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RESUMO
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A transi¢@o de permeabilidade mitocondrial (TPM) € caracterizada pela abertura
de um poro protéico ndo seletivo na membrana mitocondrial interna, o qual € induzido
por Ca®* e sensivel a ciclosporina A. Trabalhos anteriores do nosso laboratério
demonstram que o poro de transi¢do de permeabilidade ocorre devido a ligagdes entre
tidis (S-S) de proteinas, ocasionando a agregacdo de proteinas de membrana interna.
Contrariamente, dados da literatura propdem a participacdo de proteinas da membrana
mitocondrial externa na composicio do poro, como o canal anidnico voltagem
dependente (VDAC), hexoquinase e receptor benzodiazepinico. Para verificar a
participacdo de proteinas da membrana externa no poro TPM, realizamos experimentos
utilizando mitocondrias desprovidas de membrana externa (mitoplastos). Mitoplastos de
figado e rim de rato foram obtidos através do tratamento de mitocOndrias com o
detergente digitonina (seletivo para colesterol) para eliminar a membrana externa. Esses
mitoplastos de figado apresentaram menos que 5% e 10% dos marcadores de membrana
externa monoamino oxidase e VDAC, respectivamente. Os mitoplastos de rim
apresentaram deplecdo parcial de hexoquinase (73%). Os mitoplastos tiveram redugao
de 70% na velocidade de fosforilacio do ADP, o que foi parcialmente recuperado pela
adi¢do de citocromo c exdgeno. Estes mitoplastos foram capazes de gerar e sustentar
potencial elétrico de membrana suficiente para fosforilar ADP. Como previsto, os
mitoplastos sofreram TPM induzido por Ca** de modo semelhante as mitocondrias. Os
mitoplastos foram sensiveis a conhecidos indutores de TPM como Ca®* e tert-butil
hidroper6xido ou inibidores como ciclosporina A, quelantes de Ca2+, ADP, redutor ditiol
e ainda catalase. Conjuntamente, nossos resultados indicam que a membrana

mitocondrial externa nao € necessdria para a formacgao/abertura do poro de TPM.
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ABSTRACT



Mitochondrial permeability transition (MPT) is a Ca**-induced opening of a
nonselective proteinaceous membrane pore sensitive to cyclosporin A in the inner
membrane. Data from our laboratory provided evidence that MPT is assembled by the
aggregation of inner membrane proteins due to the formation of thiol cross-linking.
Alternatively, literature data propose the participation of a number of other outer
membrane proteins in the composition of the MPT pore, such as, voltage-dependent
anion channel (VDAC), hexokinase and the benzodiazepine receptor. In order to
ascertain the independence of outer membrane proteins to generate the MPT we
performed experiments with mitochondria devoid of outer membrane (mitoplasts). Liver
and kidney mitoplasts were obtained by use of cholesterol-specific detergent digitonin to
eliminate the outer membrane. Compared with the mitochondria, liver mitoplasts
retained less than 5% and 10% of the markers of the outer membrane monoamine
oxidase and VDAC, respectively. Kidney mitoplasts also showed a partial depletion of
hexokinase (~73%). Mitoplasts presented with a 70% lower oxygen consumption rate
during ADP phosphorylation ,which was partially reverted by the addition of exogenous
cytochrome c. Mitoplasts were able to generate and sustain a membrane potential high
enough to phosphorylate ADP. As hypothesized, these mitoplasts undergo Ca** induced
MTP with similar properties as compared to intact mitochondria. Mitoplast MPT was
sensitive to known permeability transition inducers such as Ca®* and tert-butyl
hydroperoxide and to inhibitors such as cyclosporin A, Cat chelators, ADP, dithiol
reductant and catalase. Altogether, the data indicate that the outer membrane is not

necessary for MPT assembling or opening.
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1- INTRODUCAO



Mitocondrias — Historico

As mitocondrias, além do fornecimento de energia para as células, apresentam uma série de
outras funcdes incluindo o controle da morte celular. As mitocondrias foram descritas pela
primeira vez em 1857 por Rudolph Albert Von Kollinker, como compartimentos
citoplasmaticos granulares presentes em musculo, denominados sarcossomos de Kollinker.
Mais tarde, vérios estudos com denominacOes diferentes para a mesma organela foram
publicados, entre os quais em 1898 Benda referiu-se a esta organela como
“mitochondrion”, do grego mito (filamento) e chondron (grao), que foi considerado o termo
que melhor refletia a caracteristica morfolégica mais comum dessa organela e foi o mais
aceito para descrevé-la do final de 1930 em diante (revisado em Liesa et al., 2009). No
inicio do século XX, com o0s avangos na microscopia, aconteceram as primeiras
observacdes confidveis da dindmica mitocondrial, como os eventos de fusdo e fissdo em
células vivas de galinha (Lewis & Lewis, 1914). Somente em 1948, Hogeboom, Schneider
e Palade conseguiram isolar mitocOndrias intactas de figado de rato através de
centrifugacdo diferencial (Lehninger, 1964). Um ano mais tarde, os bioquimicos Eugene
Kennedy e Albert Lehninger demonstraram que a mitocondria € a responsdvel pela sintese
do ATP associada a oxidag¢do de coenzimas (NADH + H" e FADH,). Em 1950, Palade e
Sjostrand publicaram imagens em microscopia de alta resolu¢do de mitocOndrias nas quais
era possivel observar suas caracteristicas ultraestruturais. O conceito de organela
independente foi reafirmado em 1960 com a descoberta do DNA mitocondrial que
posteriormente seria um dos indicios que refor¢ariam a hipétese da origem endossimbidtica

das mitocOndrias, como proposto por Altmann em 1890.
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Virios estudos foram feitos no sentido de entender o mecanismo responsavel pelo
acoplamento entre a respirac¢do e a sintese do ATP e apenas em 1961, o bioquimico inglés
Peter Mitchell propds a teoria quimiosmotica da fosforilacdo oxidativa, baseado na
constatacdo de que a redugcdo do oxigénio molecular (O;) a dgua (H,O) pela cadeia
respiratéria gera um gradiente de prétons (H') entre a matriz mitocondrial € o espago

intermembranas (Mitchell, 1961).

No inicio da década de 70, foram feitos estudos que mostraram geracao de H,O, por
suspensdes mitocondriais, mais precisamente pela cadeia transportadora de elétrons. Nestes
estudos também foi visto que o aumento do estado oxidado dos carreadores de elétrons
diminui a formagao de H,0, (Boveris et al., 1972; Loschen et al., 1973). Atualmente

considera-se a mitocondria como a principal fonte celular de radicais livres.

Em 1996, Liu et al. obtiveram evidéncias do envolvimento da mitocondria na morte
celular por apoptose. Foi observada a liberacao de citocromo ¢ para o citosol em células em
apoptose; e quando o citocromo ¢ foi depletado observou-se diminui¢do da atividade
apoptética. Em 1997, dois estudos mostraram que a superexpressdo de Bcl-2 (proteina
presente na membrana mitocondrial externa) previne a morte de células expostas a
estimulos pré-apoptéticos em um mecanismo envolvendo a prevengdo do efluxo de

citocromo ¢ da mitocondria para o citosol (Kluck et al., 1997; Yang et al., 1997).
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Morfologia e Caracteristicas Basicas

As mitocOndrias, presentes em quase todas as células eucariontes, ocupam um volume
intracelular importante, podendo variar de tamanho (apresentam didmetro médio de 1 um),
formato, quantidade e localizacdo, dependendo do tipo e funcdo celular (Nelson e Cox,

2000).

Essas organelas apresentam duas membranas: a externa e a interna. A membrana
mitocondrial interna é rica em proteinas e apresenta invaginagdes que formam as cristas
mitocondriais, o espaco delimitado por essa membrana é chamado matriz mitocondrial. A
membrana mitocondrial externa contém poucas proteinas e contém colesterol. O

compartimento formado entre essas duas membranas € denominado espaco

intermembranas.

A proteina integral mais abundante presente na membrana mitocondrial externa é
chamada de porina ou canal anidnico voltagem dependente (VDAC - voltage dependent
anion channel). O VDAC tem didmetro entre 2,5 ¢ 3 nm, e € através dele que ocorrem as
trocas de nucleotideos de adenina, dgua, ifons e substratos entre o citosol e o espago
intermembranas (De Pinto et al, 2008). Porém, é importante lembrar que ndo hd gradiente
elétrico através da membrana mitocondrial externa, a caracteristica “voltagem-dependente”
do VDAC ¢ observada apenas em condi¢des experimentais (Nicholls e Ferguson, 2002). Na
face interna da membrana externa, encontra-se adjacente ao VDAC a isoforma mitocondrial
da hexoquinase (hexoquinase tipo I). Essa enzima € responsdvel pela fosforilacdo da
glicose, primeiro passo da via glicolitica. Outras proteinas da membrana interna também se

localizam proximamente ao VDAC, como o transportador de nucleotideos de adenina

(ANT) e o carreador de fosfato. Esse tipo de organizacdo espacial entre essas proteinas
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facilita o transporte de moléculas entre a matriz mitocondrial e o citosol (Vyssokikh et al.,

2003).

