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RESUMO

A NAD(P)* transidrogenase mitocondrial, também conhecida como
transidrogenase de nucleotideos de nicotinamida (NNT), € uma proteina integral da
membrana mitocondrial interna e catalisa uma reagédo reversivel que consiste na
transferéncia de um hidreto entre NAD(H) e NADP(H) acoplada ao transporte de um
proton entre o espago intermembranar e a matriz mitocondrial. Em condig¢es
fisiolégicas, a reagdo da NNT ocorre predominantemente no sentido da reducédo de
NADP+ (i.e., reacao direta), fazendo com que essa enzima seja uma importante fonte
mitocondrial de NADPH, o qual é utilizado por sistemas antioxidantes da organela e
em vias de biossintese. A supressao da atividade da NNT tem relevancia ndo s6 como
abordagem experimental para avaliacdo da contribuicao desta enzima em diferentes
contextos fisiolégicos e patoldgicos, como também consiste em uma possivel
abordagem terapéutica em condi¢cdes patoldgicas especificas. A inibicdo da atividade
NNT pode ser obtida por modificagdbes moleculares como silenciamento de sua
expressao, mutagcdes ou com o uso de inibidores quimicos. O presente trabalho
objetivou avaliar a eficacia de alguns dos principais compostos propostos como
inibidores quimicos da NNT, diante de possiveis efeitos inespecificos destes sobre a
respiracdo mitocondrial. Foram avaliados os compostos: 4-cloro-7-nitrobenzofuran
(NBD-CI), N,N'-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC), palmitoil-CoA, palmitoil-L-carnitina e
rhein. Diferentes concentracbes desses compostos foram testadas em mitocéndrias
isoladas de figado de camundongo quanto a (1) capacidade de inibir as reac6es direta
e reversa da NNT em meio contendo detergente, e (2) efeitos sobre a funcao
respiratéria de mitocondrias intactas, estimada pelo consumo de oxigénio estimulado
por ADP e pelo estado respiratorio nao-fosforilante apds adicdo de oligomicina. De
forma geral, concentracbes destes compostos capazes de gerar uma inibi¢cdo parcial
das reagbes direta e reversa da NNT em mitocdndrias, ocasionaram um prejuizo
significativo na fungdo respiratéria mitocondrial. Dentre os compostos testados, o
NBD-CI mostrou uma melhor relacéo entre a inibicdo das reacées da NNT e menor
impacto sobre a fungéo respiratéria mitocondrial. Tendo em vista esse resultado,
foram realizados testes adicionais com NBD-Cl em cultura priméria de astrocitos sem
NNT funcional, onde foi feita a contagem de células viaveis, medida da metabolizacéao
de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium) e dosagem de



ATP apés 48 h de exposicao dessa cultura a diferentes concentragcdes de NDB-CI.
Nesses experimentos, as concentragcdes de NBD-CI que causaram somente uma
inibicdo parcial das reacoes direta e reversa da NNT (i.e., 10 e 20 uM) diminuiram
significativamente a proliferagéo e viabilidade de astrécitos, demonstrando haver um
efeito téxico do NBD-CI. Em outro conjunto de experimentos, observou-se que o NBD-
Cl inibiu parcialmente a capacidade de mitocondrias isoladas de figado de
camundongos com NNT intacta metabolizarem o peroxido orgénico tert-butil
hidroperéxido, o que pode ser devido a inibicado da NNT, mas também devido a efeitos
téxicos e inibitdrios sobre outras proteinas mitocondriais. Os dados aqui apresentados
permitem concluir que, embora o0s compostos testados realmente tenham
apresentado efeitos inibitérios sobre as reagbes direta e reversa da NNT,
concentragdes efetivas desses compostos causam efeitos indesejaveis significativos

sobre a funcao respiratéria mitocondrial e viabilidade celular.

Palavras-chave: camundongo C57BL/6; desequilibrio redox; mitocdndria;

transidrogenase de nucleotideos de nicotinamida.



ABSTRACT

The mitochondrial NAD(P)* transhydrogenase, also known as nicotinamide
nucleotide transhydrogenase (NNT), is an integral protein of the inner mitochondrial
membrane that catalyzes a reversible transfer of a hydride between NAD(H) and
NADP(H) coupled to the transport of a proton between the intermembrane space and
mitochondrial matrix. In most physiological conditions, the NNT reaction occurs
towards NADP+ reduction (i.e., forward reaction); because of that this enzyme is an
important mitochondrial source of NADPH, which is used by antioxidant systems in the
organelle and in biosynthetic pathways. The suppression of NNT activity is relevant
not only as an experimental approach to assess the contribution of this enzyme in
different physiological and pathological contexts, but also consists of a possible
therapeutic approach in specific pathological conditions. The inhibition of NNT activity
can be achieved by molecular modifications such as silencing its expression, mutations
or with the use of chemical inhibitors. The present study aimed at evaluating the
efficacy of the main chemical compounds proposed as NNT inhibitors in view of their
possible effects on other mitochondrial components. The compounds 4-chloro-7-
nitrobenzofuran (NBD-CI), N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC), palmitoyl-CoA,
palmitoyl-L-carnitine and rhein were evaluated. Different concentrations of these
compounds were tested in isolated mitochondria from mouse liver regarding (1) the
ability to inhibit the direct and reverse reactions of NNT in detergent-solubilized
mitochondria, and (2) effects on respiratory function of intact mitochondria, estimated
by ADP-stimulated oxygen consumption and non-phosphorylating respiratory state
due to oligomycin addition. In general, concentrations of these compounds capable of
generating a partial inhibition of the direct and reverse activities of NNT in
mitochondria, significantly impaired mitochondrial respiratory function. Among the
compounds assayed, NBD-Cl showed a better relationship between NNT reaction
inhibition and lower impact on mitochondrial oxygen consumption. In view of this result,
additional experiments were carried out with NBD-Cl in a primary culture of astrocytes
devoid of functional NNT, where it was evaluated cell number, metabolism of MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) and ATP content after 48 h
of exposure to different NDB-ClI concentrations. In these experiments, NBD-CI
concentrations able to partially inhibit the direct and reverse NNT reactions (i.e., 10



and 20 pM) significantly decreased the proliferation and viability of astrocytes,
demonstrating that there is a toxic effect of NBD-CI. In another set of experiments,
NBD-CI partially decreased the ability of isolated mouse liver mitochondria with intact
NNT to metabolize the organic peroxide tert-butyl hydroperoxide, which might be
explained by inhibition of NNT, but also can be due to toxicity and inhibitory effects on
other mitochondrial proteins. The data presented here allow us to conclude that,
although the tested compounds indeed presented inhibitory effects on the direct and
reverse activities of NNT, at effective concentrations they caused significant
undesirable effects on mitochondrial respiratory function and cell viability.

Keywords: C57BL/6; redox imbalance; mitochondria; nicotinamide nucleotide
transhydrogenase.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DCC N,N’-dicyclo-hexilcarbodiimida

EROS Espécies reativas de oxigénio

FCCP Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone

GDH Glutamato desidrogenase (proteina)

GLUD Glutamato desidrogenase (gene)

GPX Glutationa peroxidase

GR Glutationa redutase

GSH Glutationa

GSSG Glutationa dissulfeto

IDH1 Isocitrato desidrogenase citosoélica dependente de NADP
IDH2 Isocitrato desidrogenase mitocondrial dependente de NADP
IDH3 Isocitrato desidrogenase mitocondrial dependente de NAD
ME1 Enzima malica citosélica dependente de NADP

ME2 Enzima malica mitocondrial dependente de NAD ou NADP
MES3 Enzima malica mitocondrial dependente de NADP

MEs Enzimas malicas dependentes de NADP

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium
NAD Nicotinamida adenina dinucleotideo

NAD+ Nicotinamida adenina dinucleotideo (estado oxidado)

NADH Nicotinamida adenina dinucleotideo (estado reduzido)
NADP Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

NADP+ Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (estado oxidado)
NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (estado reduzido)
NBD-CI 4-cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole

Nnt Gene da transidrogenase de nucleotideos de nicotinamida
NNT Transidrogenase de nucleotideos de nicotinamida ou NAD(P)*

transidrogenase (proteina)

PRX Peroxirredoxina



SOD2
t-BOOH
TR
TRX
Ap

Superoéxido dismutase mitocondrial
tert-butil hidroperoxido
Tiorredoxina redutase
Tiorredoxina

Forca prétonmotriz
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1. INTRODUCAO

1.1 Estrutura e funcao da NNT

A NADP+ transidrogenase mitocondrial, também conhecida como
transidrogenase de nucleotideos de nicotinamida (NNT) foi descoberta em extratos de
bactérias Pseudomonas fluorescens por Colowick e colaboradores em 1952 (1).
Nesse estudo, observou-se a reducdo de NADP* associada a oxidagdo de NADH, o
que foi atribuida a uma reacao catalitica realizada por uma enzima, posteriormente
denominada NNT. Em estudos posteriores, a NNT foi detectada também em outras
bactérias como Pseudomonas aeruginosa, Azotobacter vinelandii, Azotobacter
chroococcurn e Azotobacter agile, em uma forma soluvel e também em tecidos de
mamiferos, sendo nesse caso detectada em uma forma insoluvel (2). Especificamente
em mamiferos, a NNT foi primeiramente relatada em preparacées de musculo
cardiaco bovino (3), pouco tempo depois também foi detectada em outros tecidos,
como figado (4). Essas primeiras descricobes da NNT em mamiferos também
apontaram que a NNT estava fortemente ligada a membrana mitocondrial interna
(2,4).

Atualmente, sabe-se que a NNT é uma proteina transmembrana, localizada
na membrana mitocondrial interna. Funcionalmente, essa proteina realiza uma reacao
reversivel, caracterizada pela transferéncia de um hidreto (H) entre NAD e NADP
acoplada ao transporte de um préton (H*) entre o espaco intermembranas e a matriz
mitocondrial, estando, portanto, acoplada a forca prétonmotriz (Ap) proveniente do
potencial eletroquimico de H* transmembrana (5). Em resumo, a NNT catalisa a

seguinte reagao:
NADH + NADP* + H},; @ NAD* + NADPH + H;;

Sendo assim, o sentido da ocorréncia de tal reacdo € controlado pelas
razbes de NAD*/NADH e NADP*/NADPH na matriz mitocondrial e pelo Ap da
membrana mitocondrial interna (6,7). Sob condi¢ées ndo energizadas, a constante de
equilibrio de tal reacao é aproximadamente 1. Contudo, esse equilibrio se desloca no
sentido da reducdo de NADP* (i.e., reacdo direta) na maioria das condi¢des

fisiolégicas, quando o Ap da membrana mitocondrial interna esta elevado e ha
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disponibilidade de NADH. A reagédo direta da NNT consiste em uma importante fonte
de NADPH para vias de biossintese, como a esteroidogénese (8,9), sintese de
timidilato (10) e de alguns neurotransmissores (11), e também vias de detoxificagdo
de peroxidos (5,12—-15), como sera discutido posteriormente. Em condi¢des de queda
de potencial eletroquimico de H* e diminuicdo da razdo NADH/NAD*, a reagdo da NNT
pode ocorrer no sentido reverso, com redugdo de NAD* as custas de NADPH (6). A
reagao reversa € relevante tanto em condigdes fisiologicas, como na modulagdo da
taxa metabdlica em funcao das concentragbes de glicose em células B-pancreaticas
(6,16), quanto em condicbes patolégicas como na lesdo cardiaca por sobrecarga
ventricular (17,18).

