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INTRODUGAO

O transporte de Ca’* através de membranas biolbgi-
cas é uma propriedade fundamental para a fungdo celular, po-

dendo ser colocado como central no processo de vida. A impor

tancia deste transporte estd intimamente relacionada ao pa-
pel do ca?* como mensageiro intracelular (RASMUSSEN,1981). Pa
ra regular seu fluxo nas células, o reticulo endoplasmético
e a mitocdndria captam, estocam e liberam este cation e a
membrana celular permite que ele seja captado do fluido ex-
tracelular ou ativamente liberado da célula (BARRIT,1981).Es
tes mecanismos devem agir de forma integrada e regulada a
fim de permitir a distribuig8o diferencial do ion nos diver-
sos compartimentos intracelulares.

A despeito da grande importéncia destes processos
de transporte, eles ainda ndo estdo completamente elucidados.
Os melhor caracterizados s&8o a captagfo de ca®* pelo reticulo
sarcoplasmético (DE MEIS & VIANNA,1979) e o bombeamento para
fora da célula, particularmente em membranas de eritrocitos
(HOLMES,1985), ambos mediados por ATPases especificas.

A mitocondria, ao contrario da membrana celular e

do reticulo, nao possui ATPase transportadora, mas capta Ca®*

citosblico por um processo eletroforético cuja fungBo parece




estar relacionada com a regulagdo do metabolismo oxidativo

da célula (McCORMACK & DENTON,1986). Desde sua descoberta si

multanea por DE LUCA & ENGSTRON

(1961) e VASINGTON & MURPHY

(1962), este sistema de transporte através da membrana mito-

condrial interna tem sido muito estudado. Todavia, o mecanis

mo molecular de captagao e particularmente o de liberacao

sao pouco conhecidos e ainda estado sob investigacao em diver

sos tecidos animais (BYGRAVE,1978; DENTON & McCORMACK,1980;

SARIS & XKERMAN,1980; FISKUM & LEHNINGER,1981; NICHOLLS &

AKERMAN,1982; RKERMAN & NICHOLLS,1983; VERCESI,1984c; HANS-

FORD,1985; McCORMACK & DENTON,1986) e em alguns vegetais

(WISKICH,1977; HANSON & DAY,1980; DAY & WISKICH,1984; MOORE

& AKERMAN,1984; MARTINS & VERCESI,1985; DOUCE,1985; MARTINS

et alii,1986; CARNIERI et alii,1987).

MOVIMENTO DE Ca®" ATRAVES DA MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA

A adig8o de Ca®" a uma

suspensdo mitocondrial ener-

gizada resulta na sua captagdo,seguida do estimulo da respi-

racdo e extrusio de prbétons (CHANCE,1965;BRAND et alii,1976;

REYNAFARJE & LEHNINGER,1977; VERCESI et alii,1978). Ha con-

senso atualmente gue esta captaggo ocorre por um processo




eletroforéetico, em resposta ao potencial elétrico de membra-
na (AY), principal componente do gradiente eletroquimico de
prétons (ARH') (MITCHELL,1961). HA também evidéncias experi-
mentais de que o Ca®* entra com duas cargas positivas através
de um transportador sensivel a vermelho de ruténio e lantani
deos (MELA,1969; VAINIO et alii,1970; SCARPA & AZZONE, 1970;
MOORE,1971; VASINGTON et alii,1972; REED & BYGRAVE, 1974;
LEHNINGER et alii,1978a; MARTINS & VERCESI,1985). Este trans
portador eletroforético tem grande afinidade pelo Ca®’ (Km en
tre 5-30uM), dependendo da origem da mitocédndria e da compo-
sig¢do do meio de reag8o (CROMPTON et alii,1976). Ele também
seguinte

liga e transporta outros citions bivalentes com a

ordem de afinidade: Ca®') Sr?'y Mn* > Ba®' (SARIS,1963; CARAFOLI

1965; DRAHOTA et alii,1969; VAI

Esta propriedade de c¢

tions bivalentes (VASINGTON & MURPHY,1962;

BYGRAVE,1977; CARAFOLI & CROMPT
1978a; SARIS & RKERMAN,lQSO; FI

CHI,1981; NICHOLLS & XKERMAN,19

hipotese quimiosmotica da fosfo
piragao ou a hidrolise de ATP i
protons da matriz mitocondrial
eletroquimico de prétons (ARH')

por um componente quimico (ApH)

para o citosol.

NIO et alii,1970).
aptagdo de Ca* e outros  céa-

LEHNINGER,1970;

ON,1978; LEHNINGER et alii,

SKUM & LEHNINGER,1981; TEDES~-
82) pode ser explicada pela

rilagéo oxidativa, onde a res

nduzem transporte vetorial de

0] gradiente

assim gerado € constituido

e pelo potencial elétrico de




membrana (AU), com polaridade

cdndria, relacionados entre si de acordo com a

negativa no interior da mito-

equacio:

AﬂH+= OY - 60APH (MITCHELL,1961; 1969). Como a capaciténcia

elétrica da membrana mitocondrial interna é muito baixa,

actmulo de cerca de 1,0nmol de
ciente para colapsar AU se nic

to ibnico simultineo (NICHOLLS

¢8o adicional de Ca®' requer a
sdo de prdétons, que converte t
co no seu componente quimico (
Ja captada uma maior quantidad
processo deve ocorrer na prese
vessar a membrana interna na f
tralizar o gradiente de pH e p
ria restabelega o valor de AY.
lipofilicos, como acetato, pro
tirato e lactato (LEHNINGER,19
HePO; também apresentam esta p
na forma de HCO, (SELWIN & WALK
do e €& hidratado pela ag8o da
na
co-transporte com H+(COTY &

em

precipitagao do complexo Ca, (P

regeneracdo de AU pela

e de Ca** pela mitocéndria,

orma protonada,

74). Os &nions bicarbonato

o
Ca’/mg de proteina ja & sufi-
ocorrer nenhum outro movimen-

& AKERMAN,1982) Assim,a capta

extru-~

otalmente o potencial prot8éni-

ApH). Desta forma, para que se

(o}

nga de &nions capazes de atra-

a fim de neu-

ermitir que a cadeia respiratd

Entre -estes &8nions estdo os

pionato, g-hidroxibutirato, bu

e

ropriedade. O primeiro entra
ER,1977) ou como CO, dissolvi-

anidrase carbdnica, resultando

acimulo de CaCO, (ELDER & LEHNINGER,1973). O segundo entra

PEDERSEN,1975) ocasionando a

)4)2na matriz mitocondrial. En

tdo, na presenca de &nions permeantes ocorre completa repola




rizagdo da membrana apdés o término da captagdo, ndo havendo
assim, limite tebrico para actmulo de Caz*(LEHNI&GER et aiii,
1967; SARIS & XKERMAN,1980; NICHOLLS & RZKERMAN,1982).

SCARPA & AZZONE (1970) demonstraram que o Ca?* tam-
bém pode ser acumulado eletroforeticamente contra gradiente
de concentracgfio, na auséncia de energia respiratéria ou hi-
drblise de ATP, pelo seu acoplamento com o efluxo de K+ mito
condrial. Este efluxo de K pode ser induzido pelo ionéforo
valinomicina que gera um potencial de difus3o de K+ quando
as mitocSndrias s3o incubadas em meio de reagédo isentos des-
te cation. Resultados semelhantes foram obtidos por SELWIN
et alii (1970), que induziram captac®o de Ca®' por mitocdn-
drias,em resposta ao potencial de difus3o do fon tiocianato,
livremente permeédvel através da membrana.

0 Ca®** é entfo transportado com duas cargas positi-
vas movido pelo seu potencial eletroquimico (LEHNINGER,1970;
BYGRAVE,1977; CARAFOLI & CROMPTON,1978; LEHNINGER et alii,
1978a; SARIS & XKERMAN,lQBO;wTEDESCHI,i981),de acordo com a
seguinte equagao:

- - a2t 24
A““Ca”" 20U - 60loglCa ]int/[Ca ]

H

ext

onde AuCa@.representa 0 potencial eletroquimico de Ca®*. Se
assumirmos que a distribuigdo de Ca®* através da membrana mi-

,

tocondrial interna segue a equagio de Nernst e que o Ca’ &

transportado com duas cargas positivas, para um valor de DY




igual a 180mV (negativo dentro), a razao [Ca?*]. _/[Ca®*]
int ext

seria aproximadamente igual a 10® (CARAFOLI,1979). No entan-

to, os valores experimentais encontrados para mitocdndrias

"in situ" indicam que este gradiente varia entre O e 10° (DEN

TON et alii,1972; 1978; DENTON & McCORMACK,1980; HANSFCRD &
CASTRO,1982). Estes dados indicam a contribuigao de fatores
adicionais na distribuicao deste ion através da membrana mi-
tocondrial interna. De fato, foi proposto que o transporta-
dor eletroforético opera essencialmente no sentido da capta-
cao e que a liberacao de Ca”;deve ser mediada por um sistema
paralelo (para revisdo ver AKERMAN & NICHOLLS,1983).

A evidéncia para a existéncia destes dois caminhos
independentes para o transporte de Ca?’ mitocondrial foi esta
belecida apbs experimentos,que mostraram efluxo liquido de
Ca®* na presenga de vermelho de ruténio, um inibidor especifi
co da via de captagdo (MOORE,1971; VASINGTON et alii, 1972;
PUSKIN et alii,1976; POZZAN et alii,1977). Na verdade, foi
demonstrado que o Ca® mitocondrial pode ser liberado por uma
via eletroneutra que troca um ion Ca®* por dois Na' externos,
particularmente ativa em mitocdndrias de tecidos excitéveis
(CARAFOLI et alii,1974; CROMPTON et alii,1976) mas que tam-
bém ocorre em mitocdndrias hepiticas com atividade limitada

(NEDERGAARD,1984). Em mitocdndrias de figado, acredita-se

que o processo dominante para a liberacgdo de Ca?'opere por




uma via que troca um ion Ca?’por dois H' externos (XKERMAN,
1978; NICHOLLS,1978; FISKUM & LEHNINGER,1981; BRAND,1985 ‘).
Uma das evidencias experimentais em favor deste suposto car-
reador (Ca®/2H") é o efluxo de Ca®* verificado em resposta a
acidificacdo do meio de reagio (KKERMAN,1978; TSOKOS et alii
1980). Entretanto, estes dados foram contestados por GUNTER
et alii (1983) com base em resultados que indicavam uma gran
de variacfo da estequiometria Ca?7H+ em fungdo da  variacdo
do pH. Além disso, estes autores observaram que este efluxo
ndo era estimulado gquando a diminuic8o do pH externo foi in-
duzida pela adig8o de tampZo acetato em lugar de adigles de
HCl. Na interpretacgdo dos mesmos, o abaixaﬁento brusco de pH
causado pelo HCl poderia levar a liberag8o de ca?* por sub-po
pulagdes de mitocdndrias pobremente acopladas em suspensdes
heterogéneas (GUNTER et alii,1983). Outra evidéncia experi-
mental favordvel & exist&ncia deste carreador (Ca®*/2H') & o
influxo de Ca®* em resposta & acidificagfo da matriz mitocon-
drial, causada pela adig8o de nigericina a mitocdndrias dese
nergizadas. A nigericina causa acidificacdo da matriz por

+ + . ~ ~
promover a troca Ki /Hext quando as mitocbndras sdo suspen-—

nt
. . o~ +

sas em meio contendo baixas concentragdes de K . Esta capta-

¢&o se faz na presenca de vermelho de ruténio que inibe a en

trada eletroforética, indicando que a mesma seria mediada pe

lo carreador que catalisa a troca Ca“72H+,operando no senti-




do inverso (FISKUM & COCKRELL,1978; COCKRELL,1985). Esta in-
terpretagéo foi também fortemente contestada po£ SAﬁIS
(1987) que,observou que apesar da nigericina promover a tro-
ca eletroneutra K+/H+, um potencial elétrico significativo,
negativo internamente, era gerado. Além disso, SARIS demons-
trou que nas condig8es experimentais utilizadas por FISKUM &
COCKRELL (1978) e COCKRELL (1985), as concentragoes de verme
lho de ruténio empregadas nao inibiam totalmente a entrada
eletroforética de Ca?®*.

