
genase. Uma alta razao ~SH/S5-S poderia desta maneira ser mantida
pela enzima glutationa redutase usando NADPH como redutor. "Bong
krekato" ou atractilato, que aumenta ou diminul, respectivamente,
o contelido de nucleotideos de adenina ligados a membrana mitocon
drial { XKLINGENBERG & BUCHHOLY%, 1973) poderiam ter seus efeitos
sobre o transporte de Ca2+ explicados por um mecanismo similar

ao de grupos =SH. Assim, 0 estado de oxido~reducac de certos grupos
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-5H da membrana mitocondrial e o efluxeo de Ca2+ poderiam ser mo-
dulados guimicamente por oxidantes (diamida) ocu redutores ( di-
thioerythritol), ( RUGOLO et alii, 1982), ou fisiologicamente re
lo estado de Oxido-reducdc de NADP,

0O estado de oxido-redugao de NADP mitocondrial por
sua vez poderia ser modulado das seguintes manelras: a)pelo esta
do de oOxido-redugao de NADH; b) pela atividade da enzima NAD(P)-
~transidrogenase e c¢) pela velocidade de produgac de hidroperdxi
dos pelo metabolismo mitocondrial (BOVERIS et alii, 1972)que sao
reduzidos através das enzimas glutationa redutase/glutationa pe-
roxidase usando poder redutor proveniente de NADPH.

Com base nas figuras 1 e 2 & evidente gue a ativi
dade da enzima NAD(P)-transidrogenase seria o fator mais impor-—
tante em mitocondria energizada. Assim, a manutencao de NADP no
estado oxidado envolveria a oxidagao direta do mesmo ou de . NAD,
mais a inibicao da enzima NAD(P)-transidrogenase. De fato,varios
inibidores desta enzima (AMP ciclico, palmitil-CoA, reagentes de
grupos SH, metais pesados, etc.) sao também conhecidos como in-
dutores de efluxo de Ca2+ mitocondrial.

A identidade entre as alteragoes conformacionais
ilustradas pela diminuig¢ao na turbidimetria da suspensao mitocon
drial induzidas por diamida e oxidacgao de NAD{P) bem como a sen-—
2+de
correntes de tais alteragoes comprovam o envelvimento de grupos

gsibilidade de ambos aocs agentes gue modificam o efluxo de Ca

~SH no mecanismo de liberacgao de (3@-12“§w induzido por NADET.A  este
raspeito JUNG & BRIERLEY, 1981 descreveram condig5as experimen-
tais nas guais as alteragoes no sistema de transporte de Ca2+in~
duzidas por NADP+ abrem também canals latentes para K", Segundo
estes autores as condigdes que resultam em oxidagio de NADP, por
eles descritas, sao similares &s condicdes que abrem canais de
x" por reagentes de grupos —~8SH em membrana de Fscherichia aoli
{ MEURY et alii, 1980). Outros reagentes que oxidam NAD(P) ou
glutationa ou decrescem os niveis de ATP em cé&lulas B de ilhotas
de pancreas induzem aumento de permeabilidade a K e Ca2+ ( HEN-
QUIN, 1980:; MALAISSE_et alii, 1978). Ainda, segundo JUNG & BRIER
LEY, 1981, o mecanismo de capkagao e libexagéo de Ca2+ por mito
condria tem muitas propriedades comuns ao correspondente sistema
de transporte de K nesta organela. Assim, as alteragoes no sis-

mt, A
tema de transporte de Ca2+ induzidas por MNADP poderiam ser tam-
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bém responsaveis pela liberacao de X" descrita por JUNG & BRIER
LEY, 1981l e que também acompanha a liberagao de Ca2+induzida por
diamida (STILIPRANDI et alii, 1978).

¢ envolvimento de grupamentos tidis no fluxo de
Ca2+ em outras membranas que nao a mitocondrial, como discutido
acima indica a existeéncia de similaridade entre transporte de
ca?’ através destas membranas e a membrana mitocondrial, pelo me
nos no que se refere a via responsévél pelo efluxo em mitocondria.
Este aspecto @ ilustrado de maneira precisa pelo trabalhe de SIES
et alii, 1981 onde a oxidag&o de NADP citoplasmitico induz libe-
ragao reversivel de Ca2+ de cé&lulas hepaticas em figado intacto
perfundido. Estes resultados indicam a existéncia de semelhanca
naoc apenas no mecanismo molecular de transporte bem como de regu
lacio do mesmo.