A membrana mitocondrial interna € altamente seletiva, sendo permedvel a poucas
moléculas, por exemplo: O,, CO,, NO* e H,0. E nesta membrana que se encontram o0s
complexos enzimdticos da cadeia respiratéria e também transportadores especificos para
varias moléculas como o ATP, ADP, piruvato, Ca** e fosfatos (Nicholls e Ferguson, 2002).
A membrana mitocondrial interna é constituida por cerca de 75% de proteinas; dentre os
lipidios presentes o colesterol estd em quantidade muito baixa e a cardiolipina representa
cerca de 20% do conteudo total de fosfolipideos (Schlame et al., 2000). Delimitado pela
membrana interna estd a matriz mitocondrial, cujo volume pode variar dependendo do
estado funcional da mitocOndria, tais variacdes sdo acompanhadas de alteracdes no volume
do espaco intermembranas (Packer, 1963; Mannella et al., 2006). A matriz contém uma
quantidade grande de proteinas soliveis e de substratos/metabodlitos intermedidrios do
metabolismo de nutrientes. E neste compartimento que acontece processos metabélicos
vastamente conhecidos como a B-oxidagdo (degradacdo dos dcidos graxos) e reacdes do

ciclo de Krebs (degradagdo do acetil-coA e redugdo das coenzimas NAD e FAD), (Nelson e

Cox, 2000).

Cadeia Transportadora de Elétrons

A energia necessaria para o processo de fosforilagdo oxidativa provém do potencial
eletroquimico de protons através da membrana mitocondrial interna gerado pela cadeia de
transporte de elétrons que reduz continuamente o O, a H>O. Essa energia € utilizada pela

ATP sintase para fosforilar o ADP a ATP (Mitchell, 1961).
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Os elétrons provenientes das coenzimas NADH e FADH,, reduzidas durante a
oxidacdo de carboidratos, aminodcidos e dcidos graxos, sdo transferidos ao complexo I
(NADH desidrogenase) e complexo II, respectivamente. O complexo I transfere seus elétrons
a forma oxidada da coenzima Q (UQ), gerando a forma reduzida desta coenzima (UQH,).
Elétrons originados a partir do succinato passam para a UQ através do complexo II,
resultando também na reduc@o da coenzima Q. Em alguns tecidos, a coenzima Q pode
também ser reduzida pela glicerol-3-fosfato desidrogenase (na presenca de glicerol-3-fosfato
citosdlico) ou pela ubiquinona oxirredutase (como resultado da B-oxidagdo de dcidos graxos).
A UQH; € entdo desprotonada, resultando na formacdo da espécie aniOnica semiquinona
(UQH"), a forma que doa elétrons ao citocromo c. Existem dois conjuntos separados de
UQH’, um na face citoplasmética e outro na face matricial da membrana mitocondrial
interna, e as duas formas de UQH" sdo oxidadas juntas, regenerando UQ e doando elétrons
para o citocromo c. O citocromo c¢ transfere elétrons para a citocromo ¢ oxidase (complexo
IV figura 1). Este complexo € responsédvel pela transferéncia de elétrons para o oxigénio

molecular (O,), resultando na geracdo de dgua.

De acordo com Mitchell (1961), concomitantemente ao transporte de elétrons na
cadeia respiratéria hd o bombeamento de H' da matriz mitocondrial para o espago
intermembranas. Este bombeamento de prétons cria um potencial eletroquimico através da
membrana mitocondrial interna de aproximadamente -220 mV (for¢a préton-motora). Esta
forca préton motora € constituida por dois componentes: elétrico (Ay), que atinge valores de
aproximadamente -180 mV no estado de repouso; enquanto o componente quimico (ApH)
oscila na faixa de 0 a 1 unidade de pH e corresponde ao restante da for¢a préton-motora (-40

mV). A forga préton-motora direciona o fluxo de H" ao interior da mitocOndria através da
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F,F;-ATP sintase (ver figura 1). Isso alimenta termodinamicamente a F,F;ATP sintase para
que ela fosforile o ADP a ATP. Este potencial elétrico-quimico €, entdo, a ligacdo energética

entre oxidagao de substratos e a fosforilacdo do ADP.

O gradiente elétrico-quimico também pode ser usado diretamente para processos
endergdnicos sem a participagdo de ATP. Alguns exemplos sdo os processos de transporte de
moléculas ionizadas, como as trocas eletroforéticas de ATP* por ADP’ ", areducdo de NADP*

pela transidrogenase especifica e a captacio de Ca®".

Matriz

Fumarato

Succinato

NADH + H*

Figura 1: Cadeia respiratéria mitocondrial e teoria quimiosmotica (adaptado de Nelson e Cox,
2000). Os nimeros romanos indicam os quatro complexos respiratérios. Os elétrons do NADH + H”
e de outros substratos oxiddveis passam através de uma cadeia de transportadores arranjados
assimetricamente na membrana. O fluxo de elétrons é acompanhado pela transferéncia de prétons
através da membrana mitocondrial, produzindo tanto um gradiente quimico (ApH) quanto elétrico
(AY). A membrana mitocondrial interna é impermedvel aos prétons, os quais podem reentrar na
matriz através de canais especificos.
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Producio de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Defesas Antioxidantes

Mitocondriais

A cadeia de transporte de elétrons, que reduz continuamente oxigénio para formar o
potencial eletroquimico transmembrana de prétons necessario para a sintese de ATP, tem
uma relevante consequéncia para as células: a constante producdo de espécies reativas de

oxigénio (EROs).

Levando em consideragdo a complexidade do processo de transferéncia de elétrons
através da cadeia respiratdria, é surpreendente que menos de 2% dos elétrons que entram na
cadeia respiratéria ndo sejam usados para reduzir O, a H,O. A maioria destes elétrons
113 . 99 . A . «, . . . .

perdidos” se combina com o oxigénio em passos intermedidrios da cadeia respiratdria,
promovendo a reducdo monoeletronica do oxigénio, gerando assim o radical anion
superéxido (O,") (Boveris e Chance, 1973; Liu, 1997; Turrens, 1997). O O," pode ser
gerado principalmente pelos complexos I e III da cadeia respiratéria (Kowaltowski et al.,

2009).

As EROs geradas pelas mitocOndrias podem participar de muitos processos
fisiolégicos como sinalizadores ou agentes toxicos em processos de doencas,
envelhecimento ¢ morte celular (Zamzami et al., 1997; Green e Reed, 1998; Lemasters et

al., 1998; Kowaltowski e Vercesi, 1999).

A produgdo de EROs mitocondrial € um processo continuo e fisioldgico e essas
organelas possuem um eficiente sistema enzimdtico antioxidante que inclui superdéxido
dismutase dependente de manganés (MnSOD), catalase, peroxirredoxina e glutationa

peroxidases (com suas respectivas redutases dependentes de NADPH), além da presenca de
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antioxidantes ndo enzimaticos como vitaminas C e E (Sutton e Winterbourn, 1989; Watabe

et al., 1997, Netto et al., 2002).

Nas mitocondrias também ocorre a geracdo de espécies reativas de nitrogénio, como
o oOxido nitrico, que € relativamente estdvel, atravessa membranas e estd envolvido em

varios processos fisioldgicos como neurotransmissao, resposta imune, vasodilatagdo e ciclo

celular (Moncada, 2006; Leite et al., 2010).

Em caso de desequilibrio entre a producdo de espécies reativas e os sistemas
antioxidantes, essas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio geradas na mitocOndria
podem oxidar macromoléculas tanto na prépria organela quanto em outros sitios
intracelulares. Proteinas, principalmente da membrana mitocondrial interna, sdo alvos
primarios de danos oxidativos induzidos por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.
Esses danos, em grande parte envolvem a formacgdo de grupos carbonila e a oxidacdo de
grupos tidis, que podem levar a permeabilizacdo ndo especifica da membrana mitocondrial
interna conhecida como transi¢do de permeabilidade mitocondrial (TPM) (Kowaltowski et

al., 2001).

Transicao de Permeabilidade Mitocondrial (TPM)

Situacdes de estresse oxidativo associadas a altas concentra¢des de Ca’* na matriz
mitocondrial podem gerar a transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM), caracterizada
por permeabilizac@o progressiva da membrana mitocondrial interna, que se torna permeével
a 4gua, fons e outras moléculas com peso molecular até 1,5 kDa (Hunter e Havorth, 1976;

Lehninger et al, 1978; Gunter e Pfeiffer, 1990; Halestrap et al., 1998; Crompton, 1999). O
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influxo destas moléculas para a matriz mitocondrial induz a expansdo do seu volume.
Como a superficie da membrana interna é muito maior do que a da membrana externa, isso
pode acarretar o rompimento da membrana mitocondrial externa com consequente
liberacdo de proteinas pré-apoptoticas para o citosol (Skulachev, 1996). Nestas condi¢des,
h4 diminuicdo do transporte de elétrons e colapso da fosforilacdo oxidativa. Todas essas

alteracOes em decorréncia da TPM podem induzir a morte celular.

A primeira evidéncia de que a TPM ¢ sensibilizada pelo estado oxidado de
nucleotideos de piridina mitocondriais foi apresentada por Lehninger e co-autores.
(Lehninger et al., 1978). A natureza redox da transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial

continuou sendo investigada por vérios laboratorios (Kowaltowski et al., 2001).

Nos ultimos anos, varios estudos foram realizados com o objetivo de elucidar a
identidade molecular do poro de TPM, porém essa questdo ainda é bastante controversa (L&
Qudc & Lé Quoc, 1988; Fagian et al., 1990; Szabo & Zoratti, 1993; Krauskopf et al., 2006;
Woodfield et al., 1998; Marzo et al., 1998; Kokoszka et al, 2004; Baines et al., 2007; Leung

et al., 2008; Halestrap, 2009; Zoratti et al., 2010).