De qualquer forma, caminhos distintos de captagio
e liberagdo resultam em um movimento ciclico e continuo de
Ca®* através da membrana mitocondrial interna que, provavel-
mente opera a uma velocidade muito lenta em células normais
(CARAFOLI,1986) e caracterizam a existéncia de uma condigio
real de fluxo constante (CROMPTON et alii,1976; XKERMAN & NI
CHOLLS,1983). A operagéo simultanea destes dois fluxos em
sentidos opostos fornece as bases para uma regulagao cinéti-
ca da distribuigao de Ca®* entre os compartimentos intra e ex
tramitocondriais. De acordo com este modelo, a distribuigdo
de Ca®' em condigdes de fluxo constante pode ser alterada pe-

la ativag8o ou inibig83o de um ou ambos os caminhos (NICHOLLS

& AKERMAN,1982).




SIGNIFICADO FISIOLOGICO DO TRAN

Até o presente, o sig
transporte na regulacio fisiold
vertido e estéd sendo objeto de
acreditava-se que o estoque de
grande, superior a 10nmoles/mg
Ca®* entre a mitocdndria e o cito
portante. Assumiu-se assim que
pel relevante na regulacfo do C
sivelmente para o controle de p
mobilizag3o de Ca®*, tais como ©
¢do/ relaxamento muscular (CARAF
grande capacidade da mitoc8ndri

i~

ga de concentragdes fisioldbgicas

externo em concentragdes que se
"in vivo" (BECKER et alii,1980;
et alii,1983; JOSEPH et alii,198
L

res & conclus3o de que a organel

douro" de Ca®*¥, regulando sua co

CHOLLS,1978; BECKER et alii,1980;

& LEHNINGER,1981). A situagao pa

anos, com base principalmente nc

nificado deste sistema

muito estudo.

Ca®* mitocondrial era

a

rocessos que requerem

ISPORTE DE Ca’ MITOCONDRIAL

de

gica do Ca’* celular é contro-

Inicialmente

muito

de proteina e que a troca de

sol era quantitativamente im

a mitocbndria exercia um pa-

2" celular,

contribuindo pos-
rapida
ciclo de excitag8o/ contra-

OLI,1986). Também, devido a

a, particularmente na presen-

de ATP e Mg?* tamponar o Ca®*
aproximam das do citosol
MURPHY et a2l1ii,1980; CHAREST
3), levou alguns pesquisado-
a podia agir como um "sorve-
ncentragdo citosdlica (NI-
; SCOTT et alii,1980; FISKUM
rece ter mudado ha poucos

desenvolvimento de duas 1li-



nhas de pesquisa diferentes.

da eletrdnica de microanilise
1981) mostrou que a quantidad
ravelmente menor (da ordem de

condrial) que aquelas obtidas

Por um lado, o trabalho com son

por Raio X (SOMLYO et alii,

e de Ca®’ "in situ" era conside-

1-3nmoles/mg de proteina mito-

pelas técnicas anteriores. Is-

to obviamente restringiu muito a contribuigdo quantitativa

da mitocdbndria na regulagio da homeostase do Ca®’ citosélico.

Por outro lado, a introdugfo de marcadores fluorescentes de

Ca’* intracelular (TSIEN,1981) mostrou que a concentragfio i8-
nica de Ca®" no citosol era menor que 200nM, ou seja, cerca

de 10-50 vezes mais baixa que o Km aparente de captagio de

ion (CROMPTON et alii,1976). Estes resultados s3o incompati-

veis com as caracteristicas cinéticas de influxo e efluxo
que permitiriam um tamponamento preciso da concentracio de
Ca’*t citosblico pelas mitocdndrias (HANSFORD,1985). Outros
resultados (DENTON & McCORMACK,1985; HANSFORD,1985) demons-

traram que treées desidrogenases intramitocondriais com papel
importante na regulagfo do ciclo de Krebs: 2-oxoglutarato de
sidrogenase, NAD-isocitrato desidrogenase e piruvato desidro
genase, tem,suas atividades reguladas por Ca®” livre na faixa
SOMLYO et alii (1981). Com ba-

de concentragdo observada por

se nestes dados, estes autores propuseram que uma elevagao
fisiolégica na concentragdo do Ca’’ citosélico,estimulado por

hormdnios ou outros agentes extracelulares,resultaria no au-

- 10 -




mento da concentragio de Ca’’ da matriz mitocondrial, que agi
ria estimulando a respiragio através do estimul; destas énzi
mas. Assim, o aumento de Ca®’” mitocondrial na faixa de 0-10uM
estimularia a respiracg@o por diminuir acentuadamente o Km pa
ra os substratos da 2-oxoglutarato desidrogenase e NAD-isoci
trato desidrogenase (DENTON et alii,1978; McCORMACK & DENTON,
1979; DENTON & McCORMACK,1980). Além disso, nesta faixa de
concentragao de Ca’’ ocorre aumento na produg3o da forma ati-
va da piruvato desidrogenase, que existe nas formas defosfo-
rilada (ativa) e fosforilada (inativa). O aumento da enzima
defosforilada ocorre devido & ativagBo de uma fosfatase espe
cifica (HANSFORD,1985). De fato, foli observado recentemente
em mitocdndrias isoladas de figado (JOHNSTON & BRAND,1987)
que a elevagao de Ca®?' na matriz,nesta faixa de concentragéo,
causa estimulo proporcional da respiracgdo. Estes resultados
sdo consistentes com a proposta de que o aumento do Ca“’citg
s6lico por agdo hormonal pode estimular a produgido de ATP
através da ativag8o do metabolismo oxidativo intramitocon
drial (DENTON & McCORMACK,1985).

Outra linha de investigagao indica que o Ca’’ intra
mitocondrial pode inibir a fosforilacdo oxidativa (SORDHAL,
1974; VALLIERE et alii,1975; MALMSTROM & CARAFOLI,1977;VILLA
LOBO & LEHNINGER,1980; ABOU-KHALIL et alii,1981; ROMAN et

alii,1981; MORENO-SANCHEZ,1983). Isto levou a proposigéo de

- 11 -




um possivel papel do sistema de transporte de Ca?’ na regula-
¢do do metabolismo energético da célula, através da modﬁla~
¢do da atividade da enzima FCFl-ATP sintetase. Entretanto,re
sultados recentes de nosso laboratbério (FAGIAN et alii,1986)
argumentam fortemente contra este possivel papel regulatdério
do metabolismo celular sob condi¢8es normais, sugerindo que
esta inibigdo seja um fator adicional no mecanismo de toxici

dade celular,associado ao aumento patolbgico da concentracdo

de Ca®* citosélico.

LIBERACAO DE Ca®** MITOCONDRIAL INDUZIDA PELO ESTADO OXIDADO

DOS NUCLEOTIDEOS DE PIRIDINA

Os primeiros trabalhos que mostraram uma correla-
G8o entre fluxo de Ca®?' mitocondrial e estado redox dos nu-
cleotideos de piridina foram os de VERCESI et alii (1978) e
LEHNINGER et alii (1978b). Trabalhos com mitocdndrias isola-
das de figado (LEHNINGER et alii,1978b) e de coragfo (COELHO
& VERCESI,1980) demonstraram que a liberagéo de Ca*’ era esti
mulada pelo estado oxidado dos nucleotideos de piridina endd
genos, enquanto sua retengido era favorecida pelo estado redu
zido dos mesmos. Este fato foi subsequentemente confirmado
por outros laboratérios, ndo somente com mitocdndrias isola-
das (DAWSON et alii,1979; FISKUM & LEHNINGER,1979; LOTSCHER

et alii,1979; 1980; ARSHAD & HOLDSWORTH,1980; BEATRICE et




alii,1980; NICHOLLS & BRAND,1980; PANFILI et alii,1980; HOFS
TETTER et alii,1981; PALMER & PFEIFFER,lQBl;BARDéLEY & BRAND,
1982; BAUMHUTER & RICHTER,1982; BEATRICE et alii,1982; VERCE
SI & LEHNINGER,1982; MOORE et a2l1ii,1983; SILIPRANDI et alii,
1983; BEATRICE et alii,1984; BELLOMO et alii,1984a; FREI et
alii,1985a,b; 1986; BERNARDES et alii,1986; VERCESI,1984a,b;
1985§ 1987) mas também em células intactas (LANDRY & LEHNIN-
GER,1976; CHARLTON & WENNER,1978; KRELL et alii,1979; BELLO-
MO et al1i1i,1982; JEWELL et alii,1982; BELLOMO et alii,1984b;
1984c) e figado perfundido (SIES et alii,1981). Apesar do
grande numero de trabalhos sobre este assunto, ha ainda inde
finigéo sobre qual dos nucleotideos de piridina seria o res-
ponsavel por este processo. Embora uma série de artigos te-
nha colocado © NADP+ como responsavel por este efluxo de ca®t
(PRPIC & BYGRAVE,1980; SIES et alii,1981; ROTH & DIKSTEIN,
1982; VERCESI & LEHNINGER,1982; ORRENIUS et alii,1983; BER-
NARDES et alii,1986), os resultados sao indiretos e de difi-
cil interpreta@éo. Assim, outros experimentos, como os de
SANDRY et alii (1979) e PANFILI et alii (1980) além dos de
LOTSCHER et alii (1980) e HOFSTETTER et alii (1981), que im-
plicam respectivamente o envolvimento de proteinas que ligam
NAD" Ou gue reagem com NAD+, sugerem que este nucleotideo se

Jja o mals importante neste processo. No entanto, VERCESI

(1987), através de experimentos onde o estado redox destes
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dois nucleotideos foram manipulados separadamente, demons-
trou que a velocidade de efluxo de Ca’’ era independente da
oxidagdo do NADH, mas acelerada varias vezes pela oxidacgédo
do NADPH. Estes estudos indicaram ainda que a atividade da
enzima NADP-transidrogenase, localizada na membrana interna
(RYDSTROM,1977L parece ser um elemento chave na determinacao
do estado redox dos nucleotideos de piridina por catalisar a
reagdo reversivel,dependente de energia, equacionada abaixo:
NADPH + NAD® === NADP® + NADH
Ha varias formas de se obter mudangas no estado de
6xido-redugdo dos nucleotideos de piridina mitocondriais. Mu
dangas de cerca de 1,0 unidade no pH interno causam um aumen
to de 10 a 30 vezes na razdo NAD(P)+/NAD(P)H (RICHTER & FREI,
1985}, Além disso, podem~se,utilizar substratos redutores
tais como pg-hidroxibutirato, piruvato, malato, isocitrato e
glutamato ou oxidantes como oxaloacetato, acetoacetato e hi-
droperdxidos (para revisZo ver RICHTER & FREI,1985). O t-bu-
til hidroperdxido é considerado um otimo oxidante de NAD(P)H
mitocondrial por possuir um residuo organico suficientemente
volumoso para excluir sua reatividade com a catalase (SIES,
1985). Peguenas quantidades de t-butil hidroperéxido induzem
oxidacao dos nucleotideos de piridina devido a atividade de

uma cascata enzimatica que envolve a agac das enzimas gluta-

tiona peroxidase, glutationa redutase e NADP-transidrogenase,
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usando NAD(P)H como redutor OSHINO & CHANCE,1977; SIES &
MOSS,1978) de acordo com o esquema abaixo:
3
t-but OH GSSG NADPH NAD Mal
N/ N ™~ e
glutationa glutationa NADP-transi
peroxidase redutase drogenase AcAc
t-but OOH r/ \* 2GSH k// \*- NADP” ‘f// \‘~b NADH OAA

EFL

0 metabolismo do hid

tico glutationa perbxidase/glu
citosol e na matriz mitocondri
redugdo do t-butil hidroperéxi
duzida (GSH) a glutationa diss
quente redugdo pela glutationa
lentes redutores na forma de N
NAD(P)H/NAD(P)" (LOTSCHER et a
1983; BELLOMO et alii,1984a).