Estruturalmente, a NNT de mamiferos € um homodimero simétrico
constituido por dois mondémeros (6), onde cada mondmero dessa estrutura €
composto pelos dominios I, Il e lll (Figura 1). O dominio | é caracterizado por conter
o sitio de ligacao de NAD e situa-se na regiao N-terminal da proteina. O dominio Il
encontra-se localizado na regido central da proteina e constitui um canal de prétons,
sendo também responsavel pela ancoragem da proteina ha membrana mitocondrial
interna por possuir caracteristicas hidrofébicas. O dominio Ill se encontra localizado
na regidao C-terminal da proteina e contém o sitio de ligacdo de NADP. Ambos os
dominios | e lll possuem caracteristicas hidrofilicas e situam-se voltados para a matriz
mitocondrial (7,19,20).

14



Espaco intermembranas

Membrana interna Dorminio |l

Montmero B

Cominio |l
Mondmero A
Matriz
Mitocondrial
Dominio Il Dominio |l
Mondmero A

Mondmero B

Dominio |
Mondmero B

Figura 1. Modelo tridimensional de um homodimero de transidrogenase de
nucleotideos de nicotinamida (NNT). Nessa representagdo, em cada um dos
mondmeros de NNT (A e B), estao coloridos os sitios de ligacdo de NAD (em azul)
no dominio | (em amarelo) e de NADP (em magenta) no dominio Ill (em verde),
além do dominio Il (em cinza) que se encontra inserido na membrana mitocondrial
interna. Esse modelo estrutural da NNT foi baseado na enzima presente na
bactéria Thermus thermophilus. (Modelo adaptado de Metherell e colaboradores

(19)).

Recentemente, uma série de estudos buscou demonstrar como a atividade
catalitica promovida pela NNT se relaciona a sua estrutura (7,19,20), utilizando-se
principalmente da técnica de criomicroscopia eletrénica. Tais trabalhos revelaram que
tanto a reacao direta da NNT quanto a reversa dependem de uma movimentacao
precisa da estrutura proteica da NNT, na qual os dominios | e Il permanecem imoveis
enquanto o dominio Il gira, permitindo néo sé a aproximacgao dos sitios de ligacao de
NAD e NADP, que propicia a transferéncia de hidretos entre esses nucleotideos, mas
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também o transporte de um préton pelo dominio Il. A reacao catalitica direta da NNT
foi explicada por Leung et al. (20) na NNT de T. thermophilus e por Kampjut e Sazanov

(7) na NNT de mamiferos da seguinte forma:

e Primeiramente o dominio Ill movimenta-se e gera uma aproximagao entre o seu
sitio de ligacdo de NADP+ e o sitio de ligacdo de NADH presente no dominio I,

permitindo a transferéncia de um hidreto entre esses nucleotideos.

¢ No segundo passo, apés a transferéncia de hidreto entre os nucleotideos, o
dominio Il se movimenta novamente e se liga ao dominio |l gerando a abertura
do canal de prétons contido no dominio Il para o lado do espacgo intramembranar.
Este canal de protons possui um residuo de histidina (H664), que devido a sua
localizagédo é facilmente protonado (H664*) ao entrar em contato com o pH do
espaco intermembranar. De fato, o residuo H664 possui grande susceptibilidade
a protonar-se e desprotonar-se apos contato com mudancas de pH provindas da
relacdo deste com os ambientes do espaco intermembranar e da matriz

mitocondrial, de acordo com a movimentacao do dominio Ill.

e No terceiro passo, ocorre a substituicio do NADPH ligado ao dominio Ill por
NADP+. Esse é um ponto chave para o prosseguimento do mecanismo catalitico,
ja que se nao houver a troca dos nucleotideos do dominio Ill a reacdo nao

continua.

e ApoOs a ligagao deste novo nucleotideo, o dominio Ill se movimenta novamente
e se aproxima do dominio I, no quarto e Ultimo passo desse mecanismo
catalitico. Essa movimentagao fard com que o canal de protons se abra desta
vez voltado a matriz mitocondrial, que por possuir um pH mais elevado
ocasionara a desprotonacao do residuo H664, havendo a liberacdo de H* para

a matriz mitocondrial.

O mecanismo catalitico da reacao reversa se diferencia da reacao direta
descrita anteriormente, por dois fatores: (1) primeiramente ha a transferéncia de H-
entre NADPH e NAD* e (2) depois ocorre a protonagao do H664 pelo contato deste
com a matriz mitocondrial, com posterior desprotonacao deste apds o contato com o

espaco intermembranar.
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1.2 Fontes produtoras de NADPH mitocondrial

O poder redutor fornecido pelo NADPH presente na matriz mitocondrial €
essencial para a manutengdo de vias de biossintese e sistemas enzimaticos
envolvidos na reducdo de tidis e detoxificagdo de perdxidos (12,21). Conforme
exposto anteriormente, a NNT atua como uma importante fonte de NADPH
mitocondrial pela sua reagéo direta. Estudos com mitocéndrias ndo energizadas em
solucdo contendo detergente demonstraram que a NNT corresponde a 36 e 26% da
atividade de fontes de NADPH em mitocéndrias de figado e cérebro, respectivamente
(14,22). Apesar disso, em mitocondrias funcionais observou-se que a NNT pode
contribuir de 0 a 100% da produgao de NADPH mitocondrial, dependendo do estado

metabdlico mitocondrial e disponibilidade de substratos (14).

Além da NNT, algumas enzimas soluveis presentes na matriz mitocondrial
sao fontes relevantes de NADPH e contribuem para a manutencao de uma alta razéao
NADPH/NADP+ nesse compartimento (12,21,23,24). Dentre essas fontes simultaneas
de NADPH, destacam-se a isocitrato desidrogenase dependente de NADP (IDH2),
enzimas malicas dependentes de NADP (MEs) e glutamato desidrogenase (GDH), as
quais realizam a reducao do NADP+* acoplada ao fluxo de substratos metabdlicos
como sera detalhado a seguir.

As isocitrato desidrogenases (IDH) realizam a conversao reversivel de
isocitrato em alfa-cetoglutarato com uso de NAD ou NADP como cofator. Em
mamiferos, trés isoformas desta enzima sédo observadas. A IDH1 e IDH2 fazem uso
de NADP como cofator, no entanto diferem pela sua localizacdo, sendo a IDH1
localizada no citosol, enquanto a IDH2 na mitocéndria. A isoforma IDH3 também esté
localizada na mitocéndria, porém utiliza NAD como cofator (25,26). Em mitocéndrias
isoladas ndo energizadas, a IDH2 representa 39% da atividade de fontes de NADPH
mitocondriais no figado, e 36% no cérebro (14,22). Assim, a IDH2 é uma fonte de
NADPH mitocondrial ao realizar a seguinte reacao reversivel:

isocitrato + NADP* 2 « cetoglutarato + CO, + NADPH

As enzimas malicas catalisam a descarboxilacdo oxidativa do L-malato
gerando como produto desta reagéo piruvato e CO2. Durante essa reacao, as enzimas
malicas requerem um ion divalente, Mg?* ou Mn?*, e também NAD* e/ou NADP+* como

17



cofator, gerando assim NADH ou NADPH. Foram descritas em mamiferos 3 isoformas
desta enzima. As ME1 e ME3 sao dependentes de NADP, sendo uma citosdlica e
outra mitocondrial, respectivamente. Ja a ME2 é uma isoforma mitocondrial que pode
se utilizar de NAD ou NADP como cofator, tendo predilegao por NAD. Em mitocéndrias
isoladas ndo energizadas, as MEs representam 11% da atividade de fontes de
NADPH mitocondriais no figado, e 29% no cérebro (14,22). Em suma, as MEs

catalisam a seguinte reagéo reversivel:
malato + NADP* 2 piruvato + CO, + NADPH

As glutamato desidrogenases catalisam a desaminagédo do glutamato em
a-cetoglutarato, gerando também NHs, com utilizacdo NAD* e/ou NADP* como
cofatores. Enquanto humanos expressam duas isoformas distintas de GDH,
codificadas pelos genes GLUD1 e GLUDZ2, a maioria dos outros mamiferos expressa
somente a GDH1, que é especifica para NADP* (27-29). Essas isoenzimas estdo
envolvidas no catabolismo de glutamato e modulagéo das concentragées de aménia,
e estdo envolvidas no processo de secreg¢ao de insulina (30,31). Em mitocdndrias
isoladas nao energizadas, a GDH representa 13% da atividade de fontes de NADPH
mitocondriais no figado, e 8% no cérebro (14,22). Assim, a GDH reduz o NADP ao

catalisar a seguinte reacao reversivel:

L — glutamato + H,0 + NADP* 2 « cetoglutarato + NH, + NADPH

1.3 Estresse oxidativo e estado redox de NADP

Superéxido (O2~) e peroxido de hidrogénio (H202) sado gerados
endogenamente na mitocondria em sitios como a cadeia transportadora de elétrons e
em algumas desidrogenases mitocondriais, como a piruvato desidrogenase e a-
cetoglutarato desidrogenase (32). O O2" e o0 H202 podem reagir com outras moléculas
dando origem a espécies mais reativas, como por exemplo o radical hidroxila (HO") e
o anion peroxinitrito (ONOO"). Essas espécies, e outras que se originam a partir
destas, sdo denominadas coletivamente de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
estdo envolvidas em uma grande variedade de vias de sinalizacdo, mas também

podem reagir com componentes celulares e causar dano a células e tecidos (33).
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Contudo, as mitocéndrias também possuem uma elevada capacidade antioxidante,
de forma que estas organelas agem nao sé como uma fonte de EROs como também

como o principal local de detoxificagdo dessas espécies (34-36).

O equilibrio entre a geracao e eliminagdo de EROs garante que ocorra a
sinalizacao redox, manutencao de integridade estrutural dos componentes celulares
e enovelacao correta de proteinas. O desequilibrio entre geracédo e eliminagcédo de
EROs, resultando em uma maior liberagao desses oxidantes, € denominado estresse
oxidativo e ocasiona danos ao DNA, RNA, membranas e proteinas, além de romper a
sinalizagdo redox fisioldgica (34,37). O estresse oxidativo tem sido associado ao
desenvolvimento e progressao de uma série de desordens que comprometem a saude
humana, tais como processos inflamatérios, intoxicagcées, neoplasias, doencas

neurodegenerativas e envelhecimento (34,36,37).

O O2" gerado na mitocdndria € inicialmente removido cataliticamente pela
enzima superéxido dismutase mitocondrial (SOD2), o que resulta na geracao de H20z2.
(38,39). O H202 resultante da atividade da SOD2, assim como o H202 gerado
diretamente em alguns sitios da mitocéndria, pode ser decomposto a H20 pela
catalase ou metabolizado pelos sistemas de detoxificacao de peréxidos mitocondriais
glutationa peroxidase/glutationa redutase (GR/GPX) e tiorredoxina
redutase/peroxirredoxina (TR/PRX). A detoxificacdo do H202 pela catalase é
independente de NADPH, porém essa enzima n&o € capaz de utilizar hidroperéxidos
organicos como substratos. A catalase é observada em mitocdndrias de coracéo e
figado (40-42), enquanto esta presente em niveis baixos ou indetectaveis em
mitocéndrias de outros tecidos (43,44). Dessa forma, os sistemas GR/GPX e TR/PRX

s&0 0s principais responsaveis pela detoxificacdo de perdxidos na matriz mitocondrial.