Em 1990, Fagian et al. demonstraram que o poro de TPM seria composto por um
agregado protéico de alto peso molecular formado por polimerizacdo de proteinas da
membrana mitocondrial interna através de ligacdes dissulfetos (S-S). As evidéncias
acumuladas a partir de vdrios trabalhos indicam que o estresse oxidativo mitocondrial
resulta na oxidacdo de tidis de proteinas da membrana interna por EROs. Por sua vez, a
oxidacdo de tidis promove a agregacio protéica e a consequente formagao do poro de TPM
(Fagian et al., 1990; Hermes-Lima et al., 1991; Valle et al., 1993; Castilho et al., 1995;

Kowaltowski et al., 1998; Teixeira et al., 1999).
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Nos dltimos anos diversos trabalhos propuseram que a estrutura do poro de TPM
contém, no minimo, ANT (translocador de nucleotideos de adenina), localizado na
membrana interna, VDAC (canal anidnico voltagem dependente), presente na membrana
externa, e a CyD (ciclofilina D), localizada na matriz mitocondrial (Crompton et al., 1998;
Halestrap et al., 1998; Kroemer, 2003; Kokoszka, 2004; Baines et al., 2005; Krauskopf,

2006; Juhaszova et al., 2008; Leung et al., 2008).

As primeiras evidéncias indicando que ANT estaria envolvido no processo de TPM
surgiram em estudos utilizando ADP, boncrecato e carboxiatractilosideo (CAT) (inibidor
do ANT) (Vercesi, 1984). A adi¢cdo de ADP ou boncrecato inibe a formacdo da TPM,
enquanto CAT estimula a abertura de TPM (Vercesi, 1984; Novgorodov et al., 1991,

Halestrap et al., 1997).

Mais recentemente foi demonstrado que a delecio de isoformas de ANT
(camundongos que ndo expressam genes para as isoformas 1 e 2) diminuiu a sensibilidade

da mitocdndria ao Ca** no processo de inducao a TPM (Kokoszka et al., 2004).

Os estudos mostram que a CyD (presente na matriz mitocondrial) € um importante
regulador do poro. A acdo inibidora da ciclosporina A (utilizada como imunossupressor)
sobre a abertura do poro de TPM ¢é vastamente conhecida e seu efeito € atribuido a sua
ligacdo a CyD (Halestrap et al., 1998). Recentemente, estudos com camundongos knockout
para CyD, mostraram que: 1) esses animais sdo mais resistentes ao dano celular induzido
por isquemia-reperfusdo; 2) a inducdo de TPM requer maiores concentracdes de Ca®*
(Nakagawa et al., 2005; Baines et al., 2005); 3) a acao inibitéria da ciclosporina A sobre a

abertura do poro de TPM € perdida na auséncia de CyD (Nakagawa et al., 2005).
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Embora ja tenha sido demonstrado que fosfato aumenta a geracdo de EROs em
mitocondrias carregadas com Ca’* estimulando a TPM, (Crompton e Costi, 1988;
Kowaltowski et al., 1996A), pesquisas recentes sugerem o envolvimento do carreador de
fosfato na regulagdo do poro de TPM (Leung et al., 2008). Foi demonstrado que na
auséncia de fosfato, a abertura do poro de TPM deixa de ser sensivel a CsA e,
semelhantemente, a mitocondria deficiente de CyD deixa de ser menos susceptivel a TPM
induzida pelo Ca**. H4 também evidéncias de que o carreador de fosfato se associa a0 ANT

e CyD de maneira sensivel a CsA (Leung et al., 2008).
Envolvimento de proteinas da membrana mitocondrial externa na formagdo da TPM:

Virias proteinas localizadas na membrana mitocondrial externa ou relacionadas a
ela foram propostas como participantes do poro de TPM como VDAC, receptor
benzodiazepinico, creatina quinase e hexoquinase (Beutner et al., 1996; Beutner et al.,

1998; Marzo et al., 1998; Crompton, 1999).

O VDAC foi alvo de vdarios estudos. As pesquisas iniciais que indicavam a
participagdo do VDAC no processo de TPM basearam-se principalmente em evidéncias
indiretas (farmacoldgicas ou interacio de VDAC com outras proteinas julgadas ser
constituintes do poro de TPM). Posteriormente foi mostrado que o VDAC pode ndo ser um
componente essencial, uma vez que mitocondrias deficientes das 3 isoformas de VDAC
sofrem TPM com sensibilidade similar ao Ca®*, quando comparadas as mitocondrias

controle (Krauskopf et al., 2006; Baines et al., 2007).

H4 ainda estudos que sugerem a participagdo de outras proteinas da membrana
externa. Por terem sitios de contato com proteinas supostamente envolvidas no poro de
TPM, a hexoquinase, a creatina quinase, as proteinas anti e pré-apoptoticas da familia Bcl-2
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e o receptor benzodiazepinico poderiam estar envolvidos na regulacdo da TPM (Zoratti e
Szabo, 1995; Beutner et al., 1998; Marzo et al., 1998; Brenner, 2000; Costantini et al.,

2000; Halestrap et al., 2004).

In vitro, a TPM induzida por Ca** pode ser estimulada por um grande nimero de
compostos conhecidos como indutores (Zoratti e Szabo, 1995), que incluem o fosfato
inorganico (Pi) (Rossi e Lehningher, 1964), oxidantes de nucleotideos de piridina
(Lehninger et al., 1978; Castilho et al., 1995; Kowaltowski et al., 1996A, 1996B; Vercesi et
al., 1997), protondforos (Bernardi, 1992) e oxidantes de tidis (Vercesi, 1984; Lenartowicz
et al., 1991; Valle et al., 1993; Bernardes et al., 1994). A maioria destes indutores sao
substéncias capazes de aumentar o estresse oxidativo mitocondrial promovido pelo Ca**

(Castilho et al., 1995; Kowaltowski et al., 1996A, 1996 B; Vercesi et al., 1997).

A figura 2 representa o modelo proposto para explicar a formagao do poro induzido
por Ca** e a participacio das EROs. O Ca”* intramitocondrial se liga a cardiolipina na face
interna da membrana mitocondrial interna causando alteragdes na cadeia respiratoria que
facilita a producdo de O, e consequentemente de H,O, (Grijalba et al., 1999).
Simultaneamente, o Ca®* mobiliza Fe** na matriz mitocondrial que estimula a reacdo de
Fenton e a producdo do radical hidroxil que ataca tidis de proteinas, lipideos e DNA

mitocondrial (Merryfield e Lardy, 1982; Castilho et al., 1995; Vercesi et al., 1997).

Devido ao alto contetdo protéico da membrana mitocondrial interna, € esperado que
estas proteinas sejam um dos principais alvos das espécies reativas de oxigénio (EROS)
geradas pela mitocondria e induzidas por Cat (Lehninger, 1964; Fagian et al., 1990; Valle
et al., 1993; Castilho et al., 1995; Kowaltowski et al., 1996A, 1996B; Nicholls e Ferguson,

2002). As EROs, principalmente o radical hidroxil, sdo capazes de oxidar residuos de
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cisteina e metionina protéicos, levando a formacao de ligacdes cruzadas S-S e sulféxido de
metionina, respectivamente. Como a oxidacido de residuos de metionina tem pouco efeito
sobre a estrutura e fungdo protéica (Berlett e Stadman, 1997), a disfun¢do mitocondrial
devido a oxidacd@o de proteinas da membrana, provavelmente, estd associada a oxidag¢do de

residuos de cisteina (Fagian et al., 1990; Castilho et al., 1996).

A transicdo de permeabilidade pode ser parcialmente revertida pela adicdo de
quelantes de Ca** ou redutores diti6is, logo apés a permeabilizacdo (Hunter ¢ Haworth,

1979; Valle et al., 1993; Castilho et al., 1996).
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Figura 2: Modelo proposto para explicar a formag¢do do poro de transicdo de permeabilidade
induzido por Ca** ¢ EROs. Actimulo de EROs mitocondrial causa TPM. A cadeia respiratoria,
inserida na membrana mitocondrial interna, constantemente gera pequenas quantidades de radicais
0O,". Estes radicais sdo normalmente removidos pela Mn-superéxido dismutase (MnSOD), que
promove a geracdo de H,O,. O H,0, € entdo reduzido a H,O pela glutationa peroxidase (GP),
peroxirredoxina (Prx) ou catalase (em mitocondria de coragdo). GSH, oxidado pela GP, e TSH,
oxidado pela TP, s@o recuperados pelo sistema enzimatico glutationa e tioredoxina redutases (GR e
TR), que usam NADPH como doador de elétrons. NADH, que estd presente em quantidades
reguladas pela respirac@o, reduz entio NADP" usando a NAD(P) transidrogenase (TH). Quando a
geracdo de O,” aumenta na presenca de Ca’ e P;, e/ou os mecanismos de remocio de H,0, estio
inativados, H,0, acumula-se e na presenca de Fe**, gera o radical OH’ altamente reativo. OH" oxida
grupos tidlicos (-SH) da membrana mitocondrial interna, levando a formacao e abertura do poro.
Alternativamente, OH® pode promover permeabilizacio da membrana através da peroxidacdo
lipidica, um processo fortemente estimulado por P; (Kowaltowski et al, 2001).
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Mitocondrias e Morte Celular

A morte celular acontece seja em condicdes fisioldgicas, como a apoptose que
ocorre na embriogénese, em processos de metamorfose, de regulacdo do desenvolvimento e
da renovacdo celular até em situacdes tipicamente patoldgicas como a morte celular que

ocorre em tecidos apds injuria severa como a produzida por hipéxia.