LEHNINGER et alii (1978b), est

V

UXO DE Ca®’
roperdxido pelo sistema enzimi

tationa redutase, presente no

al, resulta simultaneamente na
do e oxidag8o da glutationa re
ulfeto (GSSG), que sofre subse
redutase, as custas de equiva
razao

AD(P)H diminuindo a

11i,1979; ORRENIUS et alii,
Como sugerido inicialmente por

a oxidag8o do NAD(P)H mitocon-

drial leva & liberacd3io de Ca®* pela organela. Segundo BELLOMO

et alii (1984a), a velocidade

zagdo do t-butil hidroperéxido

io primeiro passo da metaboli-

e seus eventos subseqguentes

séo limitados pela quantidade de GSH presente nas diferentes

preparacfes mitocondriais. De fato,

observaram que,se as mitocdndr

de ratos mantidos em uma dieta
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que a atividade da enzima glutationa peroxidase é muito bai-
xa (LAWRENCE & BURK,1976), nao ocorria esta 1iber'<';1950 de Ca?*
induzida pelo t-butil hidroperdéxido. BEATRICE et alii (1984)
propuseram ainda que para o estimulo desta liberagdo, a oxi-
dagdo de GSH a GSSG era mais importante que a oxidagdo dos
nucleotideos de piridina, opinido compartilhada por outros
grupos (JEWELL et alii,1982; RILEY & PFEIFFER,1985; VERCESI,
1987; RAPUANO & MADDAIAH,1988). Todavia, MOORE et alii(1986),
trabalhando com mitocdndrias isoladas de animais mantidos em
dieta deficiente em seléenio, observaram que menadiona indu-
zia liberagao de Ca?" apds compléta oxidaééo de NAD(P)H quan-
do somente cerca. de 40% de GSH estava oxidado.

Os inGmeros trabalhos publicados abordando este
assunto foram reallzados nas mais diversas condigdes experi-
mentais, contribuindo para propostas discordantes tanto quan
to ao mecanismo molecular envolvido na indug8o deste efluxo
quanto & sua relevincia fisiolégica. Alguns autores (FISKUM
& LEHNINGER,1979; RICHTER & FREI,1985; MASINI et alii, 1986;
FREI et alii,1986), utilizando agentes capazes de causar 1li-
beragéo de Ca“’pelas mitocdndrias, sugeriram que o » estado
oxidado dos nucleotideos de piridina estimula a via eletro-
neutra de efluxo de Ca’” (Ca®*/2H"). Sugeriram também que a
gueda no potencial de membrana e as alteragdes de permeabili

dade, paralelas ao efluxo do ion, seriam consequfncia de um
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rapido e prolongado movimento

brana mitocondrial interna. OQu

¢Oes experimentais utilizadas

¥

alto potencial de membrana, sc

S
com caracteristicas e propried

cesso fisioldgico de regulacgio

"

tro lado, outros autores (BEAT
BRAND,1980; PALMER & PFEIFFER,
BEATRICE et alii,1982; RILEY &
esta liberacao estimulada por
aumento n3o especifico na perm
tando em queda de AY, inchamen
outros componentes da matriz,
nina, Mg®" e K. Ainda, outros
canismo pode estar envolvido n
Ca®* e ‘'diminuig8o da viabilidad
oxidativo" ou outras situacgles

plegdo de glutationa reduzida

da a um aumento na concentracgi

ciclico de Ca®" através da mem-

seja, dependendo das condi-

este efluxo pode ocorrer com
ndo considerado um mecanismo
ades compativeis as de um pro-

(RICHTER & FREI,1985). Por ou
RICE et alii,1980; NICHOLLS &
1981; BARDSLEY & BRAND, 1982;
PFEIFFER,1986) postularam que
NAD(P)" est4 associada a um
eabilidade de membrana, resul-
to mitocondrial e liberag8o de
tals como nucleotideos de ade-
autores sugeriram que este me-
a perturbagdo da homeostase de
e da’ célula durante "stress
patolégicas,nas quais uma de-

na mitocbndria estaria associa

o de Ca*®" intracelular (THOR et

alii,1982; JONES et alii,1983;

Com toda esta diverg

0 mecanismo molecular da liber

do oxidado dos nucleotideos de

controvertido. Existem algumas
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piridina também &

propostas principais defendi-




das por diferentes grupos de j
tos, dois incorporam a oxidaci

como uma condigZo necesséria j

ceiro postula que a oxidacgdo

estado redox dos nucleotideos

de Ca?" através da membrana mit

1. Alguns autores observaram ]

drias de figado e de céreuv.

dados e hidrolisados a ADP-rit
uma NADase, sensivel a ATP, pr
(LOTSCHER et alii,1980; RICHTE
RICHTER,1984; FREI et alii,198
entao que a formagao de ADP-ri
de uma unica proteina localiza
taria envolvida no mecanismo m
(para revisso ver RICHTER & FR
MOSER et alii (1983) que mostr
cohidrolase), responsével pela
piridina também catalisa sua s
dade de hidrdélise de NAD(P)" e
(1980) na presenga de nicotinamida. Por outro lado,
observado que somente ocorre p
de piridina guando as mitocdnd

des de Ca’* (aproximadamente 12
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ter—-

bara o efluxo de Ca®' e um

ie GSH a GSSG, independente do

de piridina leva a liberacgio

cocondrial interna:

liberagdo de Ca®’' por mitocdn-

Ui nicotinamida e 5'AMP, por

esente na matriz mitocondrial
'R et alii,1983; SATRUSTEGUI &

5a,b; 1986). Eles propuseram

bose causaria a modificagao
da na membrana interna, que es
olecular de liberagao de Ca®"
EI,1985). Os experimentos de
aram que esta NADase (NAD+—gl£
hidrdlise dos nucleotideos de

intese, explicam a reversibili

ncontrada por LOTSCHER et alii

foil
erda liquida dos nucleotideos
rias captam grandes gquantida-

Onmoles/mg de proteina mitocon




drial) e n8o quando a quantidade de Ca®* e o movimento cicli-

co s@o limitados (FREI et alii,1985a).

2. Outros autores (SANDRI et 2lii,1979;PANFILI et &111i,1980)
propuseram que a ligac8o do NADT & glicoproteina considerada
por SOTTOCASA et alii (1972) como transportadora de Ca”, pro
moveria a regulagdc metabblica do fluxo do ion através da
membrana mitocondrial. Estes autores mostraram evidéncias de
que esta glicoproteina possui quatro sitios de ligag3o para
NAD+ e que sua afinidade pelo Ca?* era alterada pela ligacgdo
dos mesmos. Fol ainda observadc que o efluxo de Ca®' induzido
pela adigdo de oxidantes de NAD(P)H era inibido por anticor-
pos obtidos contra esta glicoproteina. Com estes dados, pro-
puseram a participacdo desta glicoproteina na regulacio da
distribuigdo do Ca®** mitocondrial em condigdes que houvesse

alteragBes na relagdo NAD(P)  /NAD(P)H.

3. A terceira hipétese implica no mecanismo uma perda nio es
pecifica do ion, que seria causada pela remogdo de lipideos
da membrana (RILEY & PFEIFFER,1985). De acordo com esta hipé
tese, o equilibrio do ciclo da reagdo envolvendo deacilacao
ve reacilagao de fosfolipideos da membrana seria perturbadc
na presenca de oxidantes de NAD(P)H ou outros agentes que in
duzem perda de Ca’* mitocondrial. Assim, o Ca’*da matriz au-
mentaria a atividade da fosfolipase A, , associada & membrana

interna, e a queda na razdo GSH/GSSG diminuiria a atividade
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da acil CoA lisofosfolipideo acil transferase. Isto resulta-
ria no actmulo de acidos graxos livres e ;lisofésfolipideos
que causariam um aumento nao especifico na permeabilidade da
membrana, dissipagao em AU e liberagfo de Ca®’' e outros compo
nentes da matriz. A inibigdo da acil CoA transferase quando
os nucleotideos est8o oxidados seria ocasionada por uma dimi
nuigcdo na disponibilidade de GSH, necessario para manter a
atividade da enzima, devido a formagZo de dissulfetos mistos
entre GSSG e CoA-SH ou por formagdo de S-S5 em grupos sulfi-
drila essenciais da acil CoA transferase e/ou acil CoA sinte
tases (RILEY & PFEIFFER,1985). De fato, foi demonstrado que
varios inibidores desta enzima induzem efluxo de Ca®' da mito
cbndria (RILEY & PFEIFFER,1986) mesmo em condic8es em gue
ndo ocorre oxidacdo de NAD(P)H.

Alternativamente, VERCESI (1984b) propds que o acl
mulo de GSSG,associado a oxidag8o dos nucleotideos de piridi
na mitocondriais,poderia levar & oxidag8o de grupos tidlicos

de proteinas da membrana envolvidos na manutencdo de sua in-

tegridade. Esta proposta estd baseada na similaridade de
efeitos de oxidantes de NAD(P)H e diamida, um oxidante de
grupos -SH vicinais de membrana (KURANTSI-MILLS & LESSIN,

1981) sobre ambos, cornformacao e efluxo de Ca®® mitocondrial
(VERCESI,1984b). Na realidade, hd evidéncias do envolvimento

de grupos sulfidrila no controle da permeabilidade seletiva
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da membrana mitocondrial (LE QUOC & LE QUOC,1985) e que o
NAD(P)H mantem tanto glutationa quanto grupos -SH‘de membra—
na no estado reduzido (HARRIS et alii,1979; BELLOMO et alii,
1982). Estes grupos reduzidos seriam capazes de ligar Mg” e
ADP, mantendo desta forma a permeabilidade especifica da mem
brana (HARRIS et alii,1979), pois os nucleotideos de adenida
Mgt e grupos -SH s&o fundamentais para manter a barreira de
permeabilidade da mitocdndria (COELHO & VERCESI,1980; SILI-
PRANDI et alii,1983).