Nesse contexto, o NADPH atua como uma importante fonte de poder
antioxidante ao sustentar a metabolizacdo de H202 e hidroperdxidos organicos (R-
OOH) pelos sistemas GR/GPX e TR/PRX (6,45) (Figura 2). A GPX reduz H202 a H20
utilizando-se da glutationa (GSH) como doadora de elétrons, gerando a glutationa
dissulfeto (GSSG). A GSSG por sua vez, sera reduzida pela GR, que utiliza o NADPH
como fonte de elétrons. O sistema TR/PRX atua de maneira similar; para reduzir o
H202 a PRX oxida a tiorredoxina, que por sua vez é regenerada pela TR em uma
reacao que depende dos elétrons provindos do NADPH (46,47). O NADP+* gerado por
essas duas vias de detoxificacdo poderda entdo ser reduzido na mitocéndria pela
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atividade da NNT e de outras fontes de NADPH ja citadas (33-36).

NADP*

R-OOH or H202Y Y
R-OH or HZOAGSSGANADPH

R-OOH or H,0, Y’Tered NADP*
R-OH or HZOA TRXox NADPH

Figura 2. Metabolizacao de peréxidos pelos sistemas GR/GPX e TRX/PRX.
H202 ou R-OOH s&o metabolizados pelos sistemas antioxidantes dependentes de
NADPH, de forma a gerar H-O ou &lcoois (R-OH), respectivamente. Nesse
processo, 0 NADPH gerado pela NNT, IDH2, MEs e GDH fornece poder redutor
para a reducgao da tiorredoxina oxidada (TRX.x) € do GSSG.

Diversos estudos mostraram que a inibicdo ou auséncia de NNT funcional
desencadeia disturbio redox mitocondrial devido a reducao dos niveis de NADPH. A
auséncia de NNT funcional em camundongos e no nematédeo Caenorhabditis
elegans ocasionou diminuicdo da razdo GSH/GSSG, comprometendo a remocéao de
H20:2 e levando ao estresse oxidativo mitocondrial (14,48,49). O silenciamento da NNT
em células PC12 ocasionou reducgéo da razdo de GSH/GSSG e aumento dos niveis
de H202 (50). Similarmente, o silenciamento de Nnt em células N27 foi associado a
uma diminuigdo dos niveis de NADPH e de GSH e uma menor taxa de remogao de
H20:2 e diminuigéo da viabilidade celular (51).

A maioria dos estudos mais recentes sobre a fisiologia da NNT empregou
como modelo camundongos portando uma mutagdo em Nnt (Nnf57BY8)) que ocorreu
espontaneamente e se fixou entre 1970 e 1980 na col6nia de camundongos C57BL/6J
mantida no The Jackson Laboratory (52). Trata-se de uma delecao de 17,5 Kb no DNA
gendmico da Nnt que resulta em uma proteina ndo funcional, cuja expressao nao é
detectavel nos tecidos desses animais (11,53). Camundongos portando a mutacao
NnitC57BL8J s30 conhecidos por apresentar baixa secrecdo de insulina e intolerancia a

glicose (11,49,53), além de outras alteragGes fenotipicas relacionadas ao estresse
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oxidativo. A mutagdo NniC5BY8J foi relacionada ao desequilibrio redox em
mitocéndrias do figado de camundongos, associado a uma menor razdao GSH/GSSG,
menor habilidade mitocondrial de metabolizar peroxidos e maior susceptibilidade a
transicdo de permeabilidade mitocondrial induzida por Ca?* (14,54,55).

Em um contexto mais funcional, foi demonstrado que camundongos
portando a mutagio NnitC57BY8) quando alimentados com uma dieta rica em gordura,
apresentam um agravamento da doenca hepatica ndo alcodlica, com progressao de
esteatose para esteatohepatite nao alcodlica (54). A condi¢ao de dieta rica em gordura
associada a presenga da mutagdo Nnitc57BL8J também foi relacionada ao desequilibrio
redox cérebro de camundongos (22). Outros estudos relacionaram a mutacao
Nnitc57BL8J g outras alteragdes fisiopatoldgicas em camundongos, como por exemplo
disfuncao endotelial, aterosclerose e hipertensdo, ocasionadas pelo aumento de
EROs vascular (55-58).

1.4 Inibidores quimicos da NNT

A contribuicdo da NNT para diferentes situagdes fisioldgicas e patoldgicas
pode ser estudada por meio do uso de técnicas de silenciamento, transgenia e
camundongos portando a mutagédo Nntc57BY8J como exemplificado anteriormente. No
entanto, esses modelos apresentam algumas possiveis desvantagens provenientes
de efeitos adversos em virtude da auséncia de NNT e a possibilidade de
compensacgdes fisioldgicas, como por exemplo, aumentos compensatérios na
expressao e/ou atividade enzimatica de outras fontes de NADPH (33,54). Nesse
sentido, a existéncia de compostos quimicos capazes de inibir a NNT com

especificidade seria de grande valor em algumas abordagens experimentais.

O uso de inibidores quimicos para estudo da NNT vem sendo relatado na
literatura desde os anos 1970 (Tabela 1). Apesar disso, 0s mecanismos de inibicao e
especificidade desses compostos ndo foram abordados sistematicamente em
contextos funcionais. E importante ressaltar que uma menor parte dos estudos
utilizando inibidores quimicos da NNT empregou esses compostos em contextos
funcionais (7 dos 19 consultados no presente trabalho), enquanto na maioria dos
estudos esses compostos foram empregados para analises estruturais e cinéticas da
NNT. Ao longo da histéria de estudos sobre a NNT, foram caracterizados varios
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inibidores quimicos desta proteina, dentre os quais selecionamos os compostos N,N'-
diciclo-hexilcarbodiimida (DCC), 4-cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole (NBD-CI),
palmitoil coenzima A e rhein (4,5-dibydroxyanthraquinone-Z-carboxilico), por terem
sido utilizados com maior frequéncia. As principais caracteristicas desses compostos

serao brevemente apresentadas a seguir.

Tabela 1 — Uso de compostos quimicos inibidores de NNT na literatura.

Inibidor Tipo de estudo Amostra Referéncia
MitocOndrias
permeabilizadas (59)
Particulas (60)
submitocondriais (SMP)
Atividade
DCC
Proteina purificada (61,62)
Funcional Mitocdndrias intactas (63)
MitocOndrias (18)
Atividade permeabilizadas
NBD Proteina purificada (64,65)
. Cardiomiocitos
Funcional permeabilizados (17.66)
Células (51)
MitocOndrias
permeabilizadas (15,18)
. Particulas
Atividade submitocondriais (67)
Palmitoyl-CoA
Proteina purificada (68,69)
_ Células (51)
Funcional o A
Mitocdndrias intactas (40,51)
Atividade Proteina purificada (70,71)
Rhein _ Mitocondrias intactas (72)
Funcional

Figado perfundido (73)




O DCC é um composto organico com propriedade de reacado com grupos
carbonis de aminoacidos, promovendo a inibicdo da NNT em concentracdes
milimolares (60,62). A inibicado da NNT por DCC parece envolver a sua ligagao no sitio
de ligagcdo de NAD(H), impedindo a atividade da enzima. Notadamente, verificou-se
gue NAD(H) protege a NNT do efeito inibitério de DCC (74). Apesar do DCC ser
utilizado em varios estudos como um inibidor da NNT, outras enzimas mitocondriais,

como a ATP sintase, também podem ser inibidas por este composto (75).

O NBD-CI ¢ utilizado em ensaios de fluorescéncia, para marcar grupos
sulfidrilas e terminais N de proteinas. Acredita-se que o NBD-CI tenha a capacidade
de reagir com diferentes grupos funcionais de acordo com o pH em que se encontra;
em pH 7,0 reagiria com tidis e hidroxila fendlico de tirosina, e em pH 8,0 e acima, com
grupos amino. O NBD-CI também pode ser transferido de tirosina para residuos de
lisina em pH mais alto (64). O NBD-CI é considerado na literatura um inibidor eficaz
da NNT, sendo proposto que este efeito ocorra através da modificacdo de alguns
dominios presentes na estrutura molecular da enzima, gerando assim sua inibigdo
(60,65). Apesar do NBD ser utilizado como inibidor da NNT, outros estudos também
mostram que o NBD possui a capacidade de formar um complexo com o citocromo c,
componente da cadeia respiratéria mitocondrial, impedindo que ocorra oxidacoes
geradas por este (76).

O palmitoil coenzima A (palmitoil-CoA) é um derivado de coenzima de acido
graxo que desempenha um papel fundamental na oxidagao e na biossintese de acidos
graxos (77). Esse composto também é referido na literatura como um potente inibidor
da NNT (67). Acredita-se que sua atuacdo como inibidor da NNT ocorra por
competicdo com o sitio de ligacdo do NADP(H), afetando a reacédo de
transidrogenizacao, acoplada ou ndo com o transporte de H* (78). Além de ser
utiizado em alguns estudos como inibidor da NNT, o palmitoil-CoA também foi
utilizado para inibir o canal condutor de anions dependente do pH na membrana
interna de mitocondrias de figado de rato (79) e a piruvato desidrogenase em
mitocéndrias de adipécitos (80).

O rhein € um composto natural derivado do rizoma do ruibarbo, sendo uma
das principais antraquinonas encontradas na espécie de ruibarbo Rheum palmatum L
(81), mas também em outras espécies de Rheum sp, um género de ervas amplamente
utilizadas na medicina popular em alguns paises (82). A possibilidade de utilizacao do
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rhein como farmaco para o tratamento de desordens diversas ja foi explorada em
alguns trabalhos (30,81,83). Foi proposto que o rhein inibe a oxidacao de NADH pela
NNT, sendo que esta inibigdo ocorreria de forma competitiva (70). No entanto, o rhein
também foi descrito na literatura como inibidor competitivo de outras enzimas
dependentes de NAD(H) como o complexo respiratério | e malato desidrogenase
(70,71,84).
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2. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo geral avaliar se os inibidores quimicos da
NNT sao eficazes na inibicao da atividade de NNT sem afetar a funcéo respiratoria
mitocondrial. Diante disso, 0s objetivos especificos foram:

e Determinar a inibicdo das reacgdes direta e reversa catalisadas pela NNT na
presenca de diferentes concentracées de DCC, NBD-CI, palmitoil-CoA e rhein.

e Determinar o efeito na fosforilacdo oxidativa mitocondrial das concentracoes de
DCC, NBD-CI, palmitoil-CoA e rhein que se mostrarem eficazes em inibir a NNT.
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3. MATERIAL E METODOS

Os métodos utilizados no Capitulo | encontram-se descritos na secao
correspondente do artigo que compoe esse item dos Resultados.