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas (Grivicich et al., 2007) e dentre os tipos de
morte destacam-se a apoptose e a necrose. A partir de 1996, vérios estudos demonstraram

que a mitocondria estd intimamente relacionada a morte celular apoptdtica.

Diversos fatores podem desencadear a apoptose, como a ligagdo de moléculas a
receptores de membrana, agentes quimioterdpicos, radiacdo ionizante, danos no DNA,
choque térmico, privacio de fatores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e niveis
aumentados de espécies reativas de oxigénio (Grivicich et al., 2007). A apoptose é um
programa de morte celular extremamente regulado e de grande efici€éncia, que requer a
interacdo de diversos fatores. Esse mecanismo de morte pode ocorrer através de vdrias
cascatas de sinalizac@o, as quais podem se divididas em: via extrinseca e via intrinseca
(mitocondrial). A apoptose pela via extrinseca € caracterizada pela ativagdo de receptores
de membrana localizados na superficie celular que incluem o receptor de fator de necrose
tumoral, o receptor CD95 (FAS) dentre outros. Enquanto que a apoptose pela via intrinseca
¢ resultado de cascatas de eventos intracelulares nos quais a permeabilizacdo da membrana

mitocondrial externa tem papel fundamental.

Na via intrinseca da apoptose fatores pré-apoptéticos do espaco intermembranas,
como o citocromo ¢, o fator indutor de apoptose (AIF) e pro-caspases sdo liberados da
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mitocOndria para o citosol (Liu et al., 1996; Green & Reed, 1998; Susin et al., 1999;
Zhivotovsky et al., 1999). O citocromo ¢ quando liberado para o citosol se liga a Apaf-1
(fator de ativacdo de protease pré-apoptétical) e pré-caspase 9, formando o apoptossomo,
um complexo de alto peso molecular responsdvel pela ativacdo da caspase 9 (Zou et al.,
1999), a qual ird ativar caspase 3, principal caspase executora da apoptose. A pré-caspase 9
também estd localizada no espaco intermembrana mitocondrial, assim como uma fragao das
pro-caspases 2 e 3 (Krajewski et al., 1999; Ravagnan et al., 2002). O AIF é uma proteina
capaz de induzir a condensa¢do da cromatina nuclear de modo independente da ativacdo de

caspases (Susin et al., 1999).

As caspases pertencem a familia das cisteinas proteases que tem a capacidade de
reconhecer e clivar substratos que possuam residuos de aspartato. As caspases sinalizam
para a apoptose e clivam esses substratos levando a condensacio e fragmentacdo nuclear,
externalizagdo de fosfolipideos de membrana que irdo sinalizar para essas células serem

fagocitadas por macréfagos (Nicholson & Thornberry, 1997).

As mitocOndrias também contém a proteina Smac/DIABLO que inativa um grupo
de proteinas citosdlicas responsaveis pela inibi¢do de caspases (Du et al., 2000). No espago
intermembranas ainda se encontra a endonuclease G (Parrish et al., 2001) que promove
diretamente a fragmenta¢do do DNA nuclear. Como a liberacio de fatores pro-apoptoticos
mitocondriais pode envolver apenas a permeabilizacdo da membrana externa causada por
proteinas pré-apoptéticas da familia Bcl-2, nesta condi¢do a membrana mitocondrial
interna continua integra e ha fosforilacdo oxidativa enquanto houver citocromo c suficiente

(Tait & Green, 2010).
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A Bcl-2 é uma familia de proteinas indutoras e repressoras da morte que participam
ativamente da regulacdo da apoptose (Borner, 2003). Os membros da familia Bcl-2 como
Bcl-2 e Bel-XL inibem a apoptose prevenindo a liberacdo de citocromo c. Por outro lado,
Bax, Bid e Bak sdo proteinas pro-apoptoticas. Dentre as proteinas mais estudadas desta

familia, estdo a Bax e a Bcl-2.

A morte celular do tipo necrética na maioria das vezes é uma forma acidental e ndo

controlada de morte celular que pode ser induzida por injdria severa, estresse oxidativo,
. 2+ ~

sobrecarga intracelular de Ca™ entre outros. Durante a necrose, os eventos ndo seguem

necessariamente uma ordem. As principais caracteristicas da necrose incluem aumento do

volume celular (oncose) que leva a perda da integridade da membrana plasmadtica e

extravasamento do contedido citosolico, disfunc@o das organelas intracelulares e perda da

homeostase idnica intracelular (Na*, K*, CI', Ca").

A TPM € um processo de disfuncdo mitocondrial que pode resultar na morte celular
tanto por apoptose como por necrose (Zoratti e Szabo, 1995; Baines et al., 2005; Kroemer,
2007, Tait & Green, 2010). A mitocOndria pode liberar fatores apoptogé€nicos quando
houver o inchamento mitocondrial e a ruptura da membrana externa (Green & Reed, 1998)
levando a apoptose. Neste contexto a morte também poderd ocorrer por necrose por
incapacidade de manter a produ¢do de ATP (Halestrap et al., 2002; Vercesi et al., 2000).
Sob essas condi¢des, o fator determinante que leva a apoptose ou a necrose serd a
capacidade de manter os niveis fisiologicos de ATP intracelular (Leist et al., 1997,
Lemasters et al., 1998; Halestrap, 2005). Enquanto a apoptose requer uma quantidade
minima de ATP intracelular, a necrose é geralmente acompanhada pelo seu esgotamento

total (Nicotera et al., 1998).
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2- OBJETIVOS



Este estudo teve como objetivo geral avaliar se existe a participacdo de
proteinas constituintes da membrana mitocondrial externa na formacdo do poro de

transicdo de permeabilidade mitocondrial.

Os objetivos especificos foram:

1) Investigar se mitoplastos, mitocondrias desprovidas de membrana externa, sdo

susceptiveis a transi¢do de permeabilidade mitocondrial;

2) Analisar os efeitos de indutores e inibidores do poro de transicdo de
permeabilidade sobre as propriedades deste poro em organelas desprovidas de

membrana externa.
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3- MATERIAIS E METODOS



Reagentes

Os reagentes empregados nos experimentos com mitocondrias isoladas e mitoplastos
foram adquiridos da Sigma Chemical Company, EUA. O anticorpo para VDAC 1
(ab15895) foi adquirido da Abcam, e os anticorpos para as isoformas 2 e 3 de VDAC (PA1-

958 e PA1-959, respectivamente) foram adquiridos da ABR-Affinity BioReagents, EUA.

A solucdo estoque (1,7M) do coquetel de substratos para complexo I continha

malato 0,68 M, a-cetoglutarato, 0,34 M, piruvato 0,34 M e glutamato 0,34 M.

Animais

Para os experimentos com mitocondrias isoladas, utilizamos figados e rins de ratos
fémeas, adultas com 60 a 90 dias de idade, da linhagem Wistar, provenientes do Centro

Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB), da UNICAMP.

Isolamento de mitocondrias de figado de rato

Mitocondrias foram isoladas de figado de ratos utilizando-se a técnica de
centrifugacdo diferencial, segundo Schneider e Hogeboom (1951). O figado foi retirado
ap0Os a morte do animal por deslocamento cervical, lavado em solucdo de sacarose 250 mM
contendo tampdao HEPES 10 mM pH 7,2 e EGTA 0,5 mM, picado com tesoura e
homogeneizado em homogeneizador Potter-Elvehjem. O material obtido foi centrifugado a
800 g por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi centrifugado durante 10 minutos a
7750 g sendo a fase lipidica superior retirada com pipeta Pasteur. O sobrenadante foi

descartado e o sedimento ressuspenso em meio contendo sacarose 250 mM, HEPES 5 mM
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pH 7,2 e EGTA 0,3 mM e novamente centrifugado a 7750 g. A fracdo mitocondrial
(sedimento) foi ressuspensa na mesma solucdo, porém isenta de EGTA, para uma

concentracio final aproximada de 70 mg de proteina por mL.

Isolamento de mitocondrias de rins de rato

Mitocondrias de rins de ratos foram isoladas segundo Wallin et al., (1987). Apés a
morte do animal por deslocamento cervical, os rins foram retirados, lavados em meio
contendo sacarose 250 mM, tampao HEPES 10 mM pH 7,2 e EGTA 0,5 mM, picados com
tesoura € homogeneizado em homogeneizador Potter-Elvehjem, em seguida esse material
foi centrifugado a 500 g por 7 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em meio composto por sacarose 250 mM, HEPES 5 mM pH 7,2 e EGTA 0,3
mM e centrifugado a 7750 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso no mesmo meio, sendo submetido a centrifugagao de 7600 g por 10 minutos. O
sedimento resultante desta centrifugacdo foi ressuspenso no mesmo meio, porém, isento de

EGTA para uma concentragdo final préxima de 70 mg de proteina por mL.