Durante o curso dos trabalhos em nosso laboratorio,
foram estabelecidas condigoes experimentais sob as quais a
liberagao de Ca’’ induzida pelo estado oxidado dos nucleoti
deos de piridina foi completamente reversivel (VERCESI,1984b;
BERNARDES et alii,1986; VALLE et alii,1986; VERCESI,1987).Es
tas condigdes incluiram o uso de meios de incubagso contendo
concentragdes fisioldgicas de ATP e Mg”} baixas concentra-
¢Bes de Ca’’, acetato ao invés de fosfato como &nion permean
te e adig8o de concentragdes limitadas de t-butil hidroperé-
xido para causar somente uma oxidagdo transitéria dos nucleo
tideos de piridina. Sob tais condigdes, mitocdbndrias de figa
do de rato, respirandoc com succinato apresentaram um aumento
transiente na concentracdo de Ca®' extramitocondrial em condi

¢oes de fluxo constante, concomitante com a oxidac&o de

NAD(P)H e em paralelo com uma pequena diminuicdo em AU, au-




mento na velocidade de respir
Com excegdo do inchamento mit

tos eram reversiveis. Estes r

firmados pelos experimentos de

analisaram o mecanismo pelo gual vArios agentes, tais

hidroperéxidos, fosfato,

e

idade da preparagZo mitocondri
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No presente trabalhc

acdo e inchamento mitocondrial.
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RIZZUTO et alii (1987) que

como,
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al, induzem liberacdo de Ca?"

rato.

procuramos estabelecer a cor-

~ -~ . ’z 4+ . .
relagdo entre extensfo do efluxo transitério de Ca?' induzido

por hidroperdéxido e uma série
condigbes experimentais utiliz
ratérios, tais como pH, concen
energia, amplitude do potencia

vel concluir que varios destes

0s resultados obtidos e certam
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nismo em diferentes condigdes
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posta de como os danos mitocon
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no mecanismo de les3o irrevers
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MATERIAIS E METODOS

1. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS
As mitocbndrias hep
SCHNEIDER & HOGEBOOM (1951),
ratos Wistar, fémeas, pesando
Jum por 12 horas e sacrificad
0 figado, retirado

animal, foi lavado em solugao
EGTA 1,0mM tamponada com Hepe
te com tesoura e homogeneizad

Elvehjem. Este material passot

4
¥

gao a 800xg por 5 minutos. O
nho de gelo e o sedimento foi
trifugado nas mesmas condigoes
nados e centrifugados a 121003
dica superior foi retirada con
dante descartado e o sedimentc
sacarose 250mM contendo EGTA C
€ novamente centrifugado a 121
dante foi descartado e o sedin
sacarose 250mM (sem EGTA), obt

drial com concentracao aproxim
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imediatamente apos a morte

D em homogeneizador

1l por uma primeira

HEPATICAS

segundo

por centrifugacao fracionada,de

entre 180-250g, mantidos em Jje

0S por concussao cerebral.

do

de sacarose 250mM contendo

s 2,0mM, pH 7,2, picado finamen

Potter-

centrifuga-

sobrenadante foi mantido em ba-

novamente homogeneizado e cen-

5. Os sobrenadantes foram combi
xg por 10 minutos. A fase lipi-

n uma pipeta Pasteur, o sobrena

ressuspenso em uma solugao de
,3mM tamponada com Hepes 1,0mM
O0xg por 10 minutos. 0O sobrena
iento ressuspenso em solugao de
endo-se uma suspensao mitocon-

lada de 100mg de proteina/ml.Tg




do o processo foi realizado a uma temperatura entre 0-49C.

2. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE CEREBRO

As mitocbndrias cerebrais foram isoladas segundo
ROSENTHAL et alii (1987) por centrifugagido fracionada, de ra
tos Wistar, fémeas, pesando entre 180-250g e sacrificados
por decapitacgéo.

0 tecido cerebral, retirado imediatamente, foi pica
do finamente com tesoura e lavado duas vezes em meio (MS)com
manitol 225mM, sacarose 75mM, BSA 2% tamponado com Hepes 5,0

mM, pH 7,2 contendo EGTA 1,0mM. Este material foi suspenso

em 10ml deste meio contendo 5,0mg de nagarse,uma protease, e
homogeneizado em homogeneizador Potter-Elvehjem. O volume do
homogeneizado foi completado para 30ml com meio MS + EGTA e
centrifugado a 755xg por 5 minutos. O sobrenadante foi manti
do em banho de gelo e o sedimento ressuspenso em 10ml deste
meio e centrifugado nas mesmas condig¢des anteriores. Os so-
brenadantes foram entdo combinados e centrifugados a 17300xg
por 10 minutos. O sedimento, contendo mitocdndrias livres e
Sinaptossomas fol ressupenso em 20ml de meio MS + EGTA e di-

vidido em dois tubos onde foram adicionados 10pl de digitoni

- 24 -




na 10% em cada um, a fim de r
mas e novamente centrifugados
to o sobrenadante quanto a cs
descartados. 0 sedimento escu

10ml de meio MS (sem EGTA) e

omper a membrana dos sinaptosso
a 17300xg por 10 minutos e;tag
mada clara do sedimento foram
ro foi entdo ressuspenso em

novamente centrifugado a 17300

xg por 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 0,1-0,2 ml

de meio MS, obtendo-se uma suspensio mitocondrial com concen

trag8o aproximada de 80mg de

proteina/ml. Todo o processo

foi realizado a uma temperatura entre 0-429C.

3. PREPARAGAO DE MITOPLASTOS

(membrana interna + matriz)

A frag&@o de mitoplasto foi preparada segundo PEDER

SEN et alii (1978) de uma suspens3o mitocondrial de figado

com concentragZ@o aproximada de 100mg de proteina por ml de

meio.
Foi adicionado 1
a 1,0ml de meio H (manitol 22

tamponado com Hepes 5,0mM, pH

Oml da suspensdo mitocondrial
5mM, sacarose 75mM, BSA 0,2%

7,2, contendo digitonina 10%).

Este material, mantido em banho de gelo, foi agitado lenta-

mente por 10 minutos, diluidc

de meio H e centrifugado a 12
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100xg por 10 minutos. O sobrena




dante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 3,0ml de
meio H e novamente centrifugado a 12100xg por lO‘minutos. 0
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em
meilo H, obtendo-se uma fracdo de mitoplasto de concentragio

aproximada de 75-85mg de proteina/ml de meio.

MEIOS DE REAGAO

Os meios de reacgdo usados nas diferentes determina
¢Oes em mitocdndrias hepdticas continham basicamente sacaro-
se 125mM, KCl 65mM e tamp&o Hepes 3,0mM, pH7,0. Para as de-
terminagSes em mitocdndrias de cérebro os meios de reacdo
continham basicamente KCl 130mM, BSA 2,0% e tampio Hepes
5,0mM, pH 7,2. Os experimentos foram realizados a 30¢C, em
c@maras de vidro termostatizadas, com agitag8o magnética ou
cubetas de quartzo quando foi determinada absorbincia ou
fluorescéncia. Outras adigBes feitas ao meio de incubagdo es
téo especificadas nas legendas de cada figura. As figuras
mostradas neste trabalho s8o0 as mais representativas de uma
série de pelo menos cinco experimentos. As concentragdes de
t-Butil hidroperdéxido utilizadas para causar liberagéo rever
sivel de C&® mitocondrial eram determinadas diariamente e va
riavam de preparagdo para preparagéo, provavelmente, em fun-

¢ao do diferente poder redutor das mesmas.
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A concent
drial foi determina
ferenca de absorban
comprimentos de ond
cristalina como pad

tometro Beckman DU-

6. DETERMINACAO DO

A respira

consumo de oxigénio

DOSAGEM DE PROTE

INA MITOCONDRIAL

racéo de proteina da suspensdo mitocon-
da segundo KIES & MURPHY (1960), pela di-

cia da solugao proteica em 5,0mM NaOH,nos

a 215 e 228nm, usando-se albumina bovina

rao. A leitura foi efetuada em espectrofo

2.

CONSUMO DE OXIGENIO

cao mitocondrial foi medida através do

determinado polarograficamente com ele-

s

trodo especifico tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.)

ligado a um oxigraf
A qualida

da em funcgao dos va

o Gilson.
de da preparagéo mitocondrial foi deduzi-

lores do controle respiratdrio, obtido
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adicionado em pulso de 200nmo-
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ADF. As razbdes ADP/O foram cal
consumo de oxigénio extra pro-
de ADF.




respiracdo de fosforilagZo obti
do respiratbério 3) (CHANCE & WI

tocondrial foi considerada viav

foi igual ou superior a 5,0 (Fi
mostra a razao ADP/0, calculada

nio extra provocado pela adigdo

da apbs a adigZ@o de ADP (esta
LLIAMS,1956). A suépensao mi-
el para uso guando esta razao
gura 1). A figura 1 tambem

a partir do consumo de oxigé

de ADP.

7. DETERMINACXO DA CONCENTRAGAO

As variagdes nas conc

meio de incubagdo foram acompanhadas por eletrodo

(Calcium Selectrode F2112, Radi
sinais foram . amplificados atrav
pedancia (Sargent-Welch Scienti
trador potenciométrico.

Em cada experimento,
do com adi¢des de solugfo padria
para concentracdes de Ca®’ total
na figura 2. Na calibragio para
ca’* livre de 0,25-2,0uM foi adi
mistura de Ca®**/EGTA, usando-se

6 - .
ciagdo de 4,5x10 M para o calcu
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livre a cada adigZo, pH7,2 e 302C (PORTZEHL et alii, 1964 ;
BECKER et alii,1980). |

A concentragdo de Ca’" contaminante do meio de rea-
G8o foi determinada por espectroscopia de absorgao atbmica
(Atomic Absorption Perkin Elmer, Modelo 303). As amostras fo
ram diluidas em uma mistura de ©xido de lantineo, HCl, n-bu-
tanol e agua, de acordo com GOCHMAN & GIVELVER (1970) e as
leituras foram comparadas com os valores obtidos em uma cur-

va padrao de Ca®‘ .

8. DETERMINAGCAO DO POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA (AU)

O potencial elétrico de membrana (AJ) foi determi-
nado a partir da distribuig8io do cition lipofilico tetrafe-
nilfosfénio (TPP+), entre o meio de reagfo e a matriz mito-
condrial, com eletrodo especifico construido no laboratério
de Bioenergética, Departamento de Bioguimica, IB-Unicamp, de
acordo com KAMO et alii (1979). Neste eletrodo utiliza-se
uma membrana de cloreto de polivinila (PVC), contendo tetra-
fenilborato (TPB ) como trocador de ions. Esta membrane foi
preparada adicionando-se 3,0ml de tetrafenilborato de sédio
10mM (dissolvidos em tetrahidrofurano) a 10ml de tetrahidro-

furano contendo 0,5g de cloreto de polivinila e 1,5 ml de
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dioctilftalato. O solvente (tetrahidrofurano) foi entZo eva-
porado lentamente a temperatura ambiente em placa'de Petfi
(60cm® de &rea). A membrana assim obtida é transparente e
tem de 0,15-0,20cm de espessura. Um fragmento desta membra-
na foi colado com tetrahidrofurano a extremidade de um tubo
de PVC (7,0cm de comprimento/0,3cm de didmetro) que, por sua
vez, foi preenchido com TPPT 10mM (ITPP+iin). 0 contato en-
tre esta solugdo de TPP® com eletrodo Ag/AgCl foi feito atra
vés de uma ponte de égar (1,5% dissolvido em KC1l saturado).A
diferenga de forga eletromotriz ( AE) entre o eletrodo de
TPP+ e um eletrodo de referéncia foi medida por um potencif-
metro (Beckman Expandomatic SS-2) ligado a um registrador: po
tenciométrico (linear Instruments Corp.). As concentragdes
de TPP+ no meio ae reacgdo foram minitoradas continuamente e
0s valores de Aﬁ'calculados, usando-se a equagdo abaixo:

FAE/Z,BRT_I)

AV = 2,3RT/F logv/V - 2,3RT/F log(10
onde v,V e AE representam respectivamente o volume mitocon-
drial, o volume do meio de reagao e o0 potencial do eletrodo
fornecido pelo gradiente de concentragao de TPP+
(iTPP+lin/!TPP+IeX) através da membrana do mesmo (Figura 3).
Us valores de AE na calibragéo‘foram calculados peié equa-—
CAac:

. +- +
AE = 2,3RT/F log ([TPP jin/[TPP }ex)

+ . \ . + :
onde TPPGX refere-se-a concentracdo de TPP no meio de rea-
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Géo. Os sinais do eletrodo (AE) foram quantificados com o au
xilio de uma curva de calibragdo construida com adigdes ’co—
nhecidas de TPP' ao meio de reag8o (Figura 3c). O volume mi-
tocondrial considerado foi de 1,4pl por mg de proteina (KAMO

et alii,1979).