3.1 Modelos experimentais

Para a realizagdo dos experimentos do presente trabalho, utilizamos
mitocondrias isoladas de figado de camundongos adultos-jovens com e sem Nnt
funcional (C57BL/6JUnib Nnt+ e C57BL/6JUnib Nnt’, respectivamente) com 3 a 5
meses de idade; ou astrécitos isolados do cértex de camundongos neonatos sem Nnt
funcional (C57BL/6JUnib Nint"), entre 2 a 3 dias de idade.

O uso de camundongos adultos-jovens permite obter quantidade suficiente de
mitocondrias isoladas de figado para os experimentos, enquanto camundongos
neonatos sao necessarios para a obtencao de cultura de astrécitos apresentando boa
viabilidade e proliferacéo.

3.2 Estado redox de NAD(P)

A variacao do estado redox do NAD(P) em mitocéndrias isoladas de figado de
camundongo foi determinada em espectrofluorimetro (Hitachi F-7000) usando
comprimentos de onda de excitagdo e emissado de 366 e 450 nm, respectivamente, e
larguras de fenda de 5 nm. Suspensdes mitocondriais (0,5 mg/mL) foram incubadas
em meio contendo 125 mM de sacarose, 65 mM KCI,10 mM HEPES, 2 mM K2HPOa4,
1 mM MgClz, 1 mM EGTA, 5 mM glutamato e 2,5 mM de malato, com o pH ajustado
para 7,2 com KOH. O sistema mitocondrial metabolizador de peréxido suportado por
NADPH foi desafiado com a adicao de tert-butil hidroperéxido (--BOOH, 10 uM), um
perdxido organico metabolizado através do sistema glutationa peroxidase/glutationa
redutase e tiorredoxina peroxidase/peroxirredoxina, portanto as custas de NADPH
(85). Tais medidas foram feitas em condicao controle na presenca de 0,25% de etanol
ou na presenca de 1, 2 ou 5 uM de NBD-CI. No final da reagao foi feita uma adi¢do do
desacoplador carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP, 1 uM).
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4. RESULTADOS

4.1 Capitulo |

Bicego R, Francisco A, Ruas JS, Siqueira-Santos ES, Castilho RF.

“‘Undesirable effects of chemical inhibitors of NAD(P)* transhydrogenase on

mitochondrial respiratory function.”

Archives of Biochemistry and Biophysics, 692: 108535, 2020.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: NAD(P)" transhydrogenase (NNT) is located in the inner mitochondrial membrane and catalyzes a reversible
Mitochondria hydride transfer between NAD(H) and NADP(H) that is coupled to proton translocation between the inter-
Antioxidant

membrane space and mitochondrial matrix. NNT activity has an essential role in maintaining the NADPH supply
for antioxidant defense and biosynthetic pathways. In the present report, we evaluated the effects of chemical
compounds used as inhibitors of NNT over the last five decades, namely, 4-chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-Cl),
N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC), palmitoyl-CoA, palmitoyl-L-carnitine, and rhein, on NNT activity and
mitochondrial respiratory function. Concentrations of these compounds that partially inhibited the forward and
reverse NNT reactions in detergent-solubilized mouse liver mitochondria significantly impaired mitochondrial
respiratory function, as estimated by ADP-stimulated and nonphosphorylating respiration. Among the tested
compounds, NBD-Cl showed the best relationship between NNT inhibition and low impact on respiratory
function. Despite this, NBD-CI concentrations that partially inhibited NNT activity impaired mitochondrial res-
piratory function and significantly decreased the viability of cultured Nnt~/~ mouse astrocytes. We conclude that
even though the tested compounds indeed presented inhibitory effects on NNT activity, at effective concentra-

Reactive oxygen species
Redox balance
NAD(P)H

tions, they cause important undesirable effects on mitochondrial respiratory function and cell viability.

1. Introduction

The transmembrane mitochondrial protein NAD(P)" trans-
hydrogenase [also known as nicotinamide nucleotide transhydrogenase
(NNT)] is uniquely able to directly connect matrix NAD(H) and NADP
(H) pools and the proton-motive force across the inner membrane.
Structurally, NNT is composed of three domains; domains [ and III are
hydrophilic and have binding sites for NAD and NADP, respectively,
while domain II is hydrophobic and is a transmembrane pathway
through which protons translocate [1]. NNT forms dimers, whose
monomers act in an anti-phase way; domain III (NADP(H)-binding) flips,
allowing proton translocation across the inner mitochondrial membrane
one moment and favoring hydride transfer between NAD(H) and NADP
(H) the next [2]. The NNT reaction is reversible and occurs to generate
NADPH (forward) in most physiological conditions [3], while the
reverse NNT reaction may be relevant to certain physiological and
pathological circumstances [4-6].

* Corresponding author.
** Corresponding author.

Recently, increased attention has been drawn to NNT pathophysio-
logical roles after the discovery of a spontaneous Nnt mutation in
C57BL/6J mice [7,8] and disease-causing Nnt mutations in humans
[9-11]. Interestingly, Nnt silencing reduced the growth of cancer cell
lines, suggesting that NNT might be a therapeutic target in some cancers
[12-14]. In this sense, the search for suitable NNT inhibitors would be
an expected approach.

Over the last five decades, several compounds have been used to
inhibit NNT activity to elucidate the functional mechanisms of NNT, its
influence on mitochondrial and cellular metabolism, and/or its patho-
physiological roles. Among the compounds employed as NNT inhibitors,
4-chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-Cl), N,N’-dicyclohexylcarbodiimide
(DCC), palmitoyl-CoA, and 4,5-dihydroxyanthraquinone-2-carboxylic
acid (rhein) catch greater attention because of their recurrence in
specialized literature. The use of these compounds as NNT inhibitors is
briefly described next.

NBD-Cl was first employed to study functional mechanisms of NNT
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[15,16], and later studies used NBD-CI to inhibit NNT in both cells and
isolated mitochondria [6,17,18]. NNT inhibition by NBD-Cl is mediated
by its reaction with cysteines and lysines near the NADP(H)-binding site
[15,16]. DCC has been employed as an NNT inhibitor since early studies
on NNT mechanisms and function [19-21]. These studies suggested that
DCC inhibits NNT allosterically by interfering with substrate binding at
the NAD(H) site and by inhibiting catalytic activity and proton trans-
location [22]. Rhein, an anthraquinone naturally found in rhubarb
species used as medicinal herbs, was employed as an NNT inhibitor at
the very beginning of NNT functional characterization. Rhein was pro-
posed to be a competitive inhibitor of NNT activity [23,24] and used to
preclude NNT activity in isolated rat liver mitochondria [25].

In contrast to the above-described compounds, palmitoyl-CoA
naturally occurs in the cytosol and mitochondrial matrix, taking part
in the biosynthesis of sphingolipids and p-oxidation [26]. However,
studies using preparations of purified NNT and submitochondrial par-
ticles [27-29] indicated that palmitoyl-CoA might be a potent compet-
itive NNT inhibitor [27]. More recently, palmitoyl-CoA has also been
employed to inhibit NNT in cell lines and isolated mitochondria from
humans and mice [18,30-32].

Although the abovementioned compounds have been used as NNT
inhibitors, it remains doubtful whether they are suitable to be employed
in pathophysiological contexts [5]. In view of possible problems related
to the selectivity of NNT inhibitors, the present study systematically
characterized the NNT inhibitors most frequently found in the literature
concerning their inhibitory effects on forward and reverse NNT re-
actions and mitochondrial respiratory function.

2. Material & methods

Reagents - 3-Acetylpyridine adenine dinucleotide (APAD; catalog
number: A5251), adenosine diphosphate monopotassium salt (ADP; cat.
A5285), L-carnitine hydrochloride (cat. C0283), 4-chloro-7-nitrobenzo-
furazan (NBD-Cl; cat. 163260), N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC;
cat. D3128), r-glutamic acid potassium salt (cat. G1501), lysolecithin
(cat. L5254), r-malic acid (cat. M1000), NADH dipotassium salt (cat.
N4505), NADPH tetrasodium salt (cat. N1630), oligomycin (cat.
04876), palmitoyl-L-carnitine chloride (cat. P1645), palmitoyl coen-
zyme A (palmitoyl-CoA) lithium salt (cat. P9716), rhein (cat. R7269),
rotenone (cat. R8875), and most other chemicals were obtained from
Merck (St. Louis, MO, USA). Thionicotinamide adenine dinucleotide
phosphate potassium salt (thio-NADP, cat. sc-394300) was purchased
from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA). Stock solutions of
ADP, glutamate, and malate were prepared by dissolving the compounds
in water and adjusting the pH to 7.2 with KOH.

Stock solutions of the NNT inhibitors were prepared according to
their chemical features as follows: NBD-Cl was dissolved in ethanol (for
experiments with isolated mitochondria) or DMSO (for experiments
with astrocytes), DCC was dissolved in methanol, palmitoyl-L-carnitine
chloride and palmitoyl-CoA lithium salt were dissolved in water, and
rhein solution was prepared in 0.1 M NaOH.

Animals — Adult female C57BL/6/JUnib mice (3-5 months old) were
obtained from the Campinas University Multidisciplinary Center for
Biological Research in Laboratory Animal Science (CEMIB/UNICAMP,
Campinas, Brazil). C57BL/6/JUnib mice are homozygous for wild-type
Nnt alleles (Nnt™*). Adult female and neonate mice of the strain
C57Unib.B6-Nnt~/~, which are homozygous for the mutated Nnt®>751/6)
allele (Nnt™’/ 7), were obtained from a colony maintained at a local de-
partment’s animal facility. C57BL/6/JUnib and C57Unib.B6-Nnt /™
mice are comparable to each other since they share the same genetic
background, as described previously [33,34]. Before the experiments,
the animals were maintained under standard laboratory conditions
(22-24 °C and 12/12-h light/dark cycle) with free access to tap water
and standard diet (NuvilabCR1, Nuvital, Colombo, PR, Brazil). Adult
mice were euthanized by cervical dislocation prior to harvesting the
liver for mitochondrial isolation. Mouse neonates were euthanized by
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decapitation after inhalation anesthesia with isoflurane.

Mouse use and experimental protocols were approved by the local
Committee for Ethics in Animal Research (CEUA - University of Cam-
pinas, approval numbers 4715-1/2017 and 4906-1/2018). The animal
procedures complied with the Brazilian National Council Control in
Animal Experiments (CONCEA) guidelines, the National Institutes of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publi-
cations No. 8023, revised 1978) and the Animal Research: Reporting of
In Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines.

Mitochondrial Isolation - Intact mitochondria were isolated from
the livers of adult female mice by tissue homogenization and differential
centrifugation as described previously [31]. The protein concentrations
of mitochondrial suspensions were determined using a Bradford protein
assay (cat. B6916, Merck) in the presence of 0.1% Triton X-100 (cat.
T9284, Merck).

Oxygen consumption measurements — Mitochondrial respiration
was determined using a high-resolution oxygraph (OROBOROS
Oxygraph-2k, Innsbruck, Austria). Mitochondrial suspensions (0.5 mg/
mL) were incubated in medium containing 125 mM sucrose, 65 mM KCl,
10 mM HEPES, 2 mM Ky;HPO4, 1 mM MgCl;, 1 mM EGTA, 5 mM
glutamate and 2.5 mM malate, with the pH adjusted to 7.2 with KOH.
The tested compounds were added at the beginning of assays at the
concentrations indicated in the figures. The maximal concentrations of
ethanol, methanol and NaOH in the incubation medium were 0.25%.
0.05% and 0.1 mM, respectively. The same amounts of these compounds
were tested in controls, and they did not significantly change the eval-
uated parameters by themselves. The oxygen consumption rate was
measured after the addition of 500 uM ADP (ADP-stimulated respira-
tion, state 3) and in the nonphosphorylating respiratory state (state 4,)
induced by the addition of 1 pg/mL oligomycin.