Preparo dos mitoplastos de figado e rins de rato

Os mitoplastos de figado foram preparados segundo Schnaitman e Greenawalt (1968).
Um mL de suspensao de mitocondrias de figado foi adicionado a 1,0 mL de meio contendo
manitol 225 mM, sacarose 75 mM, BSA 2%, HEPES 5 mM pH 7,2 e digitonina 2,0%
(Sigma, D141). Esse material foi mantido em banho de gelo por 15 minutos sob agitacio

constante, apds esse periodo, a suspensdo foi homogeneizada delicadamente 5 vezes em
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homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem, depois diluida pela adi¢do de 10 mL do meio
acima descrito e em seguida centrifugada a 12000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi
entdo descartado e o sedimento ressuspenso em 5 mL do mesmo meio e novamente
centrifugado a 12000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em 5 mL do mesmo meio e centrifugado a 12100 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em meio contendo sacarose 250
mM e HEPES 5 mM pH 7,2, obtendo-se uma fracdo de mitoplastos com concentragdo

aproximada de 30 a 35 mg por mL.

Os mitoplastos de rins foram preparados segundo Greenawalt (1974) com
modificacdes de Lee et al. (2004), utilizando-se 0 mesmo meio e as mesmas centrifugacoes
do isolamento de mitoplastos de figado de rato. Utilizou-se digitonina 1,2% para a obtengdo
de mitoplastos de rins j4 que concentragdes mais altas deste detergente comprometeram

significativamente a fungdo destas organelas.

Para os experimentos com mitocOndrias, as suspensOes mitocondriais foram
submetidas aos mesmos procedimentos utilizados para a obtencdo de mitoplastos, exceto

pela adicdo do detergente digitonina.

Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina das suspensdes mitocondriais foi determinada pelo
método de biureto (Gornall et al., 1949), modificado pela adi¢do de colato 1% (Kaplan e
Pedersen, 1983). O principio do método baseia-se na determinacdo da concentracdo de
ligacdes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo cobre-nitrogénio. Este

complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm. A absorbancia é considerada
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diretamente proporcional a concentragdo de proteina na solucdo analisada, onde uma

solucdo de BSA a 1% foi utilizada como padrao.

Condicoes experimentais

Os experimentos de respiracdo, inchamento, potencial de membrana mitocondrial
com mitocondrias isoladas e mitoplastos foram realizados a 28 °C em meio de reacdo
padrdo contendo sacarose 125 mM, HEPES 10 mM pH 7,2, KCI 65 mM, KH,PO4 2 mM e
MgCl, 1 mM. Como substratos respiratdrios foram utilizados 5 mM de malato, piruvato,
glutamato e a-cetoglutarato. Nos experimentos de consumo de oxigénio mitocondrial foi
utilizado o meio de reagdo padriao contendo 0,3 mM de EGTA. Outros reagentes

adicionados estdo indicados nas figuras.

Consumo mitocondrial de oxigénio

O consumo de oxigénio por mitocondrias ou mitoplastos foi determinado utilizando-
se um eletrodo do tipo Clark (Yellow Springs Instrument Co.) conectado uma camara de
vidro de 1,4 mL equipada com agitador magnético. A concentracdo de oxigénio molecular
inicial no meio de reacdo foi considerada 225 nmol/ml a 28 °C (Robinson, 1970). A
respiracdo de fosforilacdo (estado 3) foi obtida com a adicio de ADP. O controle
respiratério foi calculado como sendo a razio entre as velocidades de respira¢do nos estado
3 e 4 (velocidade de respiracdo observada apds todo o ADP adicionado ter sido consumido)

(Ver figura 3).
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Figura 3: Esquema de controle respiratério

Medida de inchamento mitocondrial

As suspensdes mitocondriais sdo turvas e espalham a luz incidente. A luz espalhada
¢ uma funcdo da diferenca entre o indice de refracdo da matriz e do meio, e, qualquer
processo que diminua esta diferenca ird diminuir a luz espalhada e aumentar a
transmitancia (Nicholls e Akerman, 1982). Assim, um aumento no volume da matriz
mitocondrial, associado com a entrada de solutos permedveis, resulta numa aproximagao
entre o indice de refragdo da matriz e do meio de reacdo com a consequente diminui¢do da
luz espalhada. Esta propriedade das mitocondrias fornece um método qualitativo simples

para se estudar o fluxo de solutos através da membrana mitocondrial interna.
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O acompanhamento espectrofotométrico da reducao da absorbancia a 520 nm foi
feito em um espectrofotometro Hitachi U-3000. As mitocOndrias intactas ou mitoplastos

(0,5 mg de proteina/mL) foram incubados nas condicdes descritas anteriormente.

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e Western blot

Amostras contendo mitocOndrias e mitoplastos na concentracdo de 0,5 mg/mL
foram coletadas e submetidas a centrifugacdo de 15000 g por 2 minutos. O sedimento
obtido foi ressuspenso em solu¢do contendo sacarose 1,25 M, Tris-HCI 250 mM pH 7.4,
SDS 5% e EDTA 10 mM (definida como solugdo de dissolug¢do de membrana) de acordo
com Liu et al., (1977). As amostras foram aquecidas a 100°C por 3 minutos e suas
concentracdes protéicas finais determinadas pelo método descrito por Lowry et al., (1951).
Aliquotas dessas amostras (10 pg para eletroforese e de 2,5 pg a 50 ug para Western blot)
foram aplicadas no gel de eletroforese e o azul de bromofenol foi usado como indicador de
corrida. Como padrao de peso molecular foi utilizado o Page ruler protein ladders (10 -

250 kDa) da Fermentas.

O gel de resolugdo foi composto por acrilamida 12%, Tris-HCI 375 mM, pH 8,8 e
SDS 0,1% ou acrilamida 15%, Tris-HCI 470 mM, pH 8,8 e SDS 0,1%, conforme descrito
por Fagian et al. (1990). A polimerizacdo quimica foi feita pela adicdo de persulfato de
amonia 0,075% e tetrametilenodiamida (Temed) 0,06% na concentracdo final. O gel de
empacotamento com 3,5% de acrilamida foi preparado a partir das mesmas solucdes
estoques e continha Tris-HCI 125 mM pH 6,8 e SDS 0,1%. A polimerizacdo quimica foi

feita de maneira semelhante ao gel de resolucdo.
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A corrida eletroforética foi feita em aproximadamente 2 horas, aplicando-se uma
diferenca de potencial de 80 volts. Apds a corrida, as proteinas foram fixadas no gel com
solucdo de metanol 50%, acido acético 12% e formaldeido 0,02% por 2 horas a 4 °C.
Utilizou-se o método descrito por Blum et al. (1987) para coloragdo do gel de

poliacrilamida através da impregnacgao pela prata.

Para Western blot, logo ap6s a corrida eletroforética, as amostras foram transferidas
para membrana de nitrocelulose (Potran, Shleicher & Schuell, EUA), em tampao contendo
Tris-HCI 1,2 mM (pH 8,0), glicina 9,6 mM e 20% de metanol. A eficdcia da transferéncia
foi verificada através da coloracio da membrana com o corante Ponceau S (Sigma
Chemical Company, EUA), seguida por bloqueio dos sitios inespecificos, em uma solucao
contendo 5% de leite em po desnatado (Nestlé, Brasil) dissolvido em tampao Tris-HCI 20
mM pH 7,6, contendo NaCl 150 mM e 0,1% de Tween 20 (TBST) por 18 horas a 4 °C. As
membranas foram incubadas com um dos seguintes anticorpos primdrios diluidos em TBST
com 5% de leite desnatado: anti-VDAC 1, anti-VDAC 2 ou anti-VDAC 3, 1:200 por 2
horas sob agitacdo constante. Foram realizadas 4 lavagens de 10 minutos cada com TBST,
seguidas de incubacdo com anticorpo secundario biotinilado na dilui¢do de 1: 1000 por 1%2

hora a 24 °C sob agitacdo constante.

A membrana foi revelada através de método colorimétrico utilizando-se o kit
Amplified Alkaline Phosphatase Immun-Blot (BIO-RAD) e digitalizada ainda imida em

scanner HP 3052 Laser Jet.
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Avaliacao do potencial elétrico de membrana mitocondrial pelo método da safranina

A medida do potencial de membrana mitocondrial foi feita utilizando-se o indicador
fluorescente safranina (5 uM). A safranina € um corante lipofilico catidnico que sofre
alteracdes Opticas em resposta a sua distribuicdo entre o meio externo e o compartimento
intramitocondrial e também em resposta ao seu stacking a membrana mitocondrial interna,
os quais sdo dependentes do potencial de membrana. A relacdo entre a alteracdo de
fluorescéncia da safranina com o potencial de membrana permite que valores
desconhecidos de potencial de membrana sejam calculados (Colonna et al., 1973). Os
experimentos com mitocOndrias e mitoplastos (0,5 mg/mL) foram realizados em
fluorimetro Shimadzu (RF-5301 PC) utilizando-se os comprimentos de onda de 495 nm

(ex) e 586 nm (em), slit de 3 nm, sob agitacdo constante.