9. DETERMINAGAO DO ESTADO REDOX DOS NUCLEOTIDEOS DE PIRIDINA

Uma vez que s6 a forma reduzida dos nucleotideos
de piridina apresentam fluorescé&ncia (WILLIAMSON & CORKEY,
1969), sua oxidagao ou re-redugado na suspensao mitocondrial
foi determinada excitando-se a suspensao em 366nm e medindo-
se a emissao em 450nm, em um espectrofluorimetro Aminco

I3 s (3 4 .
Bowman ligado a um registrador potenciometrico.

10. DETERMINACAO DA VARIAGAO DO VOLUME MITOCONDRIAL

Suspensoes mitocondriais sao turvas e espalham &
luz incidente. A luz espalhada € uma fungao da diferenga no

indice de refragaoc entre o conteudo da matriz e o meio, e
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gualquer processo que diminua esta diferenga iré diminuir a
luz espalhada (NICHOLLS,1982). Um aumento no volgme da ma-
triz mitocondrial associado com a entrada de solutos permeéa-
vels resulta numa aproximag@o entre o indice de refracdo da
matriz e o do meio, com consequente diminuic3o do espalhamen
to de luz. Esta propriedade das mitocdndrias "in vitro" for-
nece um método qualitativo e quantitativo simples para se es
tudar fluxos de solutos através da membrana mitocondrial in-
terna. As mitocdndrias se prestam bem para a aplicac8o desta
técnica porque sua matriz pode sofrer grandes mudangas de Vo
lume, j& que a membrana interna sofre apenas desdobramento
de seus pregueamentos. O acompanhamento deste processo pode
ser feito tanto em fungdo da diminuicgdo da luz transmitida
em um espectrofotdmetro normal, como, de forma mais sensivel,
usando-se um fluorimetro ajustado para medir a luz espalhada
pela suspensZo (LS="Light Scattering"), diretamente num angu
lo de 90° entre a incidéncia do feixe de luz e a célula foto
elétrica. Esta técnica tem sido bastante usada porque é um
método simples, bastante sensivel, rapido e que fornece um
registro continuo da cinética do inchamento (BEAVIS et alii,
1985).

Em nossos experimentos usamos um espectrofluorime-
tro Aminco Bowman ajustado para um comprimento de onda de

520nm para a excitag8o e a emissio conforme HUNTER & HAWORTH
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(1979). Foi conectado um registrador ao fluorimetro para re

gistrar as variagoes de volume mitocondrial.

11. DETERMINACAO DE ACIDOS GRAXOS

A solubilidade de moleculas de fosfolipideos em
solventes organicos depende da natureza da cadeia do  acido
graxo (comprimento e saturagéo) e da presenga, no mesmo Sol-
vente, de outras moléculas de lipideos com diferentes solubi
lidades. Fosfolipideos naturais sao geralmente considerados
insollGveis em acetona gelada e soluveis em outros solventes
Qrganicos como cloroférmio, por exemplo. Uma extragéo efi-
ciente de lipideos de membranas pode ser obtida pela homoge-
neizagao em mistura de cloroformio/metanol em um sistema de
uma fase. Com base nestes pfincipios, seguimos o metodo de
FOLCH et alii (1957), modificado e adaptado para membranas
mitocondriais, conforme descrito por BROEKEMEIER et alii
(1985).

As suspensoes mitocondriais tratadas com calcioc e
diamida (amostra) e sem calcio e diamida e com EGTA (contro-
le) foram submetidas ao inchamento por um periodo de 10, 60

e 120 minutos. A reagéo da fosfolipase A, foi interrompida
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através da adigio de EGTA e abaixamento de temperatura (oecy.
Os lipideos foram entfo extraidos por adigao de métanol (3:4
de volume) seguida da adicio de cloroformio (3:8 de volume da
incubagéo original). As amostras foram centrifugadas ~a
11500xg por 10 minutos, o sedimento e a fase aquosa foram«deg
brezados e a fase orgénica foi submetida ao método de separa-
gao por cromatografia de camada delgada (CCp).

Uma camada bem fina de silica gel é o mais  comum
adsorvente usado em CCD e deve conter sulfato de calcio como
um ligante para proporcionar uma melhor aderéncia da camada
a placa de vidro. Com auxilio de uma seringa aplicam-se as
amostras, em pequenos pontos alinhados e separados uns dos
outros por €spagcos de aproximadamente 0,5cm, numa das extre-
midades da placa. Esta é, entéo, depositada verticalmente,
com a base contendo as amostras, num tanque com solvente elu
ente bastante para cobrir a placa ligeiramente abaixo da al-
tura da linha de aplicagao das amostras. 0 solvente move-se
em diregao ac topo da placa por capilaridade carreando 0Ss
componentes da amostra em velocidades diferentes, de acordo
com o0 grau de retengao pelo adsorvente. Quando o solvente se
aproxima do topo da placa, esta deve ser removida do tanqgue
€ Posta para secar, apos o que sao reveladas com acido sulfy
rico em chapa quente. Foi feita uma curva padrac com  Aacido

cleico nas mesmas condigoes da amostra para se estimar o



grau de retengao dos acidos graxos. Outros padroes (linolei-
co, palmitico e estearico) apresentam o mesmo Rf neste tipo

de cromatografia.

12. REAGENTES

Diamida, succinato, malato, glutamato, EGTA, rote-
nona, antimicina A, ATP, ADP, tetrafenilborato de sodio e te
trahidrofurano foram obtidos da Sigma Company. Cloreto de po
livinila foi obtido da Aldrich Chemical Company. t- Butil hi
droperoxido da Boehringer-Ingelheim e cloreto de calcio da
Merck AG-Darmstad.

Os demais reagentes utilizados foram produtos co-
merciais do mais alto grau de pureza disponivel. Sempre que
possivel os reagentes foram usados na forma de sais de potas

sio.
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RESULTADOS

FLUXO DE Ca® EM MITOCONDRIAS HEPATICAS INCUBADAS NA PRESENCA

DE HIDROPEROXIDO: EFEITO DE pH E CONCENTRAGCAO DE ACETATO

Trabalhos anteriores deste laboratério estabelece-
ram as condigdes experimentais em que o efluxo de Ca”'induzi
do pelo estado oxidado dos nucleotideos de piridina foi to-
talmente reversivel (BERNARDES et alii,1986). Os experimen-
tos das figuras 4 e 5 tiveram como objetivo estabelecer o pH
e a concentragdo de acetato em que este efluxo transitério
de Ca® induzido pelo t-butil hidroperéxido é mais pronuncia-
do. O experimento da figura 4 foi realizado na presenga de
75pM de t-butil hidroperéxido e 40nmoies de Ca®' por mg de
proteina mitocondrial. As mitocbdndrias foram energizadas por
ATP e pela respiragéo endb6gena. O ajuste de pH foi feito
através de adig8es de HC1l 0,1M ou KOH 0,1N, antes da adicdo
da suspens8o mitocondrial. Estes experimentos mostram quey a
velocidade inicial de captacao de Ca®?’ n3o foi alterada quan-
do o pH do meio variou de 6,8 a 7,4. Porém, o efluxo trari-
siente se tornou mais pronunciado, de menor duracao e ini-

ciou-se mals precocemente com o abaixamento de pH na faixa
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( Ca**) TOTAL (nmoles/mq)

{0 pH
a 7,4
b 7,2
c 7,0

201 2__, d 68 .

min
30~
CAPTAGCAO
a0l -
MFR

Figura 4., Efeito de t-butil hidroperéxido sobre o transporte
de Ca®’ em diferentes valores de pH. Mitoc8ndrias
de figado (1,0mg de proteina) foram incubadas emn
1,0ml de meio basico de reacdo (Materiais e Méto-
dos) contendo ATP 3,0mM, Mg®* 4,0mM e acetato de po
tadssio 10mM, na presenga de 40nmoles de Ca®’'/mg de

proteina e t-butil hidroperéxido 75uM.
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;|00 or

(Ca**) TOTAL (nmoles /mg )

70+ CAPTAGAC

100-

MFR

Figura 5. Efeito de t-butil hidroperéxido sobre o transporte
de Ca®! na presenga de diferentes concentragdes de
acetato de potéassio. Mitocdndrias hepaticas (1,0mg
de proteina) foram incubadas em 1,0ml de meio seme
lhante ao descrito na figura 4, na presenca de 30
(A) ou 100 nmoles (B) de Ca®*/mg de proteina. As
concentracgdes de acetato de potéassio usadas foram:
(a) O0; (b) 3,0mM; (c) 10mM; (d) 15mM e (e) 20mM.
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estudada. A figura 5 (A e B) mostra que, nas duas concentra-
¢Bes de Ca® estudadas, o efluxo também foi mais pronunciade
a medida em que a concentragZfo de acetato de potassio aumen-

tou na faixa de 0-20mM.

CORRELACAO ENTRE POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA E EFLUXO DE

Ca®* INDUZIDO POR t-BUTIL HIDROPEROXIDO

Os experimentos das figuras 6 e 7 mostram as varia
¢Bes no fluxo de Ca’* e no potencial elétrico de membrana de
mitocdndrias hepéticas incubadas na presenga ou auséncia de
50pM de t-butil hidroperdxido, quando a captagsio de Ca®* foi
energizada somente pela hidrdlise de ATP (Figura 6), ou pela
hidrbélise de ATP e oxidag&o de succinato (Figura 7).Pode ser
observado que na auséncia de succinato, a hidrélise de ATP
estava associada a producgio ae um potencial elétrico de mem-
brana em torno de 150mV (Figura 6, painel inferior) enquanto
na presenga de succinato, o potencial gerado foi de aproxima
damente 200mV (Figura 7, painel inferior). Nestas condigdes,
as mitocbndrias captavam o'Ca”'presente no meio de reagao
(30nmoles/mg de proteina mitocondrial) ateé que & concentra-
géo extramitocondrial atingisse uma condigéo de fluxo cons-

tante em valores aproximados de 1,0 e 0O,5uM (Figuras 6 e 7,
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paineis superiores), respectivamente. Nas condigbes experi-
mentais da figura €& (AP=150mV), a presenga de hidroperdxido
causou um acentuado efluxc de Ca’’, paralelo a uma queda de
aproximadamente 10mV no potencial de membrana, enguanto nas
condi¢bes da figura 7 (Ay=200mV), uma gueda equivalente de
O estava associada a uma alteragdo pouco significativa no

fluxo de ca’’ .