NNT activity — The progress of the forward transhydrogenase re-
action was monitored spectrophotometrically at 400-460 nm as the
reduction of thio-NADP™ (300 pM) by NADH (300 pM), as described
elsewhere [35,36]. The reverse transhydrogenase reaction was spec-
trophotometrically followed at 375-425 nm as the reduction of APAD
(300 pM) by NADPH (300 pM), as described previously [34]. Both the
forward and reverse reactions were evaluated using 200 pg/mL mito-
chondrial protein in medium containing 50 mM Tris buffer (pH 7.2),
300 pg/mL lysolecithin, 0.5% Brij-35 and 2 pM rotenone. The tested
compounds were added at the beginning of the assays at the concen-
trations indicated in the figures. The maximal concentrations of ethanol,
methanol and NaOH in the incubation medium were 0.25%. 0.8% and
0.2 mM, respectively. The same amounts of these compounds were
tested in controls, and they did not significantly change the activity
measurements by themselves. The specific enzymatic activities were
determined using the data points between 0.5 and 2.5 min after initi-
ating the reactions by the addition of NADH or NADPH. The slopes of
absorbance over time were converted to mU/mg using molar extinction
coefficients of 10.6 mM ‘cm ! for reduced thio-NADP and 5.1
mMlem ™! for reduced APAD [35,37].

Astrocyte cell culture - Primary cultures of astrocytes were pre-
pared from the cerebral cortices of five or six C57Unib.B6-Nnt ™/~ neo-
nates at postnatal day 2, as described elsewhere [38,39] but with minor
modifications. After inhalatory anesthesia with isoflurane, the neonates
were cleaned with 70% ethanol and euthanized by decapitation. The
brains were removed and washed in phenol red-free Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s medium containing 4.5 g/L glucose, 100 units/mL penicillin
and 100 pg/mL streptomycin (DMEM). The meninges, olfactory bubs
and cerebellum were removed to retrieve the cortices, which were
minced and incubated in 30 pM trypsin at 37 °C. After 20 min, culture
medium (DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum) contain-
ing 1 mg/mL DNAse was added to the trypsin-digested tissue. The cells
were dissociated with a serum-coated pipette, and the homogenate was
filtered through a 100 pm mesh cell strainer. Next, the homogenate was
centrifuged at 1000 rpm for 10 min, and the pellet was resuspended in
culture medium supplemented with 4% bovine serum albumin and
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centrifuged again. The resulting cells were plated in a 75 cm? culture
flask with Cell+ Surface (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) containing
culture medium at 37 °C in a humidified 5% CO, atmosphere. After
three days, the flask was placed in an orbital shaker at 230 rpm for 3 h.
Then, the medium was discarded, and the astrocytes that remained
adhered to the flask were maintained in culture. Astrocytes at passages
2-3 were seeded in 24-well tissue culture plates (15,000 cells/cm?;
growth area: 1.9 cm?). After 12 h, some wells were analyzed for cell
number and viability (t = 0 h), while in the remaining wells, the medium
was replaced with culture medium containing 0.05% DMSO or NBD-Cl
at 5, 10 or 20 pM. After 48 h, the astrocyte cultures were photo-
graphed on a Leica DM IRB inverted microscope (Leica Inc., Foster City,
CA, USA) and analyzed for cell number and viability.

Astrocyte counting — To count the number of viable cells, the me-
dium was removed from the wells at t = 0 h or t = 48 h (after incubation
with NBD-Cl or DMSO), and the adhered astrocytes were trypsinized and
centrifuged. The cell pellets were suspended in 0.4% trypan blue (cat.
T6146, Merck) in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4), and then the
viable cells were counted in a Neubauer chamber.

Astrocyte viability — Cellular viability was evaluated by the
reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide (MTT) to formazan crystals by metabolically active cells, as
described previously [40]. Briefly, the medium was removed from wells
att=0h ort=48h, and the adhered astrocytes were washed once with
PBS. Then, 1 mL of a 1 mg/mL MTT solution in phenol-free DMEM was
added to the wells. After incubation for 90 min at 37 °C, an equal volume
of 10% SDS in 0.01 M HCl was added to each well and incubated
overnight. The amount of blue formazan generated was determined
spectrophotometrically by the differential absorbance at 570-650 nm.

Cell viability was also analyzed using the CellTiter-Glo assay
(Promega, cat. G5771), which determines ATP content. Briefly, the
medium was removed from the wells at t = 0 h or t = 48 h, and the
adhered astrocytes were washed once with PBS. Next, the astrocytes
were lysed by adding 1 mL of a solution containing 25 mM Tris buffer
(pH 7.8), 2 mM DL-dithiothreitol, 2 mM EDTA, 10% glycerol, and 1%
Triton X-100 as previously described [41]. Then, the ATP content of the
cell lysate was measured following the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis — Data are shown as the mean + standard de-
viation of samples represented by individual symbols in bars. In

A B

NNT Activity - Forward

NNT Activity - Reverse
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experiments using mitochondria, each data point represents an experi-
ment performed with independent mitochondrial isolation. In cell cul-
ture experiments, each data point represents an independent experiment
performed with a different passage and/or astrocyte culture. Since the
normality assumptions were met, data were analyzed by either repeated
measurements one-way or two-way ANOVA, where appropriate, fol-
lowed by Bonferroni post hoc test, at the minimal significance level of
0.05. GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was
used for statistical analysis and plotting graphs.

3. Results

3.1. Effects of chemical compounds on NNT activity and mitochondrial
respiratory function

In Fig. 1, panels A and B show typical traces of enzymatic assays for
the forward and reverse NNT reactions, respectively, obtained in
detergent-solubilized mouse liver mitochondria. Upon the addition of
NADH or NADPH, a progressive and stable increase in absorbance sig-
nals was observed due to the reduction of thio-NADP" or APAD (NADP™
and NAD" analogs), respectively. Negative control experiments were
conducted using liver mitochondria isolated from Nnt~/~ mice, and they
showed no progressive increase in absorbance after either NADH or
NADPH addition, validating experimental conditions for the evaluation
of usual NNT chemical inhibitors. Fig. 1C depicts a representative trace
of the classic evaluation of respiratory function in isolated mitochon-
dria, including the determination of ADP-stimulated respiration (“state
3”) and nonphosphorylating respiration (“state 4ojigomycin” OF “state 4,”)
upon addition of the ATP synthase inhibitor oligomycin. The respiratory
control ratio, a classic parameter for estimating mitochondrial bio-
energetic function [42,43], was the ratio between the values of respi-
ratory states 3 and 4,. Next, these experimental protocols were
employed to evaluate the effects of the compounds NBD-CI, DCC,
palmitoyl-CoA, palmitoyl-i-carnitine, and rhein on mitochondrial NNT
activity and respiratory function.

NBD-Cl caused complete inhibition of the forward (Fig. 2A) and
reverse (Fig. 2B) NNT reactions at concentrations of 40 and 20 pM,
respectively. However, NBD-Cl at concentrations nearly one order of
magnitude lower induced a significant decrease in respiratory control

C
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o Y] —
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0.0 T T T T 1 0.0 "= r r 1 140 T T '

0 1 2 3 4 5 0 1 3 4 5 0 1 2 3

Time (min)

Time (min)

Time (min)

Fig. 1. Representative traces of NNT activity and mitochondrial respiratory function assays. (A) Forward mode of NNT activity was assessed in detergent-
solubilized liver mitochondria by monitoring the increase in differential absorbance (400-460 nm) due to thio-NADP* reduction. After 1.5 min of mitochondrial
incubation, the reaction was initiated by the addition of 300 pM NADH, as indicated by the arrow. The blue trace represents an experiment performed with Nnt™/*
mitochondria, while the red trace represents the corresponding experiment with Nnt™/~ mitochondria, which were used to validate the assay. (B) Reverse mode of
NNT activity was determined in detergent-solubilized liver mitochondria by measuring the increase in differential absorbance (375-425 nm) due to APAD reduction.
After 1.5 min of mitochondrial incubation, the reaction was initiated by 300 pM NADPH. (C) The oxygen consumption rate by intact mouse liver mitochondria was
determined in medium containing glutamate and malate as respiratory substrates. Where indicated by the arrows, 500 pM ADP was added to the reaction medium,
followed by 1 pg/mL oligomycin, inducing ADP-stimulated (state 3) and nonphosphorylating respiratory states (state 4,), respectively. The respiratory control ratio
(RC) was determined by the ratio between respiratory states 3 and 4,. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the
Web version of this article.)
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ratio due to both inhibition of ADP-stimulated and increased non-
phosphorylating respiration (Fig. 2C and D). Preincubation of mito-
chondrial suspensions with NBD-Cl (2-5 pM) for 20 min did not increase
the inhibitory effect of this compound on NNT activity, while the pre-
incubation period alone worsened the respiratory control ratio (Fig. S1).

DCC caused a dose-dependent inhibition of NNT activity, and at a
concentration of 800 pM, DCC nearly completely inhibited the forward
and reverse NNT reactions (Fig. 3A and B). DCC at much lower con-
centrations (e.g., 5 pM) strongly decreased the respiratory control ratio
due to inhibition of ADP-stimulated respiration and increasing non-
phosphorylating respiration (Fig. 3C and D).

Palmitoyl-CoA concentrations up to 1000 pM and 300 pM were
required for complete inhibition of the forward (Fig. 4A) and reverse
(Fig. 4B) modes of NNT activity, respectively. However, palmitoyl-CoA
at concentrations two orders of magnitude lower already triggered a
significant decrease in the respiratory control ratio, mostly due to an
inhibition of ADP-stimulated respiration (Fig. 4C and D). Similar results
on NNT activity and mitochondrial respiratory function were obtained

when palmitoyl-CoA was incubated in the presence of carnitine (2 mM)
(Fig. 5A-D). Carnitine was included in these assays because palmitoyl-
CoA does not freely permeate the mitochondrial inner membrane. In
the presence of carnitine, the enzyme carnitine palmitoyltransferase I in
the outer membrane catalyzes the transfer of the palmitoyl group from
palmitoyl-CoA to carnitine, forming palmitoylcarnitine. Palmi-
toylcarnitine is transported to the mitochondrial matrix, where it is
converted back into palmitoyl-CoA by carnitine palmitoyltransferase II
[26].

Palmitoyl-L-carnitine shows a weak inhibitory effect on the NNT
forward reaction, with only 21.9 + 5.2% inhibition at 1000 pM
(Fig. 6A). The most potent inhibitory effect of palmitoyl-i-carnitine was
observed on the NNT reverse reaction, with 78.5 + 7.8% inhibition at
1000 pM (Fig. 6B). Palmitoyl-L-carnitine at concentrations one order of
magnitude lower resulted in a strong inhibition of ADP-stimulated
respiration (Fig. 6C), significantly decreasing the respiratory control
ratio (Fig. 6D).