Deteccao da atividade da enzima monoamino oxidase (MAQ) em mitocondrias e

mitoplastos de figado de rato

A enzima monoamino oxidase apresenta 2 isoformas (MAO-A e MAO-B) e estd
relacionada a degradagdo metabolica de neurotransmissores como a dopamina e serotonina
em varios tecidos e na mitocOondria, localiza-se na membrana mitocondrial externa,
podendo ser usada como indicador da mesma (Schnaitman e Greenawalt, 1967; Edmonson
et al., 2009). Amostras de mitocOndrias e mitoplastos foram incubadas em tampao fosfato
50 mM pH 7,4 a 37 °C, Triton X100 0,5% e benzilamina 1 mM, que é um substrato
sintético para MAO-B (segundo Tabor et al., 1954), sob agitacdo constante. A MAO em
presenca do substrato benzilamina, gera benzaldeido, amdnia e perdxido de hidrogénio

(H20,). A formagdo de benzaldeido foi detectada a 250 nm em espectrofotdmetro modelo
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Hitachi U-3000. Para calcular a quantidade de benzaldeido produzido, foi considerado o

coeficiente de extin¢cdo molar de 12 800 M'em™, de acordo com Neumann et al (1975).

Atividade da enzima citrato sintase em mitocondrias e mitoplastos de figado de rato

A enzima citrato sintase (CS) € um dos componentes do ciclo de Krebs, localizando-
se na matriz mitocondrial e € frequentemente utilizada como marcador quantitativo de
mitocOndrias. Os experimentos para andlise da atividade desta enzima foram feitos com
mitocOndrias e mitoplastos de figado de rato, na concentracdo de 30 ug mL'l, incubados em
meio contendo tampdo TRIS-HCI1 50 mM, pH 8,0 a 37 °C, Triton X100 0,1%, oxalacetato
250 uM, DTNB 100 uM, acetil-CoA 50 uM(CoA-SH), de acordo com Shepherd e Garland
(1969). Leituras foram realizadas em espectrofotometro Hitachi U-3000 a 412 nm para

detectar o TNB formado, conforme a reac@o abaixo.

Acetil-CoA + oxaloacetato + H,0 —<2+ Citrato + CoA-SH
CoA-SH + DTNB —— TNB + CoA-S-S-TNB

Analise da atividade de hexoquinase em mitocondrias e mitoplastos de rim de rato

A enzima hexoquinase catalisa a reacdo de fosforilacio da glicose a glicose-6-fosfato,
o primeiro passo do catabolismo da glicose. Em mamiferos existem quatro isoformas de
hexoquinase, sendo que a I e II, sdo mitocondriais e estdo localizadas no espago
intermembrana, associadas ao VDAC e ANT (translocador de nucleotideos de adenina),

(Wilson, 1997).

46



Mitocondrias e mitoplastos de rim de rato (0,2 mg/mL) foram incubados em meio
de reacdo contendo TRIS-HCI 20 mM, pH 7.4 a 37 °C, glicose 5 mM, MgCl, 10 mM,

Triton X-100 0,5%, ApSA 50 uM, G6PDH 2 U/mL, NADP 1 mM .

A reacdo foi iniciada pela adi¢do de ATP 1 mM (Santiago et al., 2008). A calibrac¢io foi
feita com adic¢des sucessivas de NADPH 10 uM. Experimentos feitos em espectrofotdmetro
modelo Hitachi U-3000 a 340 nm. Nestas condi¢des a atividade de hexoquinase ¢é
determinada com base na formac¢do de NADPH a partir da conversao de glicose em glicose
6-fosfato (G6P) pela enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH), conforme a reacio

abaixo.

Glicose + ATP — Glicose-6-Fosfato + ADP

Glicose-6-Fosfato + NADP* —=22lp 6-Fosfoglucolactona + NADPH

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas pelo teste 7-Student ou ANOVA one-way, com
teste de Bonferroni como post-hoc, onde adequado. Os resultados s@ao mostrados como

média + desvio padrdo. Valores de p< 0,05 foram considerados significantes.
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Parte 1: Caracterizaciao e padronizacao do isolamento de mitoplastos
Para a obtencdo de mitoplastos (mitocondrias desprovidas de membrana externa)
utilizamos o protocolo descrito por Schnaitman e Greenawalt (1968), que € baseado no uso

do detergente seletivo para colesterol digitonina.

Para avaliarmos o grau de pureza da preparacdo dos mitoplastos, realizamos
experimentos com o objetivo de investigar se essas organelas estavam realmente desprovidas
de membrana mitocondrial externa. Como a monoamino-oxidase (MAQO) é uma enzima
localizada na membrana mitocondrial externa (Schnaitman e Greenawalt, 1967; Edmonson et
al, 2009), estimamos a atividade da mesma em mitocondrias intactas e comparamos com a
sua atividade em mitoplastos de figado de rato. A MAO na presenga do substrato sintético
benzilamina produz amoénia, peréxido de hidrogénio e benzaldeido. Este dltimo foi detectado

espectrofotometricamente a 250 nm (Tabor et al., 1954).

A figura 4A mostra um experimento representativo do monitoramento da atividade
de MAO na presenca de mitocondrias e mitoplastos. Em mitocondrias observamos uma
significativa e constante produg¢do de benzaldeido, que foi considerado como 100% de
atividade para fins de comparagdo, enquanto que em mitoplastos a atividade se mostrou

bastante inferior (em torno de 5% ou menos) quando comparada as mitocondrias (Fig. 4B).

Para os experimentos desenvolvidos neste trabalho, foram utilizadas apenas
suspensdes de mitoplastos que apresentavam atividade de MAO menor que a 5% da

atividade das mitocOndrias intactas.
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Figura 4: Determinacdo da atividade de monoamino oxidase (MAO) em mitocdndrias (MFR) e
mitoplastos (Mtpl) de figado de rato. Painel A: MFR ou Mtpl (0,5 mg/mL) foram adicionados em
tampao fosfato 50 mM, pH 7,4 a 37°C, triton X100 0,5% na presenca ou auséncia do substrato para
MAO benzilamina 1 mM (benz). Painel B: Comparacdo da atividade de MAO entre MFR e Mtpl. A
atividade de MAO na situacdo controle foi de 9,3 + 1,3 nmol de benzaldeido produzido por minuto
por mg de proteina, sendo considerada 100% para fins de comparacdo com mitoplastos. Os resultados
sdo a média + S.D. de 10 determinag¢des independentes. *p< 0,01.
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Como parte da padronizacido da preparacdo de mitoplastos, avaliamos se haveria
uma diferenca importante de quantidade de organelas por mg de proteina nas suspensdes de
mitocondrias e mitoplastos. Para essa avaliacdo, determinamos a atividade da enzima citrato
sintase, presente na matriz mitocondrial, que é frequentemente utilizada como marcador

quantitativo de organelas em isolamentos mitocondriais (Kuznetsov et al., 2002).

Observamos nas figuras 5A (tracados representativos) e SB que a quantidade de
organelas por mg de proteina das suspensdes de mitocondrias (linha preta) e mitoplastos

(linha vermelha) se mostra bem préxima.
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Figura 5: Determinacdo da atividade de citrato sintase. Painel A: MFR ou Mtpl (30 pg/mL) foram
adicionados em tampdo de reacdo contendo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 a 37°C, Triton X100 0,1%,
oxalacetato 250 uM, DTNB 100 uM e acetil-CoA 50 uM. Painel B: Comparacido da atividade de
citrato sintase entre MFR e Mtpl. Os resultados representam a média + S.D. de 6 determinacdes
independentes.
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Como mais uma certificacdo de que realmente os mitoplastos estavam desprovidos
de membrana externa, utilizamos Western blot para detectar a presencga das trés isoformas
de VDAC (canal anidnico voltagem dependente), que € a proteina mais abundante na

membrana mitocondrial externa (De Pinto et al., 2010).

Aplicamos no gel de poliacrilamida-SDS de 2,5 a 50 pg de proteina mitocondrial e
50 pg de proteina de mitoplastos para que pudéssemos fazer uma andlise comparativa e
semi-quantitativa da deplecio de VDAC em mitoplastos. Pelos resultados da Figura 6,
podemos afirmar que ha menos de 10% das isoformas 1, 2 e 3 de VDAC em mitoplastos
quando comparados as mitocondrias intactas. Estes resultados demonstram que o protocolo
de preparo dos mitoplastos foi adequado para a realizac@o de experimentos com o intuito de
estimar a participagdo de proteinas da membrana mitocondrial externa na formagao do poro

de transi¢do de permeabilidade.
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Figura 6: Deteccdo das isoformas 1, 2 e 3 de VDAC em MFR e Mtpl por Western blot. Diferentes
concentragdes de proteina (2,5 - 50 pg) de MFR e Mtpl foram adicionadas nos géis.
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Uma vez que foi confirmada a eficiéncia da preparacdo dos mitoplastos de figado de
rato, avaliamos se essas organelas eram capazes de manter o funcionamento da cadeia
respiratéria e fosforilacdo oxidativa (Figura 4A). Verificamos que os mitoplastos eram
capazes de fosforilar o ADP adicionado, porém com menor eficiéncia quando comparados
as mitocondrias intactas. Quando suplementamos o meio de reagdo com citocromo ¢ (5
uM) notamos que a fosforilacdo oxidativa foi parcialmente recuperada. Provavelmente,
durante a preparacdo dos mitoplastos, devido a localizagdo do citocromo ¢ no espago
intermembrana (Weiss et al., 2003), uma parte foi perdida, por isso a recuperagio parcial do
consumo de O, quando adicionado citocromo ¢ exdgeno. Oligomicina (2 pug/mL) foi
utilizada no final de cada experimento para inibir a ATP sintase. As médias dos controles
respiratorios apresentados por mitocondrias, mitoplastos e mitoplastos mais citocromo ¢

sdo mostradas na figura 7B.