CORRELAGCAO ENTRE O ESTADO ENERGETICO DAS MITOCONDRIAS E A
OXIDAGAO DOS NUCLEOTIDEOS DE PIRIDINA ENDOGENOS INDUZIDA POR

t-BUTIL HIDROPEROXIDO

Como mencionado na introdugdo deste trabalho, o t-
butil hidroperéxido é reduzido na matriz mitocondrial pelo
sistema enzimético glutationa peroxidase/glutationa redutase
utilizando equivalentes de redugdo do NADPH provenientes do
NADH através da reacdo dependente de energia (na forma de
AﬂH+), catalisada pela NADP-transidrogenase (LOfSCHER et
alii,1979). A figura‘B (tracado b) mostra gue a oxidagio dos
nucleotideos de piridina mitocondriais, ilustrada pelo de-
créscimo da fluorescéncia em 450nm, causada pela adigdo de

50uM de t-butil hidroperéxido,é totalmente revertida apds um
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DE NUCLEOTIDEOQOS

OXIDAGAO

DE PIRIDINA
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Figura 8. CorrelagZo entre o estado energético das mito-
céndrias e ® oxidagio dos nucleotideos de piri
dina enddgenos induzida por t-butil hidroperé-
xido. MitocOndrias hep&ticas (1,0mg de protei-
na) foram incubadas em 1,0ml de meio basico de

reacdo contendo Mg®? 4,0mM e Ac  10mM na ausén-
cia (controle, tracado a) ou presencga de t-BH
50uM mais: (b) suc 2,0mM + rot 4,0uM e ATF 3,0
mM, (c) ATP 3,0mM e rot 4,0uM e (4&) iguali a ¢

mais FCCP 0,5uM e Oligo 1,0pg/mg.
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periodo de tempo de aproximadamente 2 minutos, quando as mi-
tocondrias foram energizadas por ATP e succinato.QﬁmzéOOmV).
Na ausencia de succinato (AlU=150mV, tragado c), este periodo
de tempo é significativamente maior (aproximadamente 4 minu-
tos). Quando as mitocdndrias foram totalmente desenergizadas
pela presenga de rotenona,oligomicina e FCCP (tracado g),néo
ocorreu re-redugdo dos nucleotideos de piridina mesmo apbs
um periodc de observacdo de 30 minutos. E possivel ainda ob-
servar que,além da redugfo de todo hidroperéxido adicionado
ter ocorrido num periodo de tempo bastante curto na presenca
de succinato, a extensdo da oxidag8o dos nucleotideos de pi-
ridina também foi cerca de 25% . menor nestas condigdes.
Estes resultados presumivelmente explicam o menor efeito do
hidroperéxido sobre o fluxo de Ca?fno experimento da figura

7 quando comparado com ¢ da figura 6.

MITOCONDRIAS DESENERGIZADAS SAO MAIS SENSIVEIS AOS EFEITOS

DELETERIOS DE Ca®" NA PRESENGA DE t-BUTIL HIDROPEROXIDO

Os experimentos das figuras 9 e 10 mostram as va-
riagdes no fluxo de Ca’’ (painel superior) e inchamento mito-

condrial'(painel inferior) causados pela presenga de
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t-butil hidroperdéxido em mitocdndrias hepéticas energizadas
pela oxidacdo do succinato. No experimento da fiéura 9 as mi
tocdndrias foram adicionadas ao meio de reacdo ja contendo
succinato, enguanto no experimento da figura 10 as mitocdn-
drias foram pré-incubadas durante 5 minutos com 60 nmoles de
ca® por mg de proteina, antes da adic&o do substrato respira
tério. As demais condig¢Bes para os dois experimentos foram
idénticas. 0 tragado a da figura 9 (linha cheia) mostra que
o Ca’” adicionado ac meio de reagio foi captado até que a con
centragio extramitocondrial atingiu uma condig8o de fluxo
constante a um valor aproximado de 0,75pM,e que nd8c ocorreu
inchamento mitocondrial na auséncia de t-butil hidroperéxido.
0 tragado b (linha tracejada) mostra que houve um efluxo
transiente de Ca®* e um lento inchamento mitocondrial quando
0s nucleotideos de piridina foram oxidados pela adigfo de t-
butil hidroperéxido. A adigdo de antimicina A, que desenergi
Zza imediatamente as mitoc@ndrias,(tragado ¢, linha pontilha-
da) causou a imediata liberacdo do cétion e aumentou signifi
cativamente a velocidade do inchamento observado no tracado

b. Nos experimentos da figura 10, o tracado a (linha cheia)

mostra gue na auséncia do oxidante, a adigao de succinato
fez com que as mitocdndrias captassem o Ca”’ extramitocon-
drial até uma condi¢&c ae fluxo constante aproximadamente

igual & da figura 9 e também nZo causou inchamento mitocon-
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Figura 9. Correlagao entre fluxo de Ca’ e inchamento mitocon
drial em mitocOndrias hep&ticas energizadas pela
oxidacdo de succinato. Mitocdndrias hepéaticas
(1,0mg de proteina) foram incubadas em 1,0ml de
meio basico de reacg@o contendo suc 2,0mM, rot 4,0uM
oligo 1,0pg/mg, Pi 0,2mM, Mg’ 1,0mM e 60nmoles de
Ca* /mg de proteina. Os experimentos foram realiza-
dos: (a) na auséncia de t-BH e AA (linha cheia)
(b) na presenca de t-BH 20uM e auséncia de AA (li-
nha tracejada) e (c) na presenca de t-BH 20uM e
AA 1,0uM (linha pontilhada.
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Figura 10. Efeito da pré-incubacfo com Ca’! de mitocdndrias
desenergizadas sobre o fluxo de Ca’ e inchamen-
To mitocondrial. Mitocdndrias hepaticas (1,0Omg
de proteina) foram pré-incubadas durante 5 minu
tos em 1,0ml de meio bésico de reagic contendo
rot 4,0uM, oligo 1,0wpg/mg, Pi O,2mM, Mg® 1,0mM
e 60nmoles de Ca’’/mg de proteina. Suc 2,0mM foi
adicionado onde indicado, apbs o periodo de pré
incubacdo. Os experimentos foram realizados:(a)
na auséncia de t-BH (linha cheia) e (b) na pre-
senca de t-BH 20uM (linha tracejada).



drial de grande amplitude. No entanto, o tragado b (linha
tracejada) mostra a ocorréncia de efluxo liguido de Ca%f e de
um répido e extensc inchamento mitocondrial na presenca de
t-butil hidroperéxidc, indicando gue a'pré-incubagéo de mito
cbndrias desenergizadas com concentracgdes altas de Cazrextez
no causou uma grande diferenga na resposta ao efluxo do ion
€ inchamento mitocondrial induzido pelc estado oxidado dos

nucleotideos de piridina.

EFEITO DE N-ETILMALEIMIDA SOBRE O EFLUXO DE Ca®' INDUZIDO POR

t-BUTIL HIDROPEROXIDO

Varios trabalhos (JEWELL et 2111,1982; BEATRICE et
alii,1984; VERCESI,1984b) indicam gque a oxidagdo de alguns
grupos -SH criticos de proteinas da membrana mitocondrial,
secundéria a oxidag3o de NAD(P)H ou GSH esta mais diretamen-
te ligada a liberagfio de Ca®’ causada por hidroperéxido. No
experimento mostrado na figura 11, testamos esta hipbtese
utilizando N-etilmaleimida para proteger tais grupos ~-SH con
tra esta possivel oxidacdo. Pode ser observado gue a presen-
¢ca de N-etilmaleimida (20uM) preveniu o efluxo de Ca’” induzi

do pelc t-butil hidroperdxido (tracado a). Além disso, este
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Figura 11. Efeito de N-etilmaleimida sobre o efluxo de Ca?t
induzido por t-butil hidroperdxido. Mitocdndrias
hepadticas (1,0mg de proteina) foram incubadas em
1,0 ml de meio basico de reacdo, semelhante ao
descrito na figura 4, com 60nmoles de Ca®" por mg
de proteina mais: (a) t-BH 70uM e NEM 20pM, (b)
t-BH 70uM. NEM (20uM) foi adicionado onde indica

de (linha tracejada).
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efluxo induzido pelo hidroperdxido (tragado b) foi revertido

pela presenga deste reagente tidlico ( linha tracejada).

REVERSAO POR DITIOTREITOL DO EFLUXO DE Ca®' MITOCONDRIAL INDU

ZIDO POR DIAMIDA E t-BUTIL HIDROPEROXIDO

A figura 12 mostra experimentos nos quais o efluxo
de Ca®* de mitocédndrias hepaticas foi induzido pela presenca
de t-butil hidroperdéxido (A) ou diamida (B). A diamida, além
de ser um oxidante de grupos ~SH vicinais de cadeias poli-
peptidicas de membrana (KURANTSI-MILLS & LESSIN,1981), tam-
bém oxida o NAD(P)H mitocondrial (RIZZUTO et al1li1i,1987). Em
ambos os casos, a recaptacac de Ca’’ ocorreu imediatamente
apés a adic3o de ditiotreitol gue, presumivelmente regenera
grupos sulfidrila de proteinas da membrana. Quando usamos
uma concentracdo de t-butil hidroperdéxidc que causou somente
uma oxidag&o transitéria dos nucleotideos de piridina (BER-
NARDES et alii,1986), o aumento na concentracfo de Ca®" extra
mitocondrial também foi transitoric (Figura 12A, linha trace

jada, .
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~Figura 12. Efeitos de t-butil hidroperéxido, diamida e ditic

treitol sobre o fluxo de Ca®" em mitocdndrias hepé
ticas. Mitocdndrias (1,0mg de proteina) foram in-
cubadas em 1,0ml de meio bésico de reacglo conten-
do ATP 200uM, Mg®* 0,5mM e 40nmoles de Ca’' por mg
de proteina. (A) Os experimentos foram realiza-
dos na auséncia (controle) ou presencga de t-BH
25uM (linha tracejada) ou 50uM (linha cheia). (B)
Os experimentos foram realizados na auséncia (con

trole) ou presenca de diamida O,3mM. DTT (0,5mM)
foi adicionado onde indicado em A e B.