Finally, the effect of rhein on NNT activity was tested. Only partial
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inhibition (22.3 £+ 1.9 and 20.7 + 2.1%) of the forward and reverse NNT
reactions was observed in the presence of 40 pM rhein (Fig. 7A and B).
Due to the strong orange color of rhein, it was not possible to test con-
centrations of this compound higher than 80 pM and 40 pM in the NNT
forward and reverse enzymatic assays, respectively. At 40 pM, rhein
caused an increase in nonphosphorylating respiration and a nonsignif-
icant trend in inhibition of ADP-stimulated respiration (Fig. 7C).
Therefore, an important decrease (50.8 + 5.8%) in the respiratory
control ratio was observed in the presence of 40 pM rhein (Fig. 7D).

In Fig. 8, panels A and B summarize the results of all tested chemical
compounds in the inhibition of forward and reverse NNT reactions,
respectively, and their effects on the respiratory control ratio. In these
charts, the more towards the right the line is placed, the better the NNT
inhibition by the compound concerning the relationship between NNT
inhibition and side effects on mitochondrial respiratory function.
Among the tested compounds, NBD-Cl showed the best relationship
between NNT inhibition and low impact on respiratory control, while
the worst relationships were observed for DCC and palmitoyl-i-
carnitine.

3.2. NBD-CI at concentrations that partially inhibit NNT activity is toxic
to cultured Nnt ™/~ astrocytes

The results described above indicated NBD-CI as the most effective
NNT inhibitor. In this sense, the effects of this compound at concen-
trations that were partially effective in inhibiting NNT activity on the
viability of mouse astrocytes in primary culture were tested (Fig. 9).
Astrocytes from Nnt ™/~ mice were used to ensure that the effects of NBD-
Cl were independent of NNT inhibition. Astrocyte viability was evalu-
ated by the number of viable cells, MTT assay and ATP cellular levels
after a 48 h incubation period at different concentrations of NBD-CI (5,
10 and 20 pM). Panels A, B and C show representative microphoto-
graphs of the astrocytes, evidencing toxic effects of NBD-Cl at 10 and 20
pM. Cell shrinkage and rounding, typical features of apoptosis, were
observed after incubation in the presence of NBD-Cl. A significant
decrease in astrocyte viability was observed at 10 and 20 pM NBD-Cl
(Fig. 9D and F). The MTT assay was the least sensitive test for NBD-Cl
toxicity (Fig. 9E), which is possibly explained by the presence of resid-
ual MTT reduction activity in dying astrocytes.
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4. Discussion

Chemical inhibitors have been used to reveal the mechanisms of NNT
and its physiological roles since early reports on its activity. Here, we
revisited some of the compounds historically referred to as NNT in-
hibitors to evaluate their selectivity and suitability for intact isolated
mitochondria. Among these inhibitors, NBD-Cl was the most promising
one, even though NBD-Cl concentrations that partially inhibited NNT
activity impaired mitochondrial respiratory function and were toxic to
primary cultured Nnt~/~ astrocytes. The absence of NNT activity in these
astrocytes dismisses speculation that such toxicity is due to NNT inhi-
bition by NBD-Cl. A detailed discussion about the features of each in-
hibitor is presented below.

NBD-Cl reacts primarily with sulfhydryl groups, but it can also react
with amino and phenolic hydroxyl groups [16,44,45]. NNT inhibition by
NBD-Cl is mainly attributed to the latter’s reaction with cysteine sulf-
hydryl groups (BCys-147 and BCys-260 of Escherichia coli trans-
hydrogenase) [15,16]. Nevertheless, NBD-Cl can inhibit both the

synthetic and hydrolytic activities of mitochondrial ATP synthase by a
covalent reaction with the phenolic hydroxyl group of tyrosine
(BTyr-311 of bovine ATP synthase) in a catalytic site of p subunits
[46-48]. Approximately 150 pM NBD-Cl fully inhibited the ATP syn-
thase activity of Escherichia coli [49], while 100 pM NBD-CI almost
completely inhibited the activity of ATP synthase from bovine heart
after a 60 min incubation [50]. These NBD-Cl concentrations are at least
twice as large as those required to fully inhibit NNT activity as reported
here.

NBD-CI has been recently employed as an NNT inhibitor [6,17,18].
Although NBD-Cl presented the best performance among the tested
compounds concerning NNT inhibition, with less impairment of mito-
chondrial respiratory function, the present report did not validate this
inhibitor for functional studies in intact mitochondria or cells. However,
this compound might be a prototype for chemical NNT inhibitors. In
fact, NBD-Cl derivatives of CoA and dephospho-CoA were reported to be
strong NNT inhibitors possibly by interacting with both NADP(H) and
NAD(H) binding sites of the enzyme [51].
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In some previous studies, samples were preincubated with NBD-Cl to
potentiate its inhibitory effects on either ATP synthase or NNT [15,16,
46,49,50,52]. Under our experimental conditions, a 20 min pre-
incubation did not significantly increase the inhibitory effect of NBD-Cl
on NNT activity, while it worsened mitochondrial respiratory function
under control conditions. Interestingly, the preincubation period did not
further worsen the respiratory function of the NBD-Cl-treated mito-
chondria to the same extent as it affected mitochondria incubated in
control conditions (see Fig. S1). Functional groups of several mito-
chondrial proteins might suffer changes during the 20-min pre-
incubation under control conditions, e.g., oxidation of sulthydryl groups
[53], which were already rapidly modified in the presence of NBD-Cl
[44,45,54]. Regarding the other compounds tested, a more detailed
study on the effect of time of incubation on their inhibitory action was
not performed, since (i) according to the literature, the time effect is not
particularly intense and/or (ii) because of the great disparity between
NNT inhibition and the effects on mitochondrial function.

In addition to inhibiting NNT, DCC has been described as a potent
inhibitor of other mitochondrial enzymes or proteins, such as respiratory
complexes (I, IIl and IV), ATP synthase, voltage-dependent anion
channel and mitochondrial uncoupling protein [55-58]. Since DCC
typically reacts with carboxyl groups [59], DCC-reactive glutamyl and
aspartyl residues are the main sites related to the inhibition of these
proteins. Low concentrations of DCC can inhibit ATP synthase as a result
of its reaction with a glutamyl residue in the f§ subunit of the F; region
(E. coli pGlu-192, bovine pGlu-199) [47,60,61]. DCC can also bind the
ATP synthase F, region, inhibiting proton translocation and the ATPase
activity of the coupled F,F; complex [62]. These different targets of DCC
on mitochondria align well with the strong inhibitory effect of this
compound on respiratory function at 5 pM without significant NNT in-
hibition at this concentration.

Nonspecific mitochondrial effects were also expected for palmitoyl-
CoA. Free unbound long-chain acyl-CoA esters are estimated to occur
in living liver cells at concentrations below 0.2 pM and to never exceed
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Fig. 6. Effects of palmitoyl-L-carnitine on forward and reverse modes of NNT activity and mitochondrial respiratory function. Mitochondrial suspensions
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carnitine on the mitochondrial NNT forward reaction (A), the NNT reverse reaction (B), and respiratory function (C). Respiratory control ratios (D) were calculated
using the data shown in panel C. *Significantly different from control, p < 0.05; **significantly different from control, p < 0.01.

1 pM [63]. Acyl-CoA thioesters and their long-chain fatty acids (e.g.,
palmitic acid) can interact with membranes and mitochondrial compo-
nents [64-66]. At micromolar concentrations, palmitoyl-CoA de-
polarizes mitochondrial membrane potential and inhibits enzymes
related to fatty acid synthesis and some mitochondrial transmembrane
carriers [63,65]. Furthermore, long-chain fatty acids strongly affect the
respiratory function of isolated mitochondria, which may explain
metabolic dysfunctions in patients with disorders causing the accumu-
lation of these compounds [67-69]. Interestingly, the size of the fatty
acid moiety is relevant to the reported inhibitory effects of fatty acids
and acyl-CoA thioesters on mitochondrial targets, with the strongest
effect with chain lengths of 12-18 carbons [27,66,70]. This feature
could be related to these compounds fitting the binding sites best, with
palmitoyl-CoA usually exerting competitive inhibition [66].

Regarding NNT activity, the inhibitory effect of palmitoyl-CoA is
competitive with respect to NADP(H). This might occur because of an
interaction between the fatty acid moiety of palmitoyl-CoA and a hy-
drophobic region close to or in the NADP(H)-binding site, since such

inhibition cannot be explained by a structural similarity between NADP
(H) and palmitoyl-CoA [27]. Nonetheless, in the set of experiments
presented here, palmitoyl-CoA at concentrations two orders of magni-
tude lower than those inhibiting NNT activity significantly impaired
mitochondrial respiratory function. It is worth noting that the concen-
tration of NADP(H) employed here (i.e., 300 pM) is within the range of
those observed in the mitochondrial matrix of most tissues (e.g., brain,
heart, kidney) [6,34,71,72] and lower than those measured for liver
mitochondria [31,73,74].

Despite the effects mentioned above, palmitoyl-CoA is unable to
permeate the intact mitochondrial membrane by itself and depends on
its conversion to permeable forms to reach targets inside mitochondria.
In this sense, the present study also addressed approaches that would
allow the entrance of the palmitoyl moiety, namely, the use of palmitoyl-
L-carnitine and palmitoyl-CoA plus carnitine [26]. These permeable
forms also proved to be quite toxic to isolated mitochondria, with minor
effects on NNT activity. Interestingly, a previous report has shown that
the use of 20 pM palmitoyl-L-carnitine as a respiratory substrate for
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Fig. 7. Effects of rhein on forward and reverse modes of NNT activity and mitochondrial respiratory function. Mitochondrial suspensions were incubated in
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reaction (A), the NNT reverse reaction (B), and respiratory function (C). Respiratory control ratios (D) were calculated using the data shown in panel C. *Significantly

different from control, p < 0.05; **significantly different from control, p < 0.01.

intact isolated liver mitochondria did not worsen the NNT-mediated
mitochondrial ability to metabolize peroxide [33]. Thus, despite the
importance of studies on the competitive inhibition of NNT activity by
palmitoyl-CoA [27] and the possibility of using this inhibitor as a pos-
itive control in enzymatic assays [18,27,31], its use for functional
analysis in intact mitochondria has yet to be validated.

Rhein was previously described as a competitive inhibitor of several
NAD(H)-dependent enzymes in addition to NNT, such as respiratory
complex I, NAD(P)H quinone oxidoreductase, lactate dehydrogenase,
and malate dehydrogenase [23,24,75]. This inhibitor may act between
the substrate and the flavin of these enzymes, competing with respect to
both NAD" and NADH [24,75]. However, in the case of NNT, the
inhibitory effect of rhein would not be site-specific [27] and would vary
according to NAD and NADP concentrations [23,24]. Previous studies
reported that 16.6 uM rhein was able to inhibit approximately 80% of
purified beef heart complex I activity and 50% of NNT activity of sub-
mitochondrial particles in the presence of a low NAD(P) concentration
(20 pM) in the assays [23,24]. Under our experimental conditions, a

similar concentration of rhein (i.e., 20 pM) inhibited only approximately
15% of NNT activity in detergent-solubilized mitochondria and led to an
important impairment of mitochondrial respiratory function. These data
suggest that (i) rhein is more effective as an NNT inhibitor in purified
enzymatic systems, probably due to a scavenging effect of other proteins
present in the samples, as also observed elsewhere [23,24] and (ii)
respiratory complex I and other mitochondrial components are affected
to a larger extent than NNT by rhein, which at least in part would explain
our results showing only a slight NNT inhibition but an important
impairment of mitochondrial respiratory function in the presence of
micromolar rhein concentrations.