Para comprovar a perda de citocromo c durante a preparacdo dos mitoplastos,
fizemos eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (15%) (Figura 7C). Pudemos visualizar
significativa reducdo da banda correspondente ao citocromo ¢ na coluna em que foi
aplicada amostra protéica de mitoplastos, enquanto que a observamos nas colunas em que
foram aplicadas amostras de mitocOndrias intactas ou ainda em mitoplastos incubados na

presenga de citocromo ¢ exdgeno.

Considerando-se estes resultados, os experimentos a seguir com mitoplastos foram

realizados em meio de reagdo suplementados com citocromo-c 5 uM.
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Figura 7: Controle respiratério e perda de citocromo ¢ em mitocdndrias (MFR) e mitoplastos
(Mtpl). Painel A: MFR e Mtpl (0,5 mg/mL) foram adicionados ao meio de reagdo padrdo, pH 7,2 a
28 °C, contendo 5 mM de substratos para complexo I e EGTA 100 uM. Onde indicado, ADP 200
uM, citocromo ¢ 5 uM e oligomicina (Oligo) 2 ug/ml foram adicionados. Painel B: Média dos
controles respiratérios £ S.D. (n=20). * p< 0,01 em relagdo aos outros 2 grupos.

Painel C: Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS de proteinas de membrana de MFR e Mtpl.
Em cada coluna, 10 pg de proteina de MFR ou Mtpl foram aplicadas no gel de resolucdo 15%. A
cabeca de seta indica a banda referente ao citocromo-c. As setas pequenas indicam a banda
correspondente ao peso molecular do citocromo-c. As colunas sdo referentes as seguintes
condi¢des: Coluna 1: citocromo c (3,3 pg); Colunas 2 e 3: Mtpl + citocromo c; Colunas 4 e 5: Mtpl;
Coluna 6: MFR.
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A seguir avaliamos a capacidade de mitoplastos gerar e manter um potencial de
membrana. Na figura 8, observamos o potencial de membrana quando as mitocondrias
(linha preta) ou mitoplastos (linha cinza) foram adicionados ao meio de reagdo padrio
contendo safranina e substratos para o complexo I. Apds a adicdo de mitocondrias ou
mitoplastos ocorreu a captagdo da safranina, evidenciada pela deflexdo dos tragados.
Quando foi adicionado ADP, foi possivel verificar a redu¢do do potencial pela fosforilaciao
oxidativa e no final induzimos a despolarizacdo completa do potencial ao adicionarmos o

desacoplador FCCP (carbonil cianeto p-trifluorometoxifenil hidrazona).
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Figura 8: Monitoramento do potencial de membrana das organelas. MFR ou Mtpl (0,5 mg/mL)
foram adicionados ao meio de reacdo padrdo pH 7,2 a 28 °C, contendo EGTA 200 uM, substratos
para complexo I e safranina 5 uM. ADP 200 uM, oligomicina 1 pg/mL (Oligo) ou FCCP 1 uM
foram adicionados onde indicado pelas setas. Nos experimentos com Mtpl o meio de reacdo foi
suplementado com citocromo-c 5 puM. A figura é representativa de cinco experimentos
independentes.



Parte 2: Transicao de permeabilidade mitocondrial (TPM) em mitoplastos de figado

de rato

Para avaliar o efeito de indutores e inibidores da transicdo de permeabilidade
mitocondrial (TPM) em mitoplastos, acompanhamos o inchamento mitocondrial em
espectrofotdmetro. Quando ocorre a TPM, hd uma diminui¢do da absorbancia devido ao

inchamento das organelas, devido a entrada de ions, 4gua e outras moléculas.

. . ~ 2

Na figura 9 notamos que na presenca de diferentes concentragdes de Ca”" ocorre o
inchamento de mitocondrias e mitoplastos de maneira bastante semelhante. Os mitoplastos
se mostraram mais sensiveis ao inchamento induzido por Ca®*, sendo que concentragoes

duas vezes maiores de Ca®* foram necessérias para induzir o inchamento em mitocondrias.

Nos experimentos mostrados na figura 10 avaliamos o estimulo da TPM pelo pré-
oxidante t-butil hidroperoxido (t-butil) e o efeito dos inibidores da TPM. Conforme ja é
conhecido para mitocOndrias, o t-butil hidroperoxido estimulou a ocorréncia de TPM em
mitoplastos, enquanto este processo foi inibido pelo antioxidante catalase e pelos inibidores
de TPM ciclosporina A e ADP mais magnésio (MgCl,). Ao final dos experimentos, para
induzir o maximo inchamento das organelas adicionamos alameticina, um composto que

forma poros ndo seletivos na membrana interna (He et al., 1996).
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Figura 9: Inchamento de organelas induzido por Ca**. MFR e Mtpl (0,5 mg/mL) foram incubados
em meio de reacdo padrdo, pH 7,2, a 28 °C contendo 5 mM de substratos para complexo I. EGTA
100 uM, Ca™ nas concentracdes indicadas e CsA 1 uM estiveram presentes nos experimentos
conforme indicado na figura. Alameticina (Alam.; 40 pg/mg de proteina) foi adicionada onde
indicado pelas setas. Nos experimentos com Mtpl, o meio de reacdo foi suplementado com

Tempo (min)

citocromo ¢ 5 uM. Figura representativa de 5 experimentos independentes.
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Figura 10: Efeito de t-butil hidroperéxido (t-butil), EGTA, ADP + MgCl,, CsA ou catalase sobre o
inchamento mitocondrial induzido por Ca** (40 uM para MFR; 20 uM para Mtpl): MFR ou Mtpl
(0,5 mg/ml) foram incubados em meio de reacdo padrdo, pH 7,2 a 28 °C, contendo 5 mM de
substratos para o complexo I . EGTA 100 uM ou Ca®*, juntamente com t-butil hidroperéxido 300
uM, CsA 1 uM, ADP 300 uM mais MgCl, 2 mM ou catalase 2 uM estiveram presentes conforme
indicado na figura. Em todos os experimentos com Mtpl, o meio de reacdo foi suplementado com
citocromo ¢ 5 uM. A figura € representativa de seis experimentos independentes.
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Como outra forma de comparar mitocondrias e mitoplastos frente a indutores e
inibidores do poro de TPM, verificamos a capacidade de restabelecimento do potencial de
membrana mitocondrial logo apds o inicio da perda de potencial induzida por t-butil
hidroperéxido e Ca**. EGTA, CsA e DTT inibiram a queda e restabeleceram parcialmente
o potencial de membrana tanto em mitocondrias quanto em mitoplastos, como pode ser

observado na figura 11.
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Figura 11: Efeito de ciclosporina (CsA), ditiotreitol (DTT) e EGTA na queda do potencial de
membrana de MFR e Mtpl induzida por t-butil hidroperéxido (t-butil) e Ca**. Os experimentos
foram conduzidos na presenca de t-butil 300 uM e Ca** 10 uM. Onde indicado pelas setas, CsA

1 uM, DTT 3 mM ou EGTA 1 mM foram adicionados. Em todos os experimentos com Mtpl, o
meio de reacdo foi suplementado com citocromo ¢ 5 uM. Figura representativa de 5 experimentos
independentes.
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Parte 3: Estudo do envolvimento da enzima hexoquinase na TPM

Como alguns estudos propdem que a hexoquinase também pode ter envolvimento
no processo de TPM (Crompton et al., 1998; Green e Reed, 1998; Crompton, 1999;
Breckenridge e Xue, 2004), nos interessamos em investigar se esse processo também

poderia ocorrer em mitoplastos.

Como mitocondrias de figado de rato sdo pobres em hexoquinase (Santiago et al.,
2008), optamos por preparar mitocondrias e mitoplastos de rim de rato e verificar se
ocorreria a TPM de forma semelhante nas duas preparacdes. Como confirmacio do preparo
eficiente de mitoplastos de rim, fizemos experimentos de Western blot para deteccdo de
VDAC 3 (Figura 12) nas organelas. Utilizando este marcador observamos que a membrana

externa foi depletada em pelo menos 90% nos mitoplastos de rim.

MRR Mtpl
kDa 50 20 10 5 25 i 50 (H9)
35
27 s

Figura 12: Deteccdo de VDAC (isoforma 3) em MRR e Mtpl de rim por Western blot. Diferentes

concentracdes de proteina (2,5 - 50 pg) foram adicionadas nos géis.