FLUXO DE Ca®" E INCHAMENTO MITOCONDRIAL EM MITOCONDRIAS DE

CEREBRO DE RATO: EFEITO DE FOSFATO, DIAMIDA E ATP E Mgt

A figura 13 mostra que na presenca de baixas con-
centragbes de fosfato no meio de reacdo (0,2mM), mitocdn~
drias de cérebro captam e retém o Ca® presente no meio, man-
tendo a concentrag8o extramitocondrial a valores prbximos de
0,75uM (tragado g). Entretanto, a presenga de fosfato 3,0mM
(tragado b) ou diamida 0,3mM (tragado c) induziram efluxo do
Ca®* acumulado mesmo antes de todo o Ca?* do meio ter sido
captado. Por outro lado, os experimentos da figura 14 mos-
tram que quando ATP e Mg“’estéo presentes no meio de incuba-
G¢8o, estas mitocdndrias podem captar e reter cerca de 60nmo-
les de Ca®* por mg de proteina, mesmo na presenca de fosfato
3,0mM ou diamida 0,3mM. A adigfo posterior de Ca®® foi segul-~-
da pela captagZo e retencio deste cidtion. Em concordéncia
com 0S8 experimentos sobre fluxo de Ca® (Figuras 13 e 14), o
experimento da figura 15 mostra que adigBes de Ca’'em mito-
cbndrias desenergizadas, incubadas na presenga de fosfatoe
(tragado b) ou fosfato mais diamida (tracado ¢) induzem  um
inchamento mitocondrial muito rapido que é quase que comple-

tamente inibido pela presenga de ATP e Mg®' (tracado d).
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Figura 13. Efeito de fosfato e diamida sobre o fluxo

de Ca’tem mitocdndria de cérebro de rato.
Mitocdndrias (1,0mg de proteina) foram in
cubadas eﬁ 1,0ml de meio bésico de reagso
(Materiais e Métodos) contendo. suc 2,0mM,
rot 4,0mM, Mg® 1,0mM e 10nmoles de Ca?' /
mg de proteina, mais: (a) Pi 0O,2mM, (b)

Pi 3,0mM e (c) diamida 0O, 3mM.
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14, Retengéo de Ca”*por mitocdndrias de cérebro
na presenga de ATP e Mg2+. Mitocdndrias de
cérebro (1,0mg de proteina) foram incubadas
em 1,0ml de meio basico de reagaoc - contendo
suc 2,0mM, rot 4,0uM, ATP 3,0mM e Mg 4,0mM
mais: Pi 3,0mM (linha tracejada) ou Pi 3,0mM
e diam 0,45mM (linha cheia). Adigoes sequsn
ciais de 50, 100 e 100 nmoles de Ca®*/mg de

proteina foram feitas onde indicado.
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Figura 15.

Inchamento mitocondrial em mitocOndrias de
cerebro desenergizadas, induzido por fosfa
to ou diamida na presenga de Ca®*. Mitoc8dn-
drias (O,éSmg de proteina) foram incubadas
em 1,0ml de meio bésico -de reagdo contendo
oligo 1,0ug/mg, AA 0,2mM, mais: (a) EGTA
0,5mM, (b) pi 3,0mM, (c) Pi 3,0mM + Diami-
da 0,3mM e (d) iguai ¢ mais ATP 3,0mM e
Mg®" 4,0mM. CaCl, (500uM) foi adicionado on

de indicado.
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DETERMINAGAO DE ACIDOS GRAXOS LIVRES EM MITOCONDRIAS PRE-

INCUBADAS NA PRESENGA DE Ca?' E DIAMIDA

De acordo com a hipbtese do grupo de Pfeiffer, o]
efeito de oxidantes de nucleotideos de piridina sobre o au-
mento da permeabilidade nZo especifica na membrana mitocon-
drial interna é devido a perturbacfo no ciclo de deacilagso-
reacilag8o de fosfolipideos da membrana, resultando deste
processo, acUmulo de &cidos graxos livres e lisofosfolipi-
deos (RILEY & PFEIFFER,1985, 1986). Segundo estes autores, a
atividade da fosfolipase A,, ativada por Ca?*, em mitocdn-
drias de cérebro é cerca de 20% daquela observada para mito-
cdndrias hepdticas (FISKUM et alii,1985). Os experimentos da
figura 16 (A e B) mostram os resultados da cromatografia de
camada delgada, do extrato mitocondrial de figado e de cére-
bro, nas condig8es de inchamento passivo em meio de sacarose
e KCl, apbés 60 (Figura 16A) é 120 minutos (Figura 16B) de in
cubagdo. O aparecimento de Acidos graxos livres em mitocdn-
drias de figado apbés 60 e 120 minutos de incubagio (Figura
16 AeB, tracado g) na mesma altura da amostra tratada com o
padrdo (Figura 16 AeB, tragado g) comprovam OS resultados
obtidos por FISKUM et alii (1985), uma vez que nas mesmas

condigdes experimentais, n3o foram detectados &Acidos graxos
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Figura 16. Determinac3o de Acidos graxos livres em camada fina de
silica gel de suspensdes mitocondriais de figado e de
cérebro de rato. 3,0mg/ml de proteina mitocondrial fo-
ram incubadas em meio béasico de reagdo de sacarose a
302C em presenga de fosfato 3,0mM. Apds 10, 60 e 120mi
nutos de incubagio na presenga de Ca® 250uM e diamida
0,6mM, as suspensdes mitocondriais foram tratadas para
anélise do contelido de &4cidos graxos livres totais con
forme o item 11 de Materiais e Métodos. (A) Fotografia
da cromatografié de mitocbndrias de figado e de cére-
bro tratadas apdés 60 minutos de incubag3o e (B) apbs
120 minutos de incubacZo. a) mitocdndria de figado tra
tada, b) mitocdndria de figado tratada + padrio, c) mi

tocdndria de cérebro tratada, d) mitocbndria de cére-

bro tratada + padrio e e) padr3o de 4cido oleico 0,006

pmoles,



livres em mitocdndrias de cérebro (Figura 16 AeB, tragado c).
Na presenga do padrdo (Figura 16 AeB, tracado g) detectou-se
quantidade semelhante de acidos graxos ao do padrio feito

com mitocdndrias de figado.

EFLUXO DE Ca?' INDUZIDO POR DIAMIDA EM MITOPLASTOS HEPATICOS

Desde sua observag8o inicial por VERCESI (1978), o
efluxo de Ca®' induzido pelo estado oxidado dos nucleotideos
de piridina mitocondriais foi sempre estudado em mitocdn-
drias intactas, extraidas de diversos tecidos. No experimen-
to da figura 17 estudamos a ocorréncia deste processo em mi-
toplgstos hepiticos com o objetivo de eliminar a participa-
g8o de elementos da membrana externa e do espago intermembra
na neste mecanismo. Pode ser observado que estes mitoplastos
apresentam a propriedade de captar e reter cerca de 20nmoles
de Ca®! por mg de proteina, na auséncia de diamida (controle).
Na presenca deste oxidante observou-se efluxo de todo o Ca?‘
acumulado (diamida). Como no caso de mitocdndrias intactas

(Figura 12B), este efluxo foi completamente revertido pela

adigdo de ditiotreitol (linha tracejada).
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Figura 16; Efeitos Qe diamida e ditiotreitol sobre o)
fluxo de Ca®* em mitoplastos hepaticos. Mito
plastos (1,0mg de proteina) foram incubados
em 1,0ml de meio basico de reag8o usado pa-
ra mitocdndrias hepéticas contendo suc?2,0mM
rot 4,0uM, Mg?® 1,0mM e 20nmoles de Ca?' por
mg de proteina. Os experimentos foram reali
zados na auséncia (controle) ou presenga de
diamida 0,3mM. DTT (O,5mM) foi adicionado

onde indicado.
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DISCUSSAO

A liberagdo de Ca?’pelas mitocdndrias pode ocorrer
basicamente por trés mecanismos distintos (BERNARDI et alii,
1984): pelo reverso da via de entrada eletroforética, atra-
vés de uma depressfo no potencial transmembrana, através da
via de efluxo eletroneutra (Ca”72H+, Ca”/ZNa+), guando o po-
tencial elétrico de membrana é mantido em valores prbximos a
180mV ou através de aumento inespecifico da permeabilidade
da membrana mitocondrial. Na pratica, entretanto, esta sepa-
racdo se torna um pouco mais complexa, pois o movimento ¢i-
clico de Ca”} resultante do fluxo em sentidos opostos atra-
vés de caminhos distintos para captag8o e liberagdo do ion,
também leva & perda de energia e dissipacg3o em AT, me smo
quando o efluxo ocorre pela via eletroneutra. Ja4 é conhecido,
héd algum tempo, que mitocdndrias isoladas sofrem grandes al-
teragles estruturais e funcionais quando carregadas com al-
tas concentragdes de ca®’ na presenga de agentes geralmente
referidos como liberadores de Ca“, tais como fosfato (WOLKO~-
WICZ & McMILLIN-WOOD,1980; BEATRICE et alii,1980), fosfoenol
piruvato (CHUDAPONGSE & HAUNGAARD,1973; PENG et alii, 1974;

ROSS et alii,1978), atractilato (ASIMAKIS & SORDHAL,1977; NI

CHOLLS & SCOTT,1980), residuos acilCoA de cadeia longa (SUL
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et alii,1976; WOLKOWICZ & McMILLIN-WOOD,1979) ou oxidantes
de nucleotideos de piridina como acétoacetato, oxaloacétato
e hidroperéxidos orgdnicos (LEHNINGER et alii,1978b; FISKUM
& LEHNINGER,1979; LOTSCHER et alii,1979). Durante varios
anos discutiu-se em qual das categorias de efluxo de Ca’*, aci
ma mencionadas, estava situada esta, causada por estes oxi-
dantes. Os dados mais recentes (RILEY & PEFEIFFER,1985; 1986;
BERNARDES et alii,1986; AL-NASSER & CROMPTON,1986; RIZZUTO
et alii,198Y) comprovam que este efluxo esta associado a um
aumento inespecifico da permeabilidade e decréscimo do poten
cial de membrana. Entretanto, estes danos mitocondriais sao
prevenidos quando as organelas sao incubadas em meios de rea
950 contendo MgATP (NICHOLLS & BRAND,IQSO;XKERMAN & NICHOLLS,
1983). Segundo alguns autores, o efeito de ATP ocorreria
através da -inibigao de uma NADase envolvida no mecanismo de
permeabilizagao da membrana (HOFSTETTER et alii,1981). De
acordo com outra interpretagéo, o0 ATP seria um:cofator. neces
sario nas reagGes de reacilagio dos acidos graxos livres li-
berados de fosfolipideos da membrana em resposta a estes
agentes liberadores (PFEIFFER et alii,1979; RILEY & PFEIFFER,
1986).

Embora nosso laboratério e outros tenham estabele-
cido condigoes experimentais nas quais o efluxo induzido pe-

lo estado oxidado dos nucleotideos de piridina e completamen
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te reversivel (BERNARDES et alii,1986; AL-NASSER & CROMPTON,
1986; RIZZUTO et alii,1987), semprevforam obser;adas vafia—
gSes quantitativas ao se comparar os resultados de um mesmo
ou de diferentes laboratorios. Varios trabalhos tém indicado
que estas variagSes parecem depender de uma série de fato-
res, dentre eles: grau de acoplamento mitocondrial, idade da
preparagao, concentragao de Ca?', tipo de &nion permeante em
pregado, pH do meio de reagdo, etc (WOLKOWICZ &  McMILLIN-
wO0D,1980; VERCESI,1984a; 1985; FREI et alii,1985a; RIZZUTO
et alii,1987). De fato, os experimentos das figuras 4 e 5 de
monstram que tanto o pH quanto a concentragao de acetato ti-
veram um efeito significativo sobre o efluxo de Ca?* mitocon-
drial na presenga de t-butil hidroperéxido. Assim, é necessé
rio muito cuidado ao se analisar os resultados, algumas ve-
zes discordantes, obtidos pelos varios grupos que estudam es
te mecanismo. No entanto, apesar destas diferengas, foi pos-
sivel observar neste trabalho que a liberacdo de Ca?* induzi-
da pelo t-butil hidroperdbxido foi sempre reversivel. Estes
resultados estdo de acordo com dados anteriores deste e de
outros laboratdérios, indicando qué a abertura de poros ines-
pecificos na membrana mitocondrial podem sofrer um completo
reselamento (BERNARDES et alii,1986; AL-NASSER & CROMPTON ’
1986; CROMPTON et alii,1987),