The results presented here indicated that frequently used chemical
NNT inhibitors can compromise mitochondrial respiratory function at
concentrations able to partially preclude NNT activity. Such impairment
of mitochondrial respiratory function by the tested compounds is un-
likely to be mediated by their effects on NNT activity. Indeed, the in-
hibition of NNT activity was achieved only at concentrations of
inhibitors one or two orders of magnitude higher than those that exerted
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effects on respiratory function. Besides, previous studies showed that the
lack of NNT activity in mouse does not impair the respiratory function of
isolated liver and brain mitochondria [33,34].

It is worth noting that NNT function can be evaluated using animal
models or cells with the spontaneous Nnt®>”2%) mutation or using ge-
netic tools to reduce or ablate Nnt expression [13,14,34,76,77]. How-
ever, even these Nnt mutant models may present disadvantages related
to adaptive responses to genetic modifications, such as compensatory
increases in other enzymes (e.g., NADP-dependent isocitrate dehydro-
genase and malic enzyme) or side effects due to the lack of NNT. In this
sense, suitable chemical NNT inhibitors would be of great value in some
experimental approaches. Hopefully, new and better chemical inhibitors
can be designed based on recent studies on NNT structure and function
[1,2].

We concluded that none of the chemical NNT inhibitors evaluated
here were effective for functional studies with intact mitochondria or
cells, and the use of any of these compounds as NNT inhibitors should be
avoided or only done after a careful evaluation of their nonspecific
mitochondrial and nonmitochondrial effects.
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SUPPLEMENTARY DATA

Undesirable Effects of Chemical Inhibitors of NAD(P)* Transhydrogenase on
Mitochondrial Respiratory Function

Rafaela Bicego, Annelise Francisco, Juliana S. Ruas, Edilene S. Siqueira-Santos, Roger F. Castilho
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Fig. S1. Effect of 20-min preincubation with NBD-CI on forward and reverse modes of
NNT activity and mitochondrial respiratory function. Mitochondrial suspensions were
incubated in the absence (control) or in the presence of NBD-CI. Mitochondria were analyzed
at 37 °C immediately (0 min) or after 20 min of preincubation at 22 °C with NBD-CI (5 uM and
2 uM for the forward and reverse reactions, respectively) or its solvent, ethanol. The effects of
preincubation with NBD-Cl on the NNT forward reaction (A), the NNT reverse reaction (B), and
respiratory function (C) were assessed. *Significantly different from the respective control, p <
0.01; **significantly different from the respective control, p < 0.001; #significantly different from
the respective condition at “0 min”, p < 0.001.
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4.2 Capitulo Il - Avaliacao da capacidade mitocondrial de
metabolizacao de t-BOOH na presenca de NBD-CI

Considerando a contribuicio da NNT para a produgcdo de NADPH
mitocondrial, espera-se que sua inibicdo acarrete uma diminuicdo da capacidade
mitocondrial de metabolizar peréxidos, como visto em estudos anteriores utilizando
camundongos com e sem NNT funcional (14,22). Nesse sentido, decidimos avaliar se
inibidores quimicos da NNT teriam efeito sobre a metabolizacdo de perdxido por
mitocdndrias isoladas. Para isso escolhnemos o NBD-CI ja que, dentre os compostos
testado no Capitulo |, esse apresentou a melhor relacdo entre inibicdo de NNT e

menor inibigdo do controle respiratorio mitocondrial.

Nesse experimento, o estado redox de NAD(P) foi acompanhado em
espectrofluorimetro durante a metabolizagdo de t-BOOH, um peroxido organico que é
metabolizado exclusivamente por sistemas de detoxificagdo dependentes de NADPH
(ie. GR/GPX e TR/PRX). Somente o NAD(P) no estado reduzido emite um forte sinal
de fluorescéncia enddgena, a qual é captado pelo equipamento no comprimento de
onda de 450 nm, com excitacao a 366 nm. Durante a metaboliza¢ao do t-BOOH, esses
sistemas de detoxificagdo utilizam o poder redutor no NADPH para se regenerar,
enquanto este é oxidado, provocando uma queda na fluorescéncia (Figura 2A, B).
ApGs a metabolizacao do t-BOOH ocorre o retorno da fluorescéncia para patamares
similares ao inicial devido ao retorno do NAD(P) ao estado reduzido. A adicdo do
protonéforo FCCP ao fim do tragado provoca a oxidagéo de todo o NADP, permitindo

visualizar a fragdo deste que ainda se encontrava reduzida.

Os resultados mostram que mesmo a menor concentragdo de NBD-Cl testada
ocasionou diminuicao significativa do tempo de metabolizacado de t-BOOH em relacao
as mitocondrias Nnt* em condigdes controle (Figura 2A, C). Além disso, o aumento
do tempo de metabolizacao de t-BOOH foi diretamente proporcional as concentracdes
de NBD-CI testadas (Figura 2C) e portando relacionada a diminuigdo na capacidade
mitocondrial de metabolizar t-BOOH (Figura 2D). Foram utilizadas concentragdes de
NBD-CI até 5 uM porque nesta concentracao ja ocorre um efeito de aproximadamente
50% de inibicao do controle respiratério, como mostrado no Capitulo I.
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Figura 2. Metabolizacao de t-BOOH por mitocondrias isoladas na presenca
de NBD-CI. Mitocéndrias isoladas de figado foram suspensas (0,5 mg/mL) em
meio de reacdo padréo suplementado com malato (2,5 mM) e glutamato (5 mM).
Os sistemas de metabolizagdo de peroxido mitocondriais foram desafiados com
adicao de t-BOOH (10 uM). (A) Tragados representativos mostrando mitocéndrias
Nnt+ metabolizando t-BOOH em condigGes controle ou na presenca de 2 pM de
NBD-CI desde o inicio da reagdo. (B) Tracado representativo da metabolizagdo
de t-BOOH por mitocéndrias sem NNT funcional (Nnt") na auséncia de NDB-CI.
(C) Tempo para metabolizagédo de 10 uM de t-BOOH na presenca de diferentes
concentracdes de NBD-CI. (D) Taxa de remocao de t-BOOH na presenca de
diferentes concentracbes de NBD-CI. A linha tracejada indica a taxa de
metabolizacdo de t-BOOH por mitocéndrias Nnt” na auséncia de NBD-CI.
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Notadamente, o tempo de metabolizagdo de t-BOOH na presenca de NBD
ainda é menor que o tempo de metabolizacao de t-BOOH observado em mitocdndrias
sem NNT funcional (Nnt") (Figura 2A vs. 2B e Figura 2D), indicando que na presenca
de NBD-CI ainda ha uma atividade residual de NNT que contribui para a
metabolizacdo de perdxidos. Além disso, parte do efeito observado na presenca de
NBD-CI se deve a inibicdo da respiracao mitocondrial, ja que vemos que esse tragado
ja parte de um ponto onde o NAD(P) esta mais oxidado. Desta forma, o NBD-Cl diminui
parcialmente a capacidade de metabolizar t-BOOH em mitocdndrias isoladas, o que
pode ser devido a inibicdo da NNT, mas também devido a efeitos téxicos e inibitérios

sobre outros componentes mitocondriais.
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5. DISCUSSAO

O uso de compostos quimicos capazes de inibir a atividade de NNT foi uma
das primeiras abordagens experimentais empregadas para se estudar as fungdes e
mecanismos dessa proteina. Diversos compostos descritos como inibidores da NNT,
dentre os quais o DCC, NBD-CI, palmitoil-CoA e rhein, foram utilizados mais
frequentemente (ver Tabela 1). Apesar disso, esses compostos nao foram
sistematicamente testados quanto a seletividade ou validados para uso em estudos
funcionais. Nesse sentido, avaliamos no presente trabalho a eficacia desses

compostos quimicos quanto a inibicdo da atividade de NNT, efeitos na funcao

respiratéria mitocondrial e viabilidade celular.

No Capitulo | testamos os compostos DCC, NBD-CI, palmitoil-CoA e rhein
como inibidores na NNT, avaliando seus efeitos sobre a reacao direta e reversa da
NNT, bem como sobre a respiragcdo mitocondrial. Os dados obtidos mostram que o
composto DCC prejudicou a respiracdo mitocondrial de forma expressiva em
concentragdes ao menos uma ordem de magnitude inferiores aquelas necessarias
para inibir de forma significativa a atividade de NNT. Os efeitos de DCC na respiragao
mitocondrial se caracterizaram por inibicdo do estimulo da respiracao por ADP e
aumento da respiracdo nao-fosforilante. O DCC é conhecido por reagir com grupos
carboxila (86), sendo que residuos de glutamato e aspartato s&o os locais de ligacédo
e modificacao estrutural por DCC em proteinas, e portanto, estariam relacionados a
inibicdo da NNT e outras enzimas por DCC. E proposto que o DCC iniba a NNT
alostericamente competindo pelo sitio de ligacdo de NAD(H), inibindo assim a
atividade catalitica e translocagéao de prétons. Por meio de marcacéao radioativa, foi
demonstrado que o DCC reage fortemente com residuos de glutamato que se
encontram em uma regido proxima ao sitio de ligacdo de NAD(H) (62). Este composto
também pode se ligar a regido Fo da ATP sintase, inibindo a translocacao de prétons
(87). Sendo assim, ndo é inesperado, que o DCC tenha forte efeito inibitério sobre a
funcao respiratdria mitocondrial e seja portanto pouco seletivo para a NNT.

Dentre os compostos testados, o palmitoil-CoA é o mais comumente
utilizado como inibidor da NNT em estudos funcionais. Apesar disso, o palmitoil-CoA
nao apresentou uma boa relagdo entre inibicdo de NNT e controle respiratério. O
palmitoil-coA pode ser naturalmente encontrado no citosol e na matriz mitocondrial
(87), ja que ele é um subproduto do metabolismo de acidos graxos. Acidos graxos, no
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entanto, podem interagir com membranas e componentes mitocondriais, e afetar a
funcéao respiratéria mitocondrial (88—92). O palmitoil-CoA é descrito na literatura como
um potente inibidor da NNT, com efeito competitivo em relacdo ao NADP(H) devido a
uma interagdo entre a porcao de acidos graxos do palmitoil-CoA e uma regido
hidrofébica préxima ou no sitio de ligacao de NADP(H) (67). No entanto, os resultados
apresentados no Capitulo | sugerem que o palmitoil-CoA é pouco seletivo para a NNT,
ja que inibe significativamente a respiragdo mitocondrial estimulada por ADP em
concentragdes uma ordem de magnitude inferiores as que causaram inibicao parcial
das atividades direta e reversa da NNT.