61



Com a finalidade de avaliar quanto da enzima hexoquinase ainda restava nas
organelas depois do preparo dos mitoplastos, realizamos ensaios enzimaticos com o intuito
de quantificd-la. Conforme pode ser observado na figura 13, em mitoplastos de rim, ainda
restou cerca de 27% da atividade de hexoquinase quando comparados a mitocondrias de
rim intactas. Essa diferenca provavelmente acontece devido a sua ligacdo a sitios da face
externa da membrana interna (Wilson, 1997) ndo permitindo a total deplecdo somente com

a remog¢do da membrana externa.
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Figura 13: Determina¢do da atividade da enzima hexoquinase em mitocondrias (MRR) e
mitoplastos (Mtpl) de rim de rato. MRR e Mtpl foram submetidos a ensaios para monitoramento da
atividade da enzima hexoquinase conforme descrito em Materiais e Métodos. n = 6, *p< 0,01.
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Os resultados mostrados nas figuras 9, 10 e 11 indicaram que mitocOndrias e
mitoplastos de figado se comportam de forma semelhante quando submetidos a indutores e
protetores da TPM. A seguir conduzimos testes comparativos semelhantes em mitocondrias
¢ mitoplastos de rim. De fato, observamos que o Ca’* induziu o inchamento em

mitocondrias e mitoplastos de rim e este processo foi inibido por EGTA, CsA ou ADP mais

MgCl, (Figura 14).
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Figura 14: Inchamento induzido por Ca”* em mitocondrias (MRR) ou mitoplastos (Mtpl) de rim de
rato (0,5 mg/mL). MRR ou Mtpl foram incubados em meio de reagdo padrdo, pH 7,2, a 28 °C, com
substrato para complexo I (malato, piruvato, glutamato e a-cetoglutarato) 5 mM. EGTA 100 pM,
Ca’ (40 uM em MRR e 20 uM em Mtpl), CsA 1uM ou ADP 300 uM com MgCl, mM estiveram
presentes nos experimentos conforme indicado na figura. Alameticina (40 mg/mg de proteina) foi
adicionada onde indicado pelas setas. Figura representativa de 5 experimentos independentes.
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A transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) é um processo induzido por
Ca®* e caracterizado pela formacdo de poros ndo seletivos na membrana mitocondrial
interna, promovendo o inchamento osmoético da matriz, dissipacdo do potencial de
membrana, incapacidade de producdo de ATP e morte celular (Crompton, 1998;

Kowaltowski et al., 2001; Vercesi et al., 2006).

Nos ultimos anos, vérios estudos foram realizados com o objetivo de esclarecer a
identidade molecular do poro de TPM, porém esse problema ainda permanece sem solugdo
(Leé Qudc & Lé Qudc, 1988; Fagian et al., 1990; Szabo e Zoratti, 1993; Krauskopf et al.,
2006; Woodfield et al., 1998; Marzo et al., 1998; Kokoszka et al, 2004; Baines et al., 2007;

Leung et al., 2008; Halestrap, 2009; Zoratti et al., 2010).

Inicialmente o VDAC, uma proteina da membrana mitocondrial externa foi
considerado um componente essencial no processo de TPM (Szabo e Zoratti, 1993, Beutner
et al., 1996; Marzo et al., 1998), entretanto, trabalhos recentes mostraram que mitocondrias
provenientes de fibroblastos ou de camundongos deficientes das 3 isoformas de VDAC
sofrem TPM com a mesma sensibilidade ao Ca**, em comparacio s mitocéndrias controle
(Krauskopf et al., 2006; Baines et al., 2007). Em adicdo, fibroblastos sem as trés isoformas
de VDAC apresentaram maior sensibilidade a morte celular induzida por estresse oxidativo
(Baines et al., 2007). E importante ressaltar que nesses modelos hd a possibilidade de
células desenvolverem adaptagdes compensatdrias e voltarem a apresentar a TPM mesmo
sem o VDAC. No presente estudo, com o uso de mitoplastos depletados de VDAC (Figuras
6 e 12), obtidos a partir da remocdo da membrana mitocondrial externa com o detergente
seletivo para colesterol digitonina, isso ndo ocorreria. Os mitoplastos de figado

apresentaram uma deplecdo > 90% das trés isoformas de VDAC (Figura 6). Assim, como
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observado com mitocOndrias, o processo de TPM nos mitoplastos foi modulado
(estimulado/inibido) por agentes indutores e protetores. O prd-oxidante t-butil
hidroper6xido potencializou o inchamento (Figura 10) e a dissipacdo do potencial de
membrana (Figura 11) induzidos por Ca’" nos mitoplastos, enquanto, EGTA, ADP, CsA,
DTT e catalase inibiram este processo (Figuras 9 a 11 e 14). Desta forma, nossos resultados
indicam que a membrana mitocondrial externa e as proteinas nela contidas ndo sdo
necessdrias para a inducdo de TPM com propriedades semelhantes as observadas com
mitocOndrias intactas. Apesar do VDAC nao ser necessdrio para a TPM, Tikunov et al.
(2010) demonstraram recentemente que o fechamento deste canal na membrana externa,
pelo qual muitas moléculas sdo transportadas, aumentou a concentracdo do radical livre
superoxido na mitocondria e favoreceu a abertura do poro de TPM. Desta forma, nio
podemos descartar que proteinas da membrana mitocondrial externa possam, pelo menos
indiretamente, modular o processo de TPM. Mesmo sendo dispensdvel para a formacgdo da
TPM, o VDAC pode interagir com proteinas pré-apoptéticas da famila Bcl-2 resultando na
formacao de poros protéicos na membrana mitocondrial externa por onde ocorre a liberagao
de citocromo c, ativando a via intrinseca da apoptose (Shimizu et al., 1999; Banerjee &

Ghosh, 2004).

Virias outras proteinas associadas & membrana mitocondrial externa também foram
propostas como componentes do poro de TPM, como a hexoquinase, a creatina quinase € 0
receptor benzodiazepinico (Beutner et al., 1996; Beutner et al., 1998; Marzo et al., 1998). A
exclusdo da participacdo da hexoquinase poderia ser feita apenas pela observagdo de que a
TPM ocorre em mitocOndrias que praticamente ndo possuem esta proteina, como

mitocOndrias de figado (Santiago et al., 2008). No entanto, mitocOndrias de figado
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poderiam ter adaptagdes especificas para apresentar TPM mesmo sem hexoquinase. Por
isso, também a ocorréncia de TPM foi avaliada em mitoplastos de rim de rato (Figura 14).
Nestas preparacdes, verificamos uma deplecdo parcial de hexoquinase (~73%). A
quantidade residual desta proteina pode ser devido a presenga de sitios de ligacdo com a
membrana mitocondrial interna (Wilson, 1997). Em relacdo a andlise da isoforma 3 de
VDAC, utilizada como um marcador da presenca de membrana externa, observou-se uma
deplecdao > 90% desta proteina em mitoplastos de rim em comparacdo as mitocondrias. A
observagdo da TPM em mitoplastos de rim (Figura 14) indica que este fendmeno também

ndo depende da presenca de hexoquinase.

As protefnas mitocondriais com evidéncias solidas de envolvimento no processo de
TPM sdo o ANT na membrana mitocondrial interna e a CyD na matriz mitocondrial. Dados
recentes também indicam que o carreador de fosfato, na membrana interna, participa no
mecanismo pelo qual a CyD modula o processo de TPM (Leung et al., 2008). Drogas que
mantém o ANT no estado conformacional “m”, como o boncrecato, diminuem a
suscetibilidade mitocondrial a TPM, enquanto a indu¢do do estado conformacional “c” por
carboxiatractilosideo induz efeito oposto (L& Qudc & L& Quoc, 1988). Notadamente, foi
demonstrado que ocorre TPM em mitocondrias de camundongos que nio expressam as
isoformas 1 e 2 de ANT (Kokoszka et al, 2004), porém a delecdo destas isoformas diminuiu
a sensibilidade da mitocondria ao Ca®* no processo de TPM, indicando que o ANT
desempenhe um papel regulador neste processo. A ciclofilina D, que apresenta atividade

peptidil prolil cis-trans isomerase, € considerada um componente essencial além de

regulador do poro de TPM, ja que mitocondrias isoladas de animais knockout apresentaram
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menor sensibilidade ao Ca”* e a TPM foi insensivel 2 CsA (Baines et al., 2005; Nakagawa

et al., 2005).

Ha dois modelos principais para explicar a constitui¢do molecular do poro de TPM
(He e Lemasters, 2002). O primeiro modelo propde uma interagdo fisica entre proteinas
especificas necessdrias para a constituicdo do poro de TPM. Conforme discutido, ja foram
propostas diversas proteinas como constituintes do poro, como o VDAC, hexoquinase,
ANT e CyD (Halestrap et al., 1998; Crompton, 1999; Kroemer, 2003; Zoratti et al., 2005).
No segundo modelo, proposto inicialmente pelo nosso laboratério (Fagian et al., 1990), ha
a formacdo de um aglomerado protéico, devido a ligagdes dissulfeto entre proteinas da
membrana interna, que causaria alteracOes conformacionais na membrana que levariam a
TPM (Fagian et al., 1990; Valle et al., 1993; Vercesi et al., 1997; Kowaltowski et al., 2001;
Kim et al., 2003). Nesta proposta, ndo haveria a participacdo essencial de uma proteina
especifica na constituicdo do poro de TPM. Os dados desta tese, excluindo a participagdao
de proteinas especificas da membrana no poro de TPM, corroboram com o segundo

modelo.

Em conclusdo, o presente trabalho contribui para um melhor entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na TPM por demonstrar que esse processo €

independente de proteinas presentes na membrana mitocondrial externa.
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Certificamos que o Protocolo n® 1839-1, sobre "Transicdo de permeabilidade
mitocondrial em mitoplastos de figado de rato", sob a responsabilidade de

Prof. Dr. Anibal Eugénio Vercesi / Juliana Aparecida Ronchi, esta de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio

Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comissao de Etica na Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 04 de maio
de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1839-1, entitled "Mitochondrial permeability

transition in mitoplasts of rat liver", is in agreement with the Ethical Principles

for Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on May 4, 2009.
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