Com base nos resultados discutidos acima propomos
a seguinte sequéncia de eventos para o efluxo de CazfﬂﬁuMﬂo pox
NADP : a oxidacao de NADP reflete em oxidacao de determinados gru-
pos tidis da membrana mitocondrial em eguilibrio de Oxido- redu-
géo com Oos primeiros através das enzimas glutationa redutase e
glutationa peroxidase. A oxidagao destes grupamentos —SH de algu
ma maneira estaria associada a abertura de canails latentes para
ca?t num mecanismo que envolveriaa diminuigao de nucleotideos
de adenina e Mg2+ ligados a membrana e transicao conformacio-
nal da mitocondria.

' 0Os resultados deste trabalho e de nossos - traba-
lhos anteriores indicam que este processo & reversivel e indepen
dente de queda do potencial elétrico de membrana. Todavia & pre-
maturo afirmar sobre a especificidade para Ca2+ e a participacgao
de tal mecanismo na regulagao da omeostase de Ca2+ celular em
condigoes "in situ".
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SUMARIO

0 efluxo de Ca®’ mitocondrial & estimulado pelo
estadoc oxidadoc de NADP mitocondrial. Em mitocondria nao energiza
da uma completa oxidagac de NAD e NADP pode ser induzida por oxa
loacetato ou acetoacetato enquanto gue em mitocondria energizada
estes substratos oxidam exclusivamente NAD. Esta diferenca deve-
-se ao efeito do potencial protdnico de membrana gerado pela res
piragao ou hidrdlise de ATP sobre a constante de equilibrio da
reagdao catalizada pela enzima NAD(P)-~transidrogenase. No ultimo
caso o efluxo de Ca®’ nio & estimulado pelos referidos oxidantes.
0 efluxo de Ca2+ mitocondrial induzido per Napp® & necessariamen

te associado ac efluxo de Mg2+

@ nucleotideos de adenina enddoge-
nos mediado pelo transportador especifico uma vez que "bongkre-
kato", inibidor especifico deste transportador, inibe tanto o

efluxoe de nucleotideos de adenina como de Ca.2+

. A diminuigaoc no
titulo de grupamentos -SH de membrana mitocondrial gue acompanha
a oxidagao de NADP, bem como a similaridade entre as caracteris-
ticas do efluxo de Ca?nL induzida por NADP+ e diamida { oxidante
de grupos -SH) indicam o envolvimento destesg no mecanismo.Ambos,
oxidacao de NADP e diamida induzem aumento de peguena amplitude
no volume mitocondrial gque tambem € sensivel a "bongkrekato".
Estes resultados indicam gque o efluxo de Ca2+ mi=-
tocondrial induzido pox NADP' estd associado a alteragoes confor
macionais da mitocondria resultantes da oxidaggo de grupamentos
~SH da membrana em eguilibrio de Oxido-redugdo com NADP através

do sistema enzimdtico glutationa redutase/glutationa peroxidase.
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SUMMARY

Mitochondrial Ca“ -efflux is stimulated by the
oxidized state of mitochondrial NADP. In deenergized mitochondria
either oxaloacetate or acetoacetate can induce a full oxidation
of both NAD and NADP whereas in energized mitochondria = these
substrates oxidize NAD only. This difference is due to the effect
of the membrane pH gradiente generated by respiration or ATP
hydrolysis on the energy-linked NAD(P)~transhydrogenase reaction.
2+

When mitochondria are energized Ca effiux is not stimulated by

a2+ efflux
induced by NADP " is associated to the efflux of Mg2+ and adenine

oxaloacetate or acetoacetate. The mitochondrial C

nucleoctides through the adenine nucleotides translocase since
the specific inhibition of this enzyme by bongkrekate blocks both
adenine nucleotides and Ca2+ efflux. The decrease in the titer

of membrane bound -SH groups following NADP coxidation as well as
the similarity between the characteristics of Ca2+ efflux induced
by NADP' and diamide (~SH oxidant) indicates the participation

of thiol groups in this mechanism. Both, NADP oxidation and
diamide induce bongkrekate-sensitive low amplitude mitochondrial
swelling.

These results indicate that the NADP+winduced Ca2+
efflux from mitochondria is correlated te mitochondrial
configuration transition induced by the oxidation of membrane
bound -8H groups in redox eguilibrium with mitochondrial NADP
through the reactions catalyzed by the enzymes glutathione

reductase and glutathione peroxidase.
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