E importante ressaltar que o palmitoil-CoA ndo é capaz de passar
livremente pela membrana mitocondrial interna, dependendo da atividade da carnitina
acetil transferase para ser transportado. Tendo isso em vista, testamos também o
palmitoil-CoA em formulacées que propiciariam sua passagem pelas membranas
mitocondriais (i.e. palmitoil-CoA + carnitina e palmitoil-L-carnitina) (77). Ainda assim,
ndao houve melhora na inibicdo da atividade de NNT, nem menor efeito sobre o
consumo de oxigénio mitocondrial, de forma que a atuacéo dos compostos palmitoil-
CoA + carnitina e palmitoil-L-carnitina como inibidores de NNT foi similar ou pior do
que o palmitoil-CoA sozinho.

O rhein também apresentou um efeito pequeno na inibicao da atividade da
NNT, porém ocasionou um comprometimento significativo da funcéo respiratéria
mitocondrial. E proposto que o rhein atue como inibidor competitivo de varias enzimas
dependentes de NAD (70,71,84), nas quais atuaria entre o substrato e a flavina,
competindo com relacdo ao NAD* e ao NADH (70,84). No caso da NNT, o efeito
inibitdério causado pelo rhein ndo seria sitio-especifico (67) e variaria de acordo com
as concentracées de NAD e NADP (70,71). Essas observacgdes justificam a baixa
especificidade do rhein como inibidor de NNT.

Dentre o0s compostos testados, o NBD-CI foi aquele que,
comparativamente, apresentou o0 melhor desempenho como inibidor de NNT, por inibir
a atividade dessa enzima com 0 menor prejuizo a respiragdo mitocondrial (ver Figura
8 do Capitulo I). O NBD-CI foi empregado como inibidor do NNT em trabalhos
recentes (17,18,66), sendo que a inibicdo da NNT ocorreria devido a interacdo do
NBD-CI com cisteinas e lisinas perto do sitio de ligacdo de NADP (64,65).

Diante dos resultados favoraveis obtidos em medidas de atividade de NNT
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e respiracao mitocondrial na presenca de NBD-CI, foram feitos testes adicionais com
esse composto. Em estudos da literatura, amostras de proteina ou mitocéndrias foram
pré-incubadas com NBC-Cl com o intuito de potencializar seu efeito inibitorio tanto
sobre a NNT quanto sobre a ATP sintase (64,65,93-95). No entanto, em nossas
condicdes experimentais, nao foi observado aumento da inibicao da atividade de NNT
por NBD-Cl apds 20 minutos de pré-incubacao, enquanto ocorreu inibicao significativa
do controle respiratério mesmo em condigbes controle (Capitulo I, Figura S1).
Provavelmente, a piora da funcdo mitocondrial mesmo na condigéo controle de pre-
incubacgao se deve a modificacdes estruturais em grupos funcionais de proteinas que
ocorrem ao longo do tempo (e.g., oxidacao de grupos sulfidrila) (96), os quais séo
rapidamente modificados na presenca de NBC-CI| (96-98), ndo ocorrendo maior
nuamero dessas modificagces pela pré-incubagdo com esse composto.

O NBD-CI também foi testado quanto a sua toxidade em cultura primaria
de astrocitos sem NNT funcional. Os astrécitos sao células gliais abundantes no
sistema nervoso central (99,100). Aléem de estas células apresentarem uma
proliferacdo rapida, trata-se de uma cultura celular priméaria de facil obtencao e
manutencdo. Esses astrocitos foram obtidos a partir do cértex cerebral de
camundongos neonatos portando a mutagao espontanea no gene Nnt presente em
camundongos C57BL/6J (NntC57BY8)) que resulta na auséncia de expressdo da
proteina NNT madura nesses animais (11,53,83). O uso de astrdcitos sem NNT
funcional assegurou que os efeitos do NBD-Cl sobre essas células seriam derivados
de efeitos tdéxicos do NBD-CI e néo da inibigdo da NNT (27,101).

A exposicao desses astrécitos as diferentes concentracdes de NBD-Cl testadas
resultou em reducdo da proliferacao e viabilidade celular. Essas observagdes foram
feitas por meio de avaliacdo morfoldgica dos astrécitos, onde a presenca de NBD-CI
ocasionou diminuicao do tamanho e arredondamento celular, mudancas morfoldgicas
que sinalizam apoptose celular (102,103). Também foram feitos ensaios de viabilidade
celular baseados na redugédo de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium) a cristais de formazan e nas dosagens de concentracdes de ATP,
nos quais a presenca do composto NBD-CI acarretou piora significativa da viabilidade
(Capitulo 1, Figura 9). Dessa forma, nossos resultados mostraram que o composto
NBD-CI foi toxico para a cultura de astrocitos mesmo em concentragbes baixas, que
causaram apenas uma inibicdo parcial da atividade da NNT.
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Para abordar o efeito de NBD-Cl sobre mitocdndrias intactas em um
contexto funcional, realizamos o ensaio de avaliacdo do estado redox de NAD(P)
mitocondrial. Em nossos experimentos, vimos que o composto NBD-CI afeta a
capacidade mitocondrial de metabolizacdo de perdoxido, mas o tempo de
metabolizacdo de t-BOOH na presenca de NBD-CI foi maior que o tempo de
metabolizacdo de t-BOOH observado em mitocondrias Nnt”, indicando que na
presenca de NBD ainda ha uma atividade residual de NNT que contribui para a
metabolizacdo de peroxidos. De forma geral, os resultados obtidos nos experimentos
de metabolizacdo de t-BOOH podem ser parcialmente explicados por uma inibicdo da
atividade da NNT, que reduziria o suprimento de NADPH, diminuindo a taxa de
metabolizacdo de perdxido. No entanto, a concentracdo maxima de NBD-CI (5 uM)
testada nesse experimento também ocasionou prejuizo importante na funcéo
respiratéria mitocondrial. Sendo assim, ao menos em parte, os efeitos observados
neste ensaio sdo provenientes de um efeito nocivo sobre a cadeia respiratoria
mitocondrial, diminuindo o consumo de oxigénio mitocondrial e consequentemente a
producédo de NADH. Esse efeito pode ser evidenciado nos ensaios de avaliacdo do
estado redox de NAD(P) mitocondrial, tendo em vista que os tracados realizados na
presenca NBD-CI ja se iniciam a partir de uma situacdo em que o NAD(P)H encontra-
se mais oxidado, quando comparado a mitocdndrias que nao tiveram tratamento com

o composto (Capitulo Il, Figura 2).

Nesse sentido, apesar de nos testes iniciais o NBD-CI ter apresentado o
melhor desempenho entre os compostos avaliados em relagcéo a inibicado da NNT com
menor comprometimento da funcao respiratéria mitocondrial, os resultados aqui
apresentados ndo validam a utilizacdo desse inibidor em estudos funcionais com
mitocOndrias ou células intactas. Os efeitos inespecificos do NBD-Cl podem estar
relacionados a interagcdes com grupamentos sulfidrilas, hidroxila amino e fendlicos, os
quais estao presentes em diversas proteinas e estruturas celulares (98,104). Assim,
interacdes do NBD-CIl com outras proteinas mitocondriais, além da NNT, podem gerar
um efeito téxico, influenciando tanto na proliferacédo e viabilidade celular, quanto na
diminuicdo da capacidade de metabolizacao de perdxidos (64,65). Esses resultados
também evidenciam a necessidade de validacao de efeitos inespecificos mitocondriais
e extra mitocondriais de compostos utilizados como inibidores da NNT.

De forma geral, os resultados apresentados nesta dissertacdo mostraram
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que inibidores quimicos da NNT comumente utilizados na literatura sdo, na verdade,
pouco seletivos para inibir essa proteina, ja que eles podem comprometer a fungéao
respiratéria mitocondrial em concentra¢des capazes de inibir apenas parcialmente a
atividade da NNT. E importante destacar que a expressdo e, consequentemente,
atividade de NNT pode ser inibida por meio de ferramentas genéticas (eg. RNAI,
shRNA e CRISPR-Cas9), no entanto esses modelos podem apresentar
desvantagens, como aumentos compensatorios em outras fontes de NADPH
mitocondriais, sendo que em alguns contextos experimentais o uso dessas
ferramentas € inviavel. Nesse sentido, existe a necessidade de desenvolver inibidores
quimicos mais seletivos para a NNT, pois estes poderdo contribuir de forma
significativa para uma maior compreensao do papel fisioldgico e fisiopatoldgico da
NNT.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

Os inibidores quimicos da NNT testados no presente trabalho (NBD-CI, DCC,
palmitoil-CoA, palmitoil-L-carnitina e rhein) comprometeram a fungéo respiratoria
mitocondrial em concentracbes capazes de inibir apenas parcialmente a
atividade da NNT.

O NBD-CI foi o inibidor de NNT que, comparativamente, apresentou melhor
desempenho. Em concentracbes que resultaram em uma inibicdo parcial da

atividade da NNT, o NBD-ClI prejudicou pouco a funcao respiratéria mitocondrial.

Mesmo sendo um inibidor promissor de NNT, o NBD-CI foi téxico para astrocitos
Nnt’- causando reducao significativa na viabilidade e proliferacdo celular.

O NBD-CI inibiu apenas parcialmente o suprimento de NADPH para a
metabolizacdo de perdéxido exdégeno por mitocdndrias isoladas. Sendo que,
mesmo na auséncia de peréxido exégeno, o NAD(P)H se mostrou mais oxidado

na presenca da NBD-CI.

O uso de qualquer composto quimico proposto como inibidor da NNT, deve ser
evitado ou feito somente ap6s validacdo de seus efeitos inespecificos

mitocondriais e extra-mitocondriais.
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ANEXO - 8.1: Aprovacdo da Comissao de Etica no Uso de Animais

(CEUA/UNICAMP)
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Certificamos que a proposta intitulada Avaliagio Funcional de Inibidores Farmacolégicos da
Transidrogenase de Nucleotideos de Nicotinamida, registrada com o n° 4906-1/2018, sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Roger Frigério Castilho e Rafaela Bicego, que envolve a produgéo,

manutencao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8
DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimenfos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N°
6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunio de 14 de junho de 2018.

Finalidade: ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 01/08/2018-31/07/2020

Vigéncia da  autorizagio  para | 01/08/2018-31/07/2020

manipulacado animal:

Espécie / linhagem/ racga: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib (ZFV, Hannover,

Germany, 1987)

No. de animais: 40

Idade/Peso: 03 dias / 30g

Sexo: fémeas

Origem: CEMIB/UNICAMP

Biotério onde serio mantidos os | Unidade Multidisciplinar de Experimentagéo Animal - UMEA,
tanimais: FCM/UNICAMP

A aprovacdo pela CEUA/UNICAMP nio dispensa autorizagéo prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou ClBio e &
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 14 de junho de 2018.
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Prof. Dr. Wagner José Favar Fatima AIQDG{J
Presidente Secretaria Executiva
IMPORTANTE: Pedimos atengao ao prazo para envio do relatério final de ativi a este até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia. O

na pagina da CEUA/UNICAMP, &rea do y
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ANEXO - 8.2. Autorizacao de Copyright
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em dissertacdo do autor conforme consta no fragmento do “Journal Author Copyright
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* Otherwise using or re-using portions or excerpts in other works
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article. In all cases we require that all Elsevier authors always include a full acknowledgement and, if appropriate, a link
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