A influéncia de OJ neste mecanismo de liberagao
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de Ca’f estimulado pelo estado oxidado dos nucleotideos de pi
ridina tem sido considerado um fatof relevante. Segundo VER-
CESI (1987), a amplitude do potencial de membrana é importan
te na determinagdo do efeito de acetoacetato sobre a reten-
¢80 ou efluxo de Ca®' pelas mitocdndrias. Nas condigdes expe-
rimentais do autor, o menor efluxo de Ca®* obtido em poten-
cial de membrana mais alto foi correlacionado com um menor
grau de oxidagdo do NADPH mitocondrial, causado pelo desloca
mento da reagdo abaixo para a esquerda, em fungdo do maior
potencial de membrana:

NADPH + NAD' === NADP' + NADH

Os resultados das figuras 6,7 e 8 comprovam esta
correlag8o entre efluxo de Ca®’ e amplitude do potencial elé-
trico de membrana, embora em condigdes experimentais comple-
tamente diferentes daquelas utilizadas por VERCESI (1987).
Nos experimentos das figuras 9 e 10 correlacionamos o efluxo
de Ca’* aos danos mitocondriais associados, através da cléas-
sica técnica do inchamento mitocondrial, onde a penetragio
do suporte osmdético utilizado (sacarose e KCl) reflete aumen
to ndo especifico né permeabilidade da membrana. Nestes expe
rimentos, a energizagido das mitocdndrias levou & formagdo de
potenciais de membrana de diferentes amplitudes. Os resulta-

dos obtidos indicam que os danos mitocondriais, refletidos

pela velocidade e extens@o do inchamento mitocondrial foram
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inversamente proporcionais & amplitude do potencial de mem-
brana. Os dados da figura 9 indicam éinda que a extenséo‘ do
inchamento mitocondrial nZo foi maior apds a adigdo de anti-
micina A, provavelmente porque a queda provocada em A levou
a uma réapida liberagd3io do Ca®* acumulado. Além disso, os re-
sultados da figura 10 demonstram que a pré-incubagdo da mito
céndria desenergizada (baixo AY) com Ca?’ e t-butil hidroperd
xido potencializou os efeitos deletérios destes agentes. Em-
bora durante este periodo de pré-incubagdo as mitocbndrias
estivessem desenergizadas, o influxo de Ca®' ocorre em respos
ta a diferenga de atividade do ion entre o meioc e a matriz.
Esta interpretag8io é apoiada por resultados de VERCESI et
alii (1988), indicando que o vermelho de ruténio, que impede
a entrada do Ca?* na mitocdndria, inibe este efeito da pré—ig
cubagdo de Ca®* com as mitocdndrias desenergizadas, o ~demons
trando que o mesmo é mediado pela ligacio do ion a s{tios in
tramitocondriais.

Como descrito na introdugdo deste trabalho, exis-
tem duas hipdteses principais para explicar o mecanismo mole
cular envolvido no efluxo de Ca?' induzido por NAD(P)+. A do
grupo de L&tscher e Richter, envolvendo oxidagdo e hidrélise
dos nucleotideos de piridina endbégenos, que seria catalisada
por uma NADase da membrana mitocondrial interna (LOTSCHER et

alii,1979; 1980; RICHTER et alii,1983; SATRUSTEGUI & RICHTER,
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1984; GRAF et alii,1985; FREI et alii,1985b; 1986) e a do
grupo de Pfeiffer, implicando a pertﬁrbagéo do eéuilibrié de
deacilagdo e reacilag8io de fosfolipideos da membrana (PALMER
& PFEIFFER,1981; RILEY & PFEIFFER,1985; 1986). Entretanto,os
resultados das figuras 11 e 12 favorecem a hipétese alterna-
tiva que propoe que a oxidagao de grupamentos -SH, de protei
nas da membrana, em equilibrio de 6xido—redug§o com O0s .. nu-
cleotideos de piridina seriam, em Gltima andlise, o evento
mais direto ligado ao aumento na permeabilidade da membrana
(VERCESI,1984b). Embora N-etilmaleimida em altas concentra-
coes (acima de 80uM) seja conhecido por alterar vérios = as-
pectos do metabolismo de cations bivalentes e causar libera-
c3o de Ca®* em mitocdndrias (PFEIFFER et alii,1979), a concen
trag8o do reagente utilizada nos experimentos da figura 11
(20pM) nd@o tem efeito "per se" na oxidag8o dos . .nucleotideos
de piridina nem no inchamento mitocondrial (VALMIR L. FERRAZ
resultados nd3o publicados). Nestas condigdes, a presenga de
N-etilmaleimida certamente protegeu os grupamentos -SH da
oxidagdo causada pelo t-butil hidroperéxido e assim, o eflu-
xo de Ca®* foi prevenido ou revertido. De maneira andloga, o
efluxo de Ca®* induzido tanto por t-butil hidroperéxido quan-
to por diamida foi rapidamente revertido pela agdo do ditio-
treitol, um redutor de grupamentos -SH de membrana., Este me-

canismo proposto € também apoiado pelos experimentos mostran
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do que a diamida causa hembélise devido a formacZo de dissul-
fetos mistos em membranas de eritrdcitos (KOSOW#R et aiii,
1982). Além disso, BELLOMO et alii (1987), trabalhando com
hepatbcitos isolados expostos a baixas concentrag8es de mena
diona, verificaram que, concomitantemente com a oxidagdo de
GSH foram formados dissulfetos mistos entre glutationa e gru
pamentos -SH de proteinas. Observaram também que, a adigio
de ditiotreitol removeu eficientemente todos os dissulfetos
mistos formados durante o metabolismo da menadiona. Ainda,os
trabalhos de LE QUOC & LE QUOC(1985) e os de HARRIS et ~alii
(1979), forneceram, respectivamente, evidéncias do envolvi-
mento de grupamentos -SH no controle da permeabilidade da
membrana mitocondrial e de que o NAD(P)H mantem < glutationa
no estado reduzido. Atualmente, estao em curso em nosso labo
ratério, experimentbs no sentido de examinar se de fato '}
efluxo transiente de Ca?* induzido pela oxidac8o transitdria
dos nucleotideos de piridina é paralelo a transigdes sulfeto
dissulfeto em proteinas da membrana.

Na nossa opinido, as principais caracteristicas do
efluxo de Ca®* induzido por NAD(P)+ que favorecem a hipdtese
da transigdo sulfeto-dissulfeto sobre a hipbtese da deacila-
Gao-reacilagdo s&o: 1) a acil CoA sintetase, dependente de
ATP, presente na matriz mitocondrial tem um turnover muito

baixo, da ordem de 3,0Onmoles/min/mg de proteina (RILEY &
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PFEIFFER,1986). Esta velocidade
com a rapida transicao da liber
que ocorre apbs a adicdo de dit
ii) apesar dos resultados obtid

da delgada (Figura 16 AeB), que

iotreitol

parece nao ser compativel

agao para a recaptagao do Ca®t

(Figura 12 AeB);

0s por cromatografia de cama-

comprovam que a atividade da

fosfolipase A, nas mitocdndrias de cérebro é mais baixa en

relagdo aquela observada em mitocdndrias hepiticas (FISKUM

et alii,1985), elas s3o muito mais sensiveis aos efeitos de-

letérios do Ca?* na presenga de fosfato ou oxidantes de NADPH
¢

(Figura 13) que mitocdndrias de figado. Estes dados sugerem

que a fosfolipase A, pode n3o ser o Gnico fator envolvido na

permeabilizag8o da membrana que ocorre nestas condigbes;

iii) de acordo com os trabalhos de BROEKEMEIER et alii(1985),
a hidrélise de fosfolipideos da membrana, estimulada por Ca?*
e agentes liberadores deste ion, estd diretamente ligada ao
aumento da permeabilidade para sacarose. Neste caso entfio, a
reacilagdo dos fosfolipideos seria necesséria para a restau-

~

ragdo da impermeabilidade & sacarose. No entanto, AL-NASSER
& CROMPTON (1986), investigando a permeabilizacao de mitoch
drias de figado de rato induzida por Ca®** e hidroperdéxidos,
demonstraram que esta organela pode se reselar sob condigdes
nas quais os cofatores essenciais para a reacilagZo(ATP,CoA)
foram liberados do espago da matriz e est3o disponiveis so-

mente em concentragdes extremamente baixas. Estes autores su
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gerem que o aumento de permeabilidade da membrana pode refle
tir a presenga de um poro seletivo ativado por éa“’,que abre
quando o Ca®?* da matriz excede o limite normal e fecha com a
remog&o do ion (AL-NASSER & CROMPTON,1986; CROMPTON et alii,
1987), em concordancia com resultados anteriores deste labo-
ratorio (BERNARDES et alii,1986; VALLE et alii,1986; VERCESI,
1987). Na verdade, estes mecanismos propostos por Pfeiffer e
Vercesi, se realmente ocorrem, nao sao mutuamente excluden-
tes e podem acontecer simultaneamente, uma vez que ambos rei
vindicam a formagao de dissulfetos mistos nas enzimas respon
saveis pela reacilagfo dos fosfolipideos ou em proteinas da
membrana, reSpectivamente. A elucidagéo final requereré a
identificagao de uma proteina cujos grupamentos -SH sofram
transigEes redox associadas com estas alteragSes na permeabl
lidade da membrana.

A figura 14 demonstra a grande capacidade de mito-
condrias de cérebro em reter Ca®" acumulado na presencga de
ATP e Mg®', conhecidos estabilizadores de membrana (SILIPRAN-
DI et alii,1977; COELHO & VERCESI,1979; 1980). Estes dados
estao em concordancia com resultados de outros autores (RO-
SENTHAL et alii,1987) e indicam fortemente que os efeitos do
Ca®* observados nos experimentos de fluxo de Ca?* em mitoc8n-

drias energizadas (Figuras 13 e 14) e os experimentos de in-

chamento mitocondrial realizados com mitocdndrias desenergi-
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zadas (Figura 15) expressam um mesmo fendmeno, pois nos dois
casos as mitocbndrias sd3o igualmenﬁe protegidas por MgAfP.
MORENO et alii (1984), estudando a reducgfo de ni-
trofuranos por mitoc8ndrias de figado de rato, que em concen
tragSes micromolares também induzem liberacgZio de Ca?* em mito
cdndrias (BEATRICE et alii,1984), observaram que a atividade
nitroredutase, dependente de NAD(P)H, era muito mais alta
nas preparagdes de membrana externa obtidas apds o subfracio
namento da mitocOndria, do que em mitocdndrias intactas ou
mitoplastos. Os experimentos da figura 17 foram realizados
‘com mitoplastos (mitocbndrias destituidas da membrana exter-
na), para se verificar o possivel envolvimento de‘enzimas da
membrana externa e/ou do espago intermembrana no mecanismo
de efluxo de Ca®' induzido por diamida. A semelhanga destes
resultados- com aqueles obtidos com mitocdndrias intactas (Fi
gura 12B) sugerem que as enzimas responsaveis pelas altera-
¢8es na permeabilidade da membrana, causada pela adig3o dos
oxidantes empregados e Ca®?', est3o localizadas principalmente
na membrana interna e/ou no espago da matriz mitocondrial.
Os resultados apresentados neste trabalho mostram
que o carregamento minimo de Ca?* no qual este efluxo pode
ser observado varia entre as diferentes preparagSes e dife-
rentes condigdes experimentais, mas sempre requerem concen-

tragBes de Ca*' mais altas do que aquelas que supostamente
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ocorrem na matriz sob condig8es "in situ" (HANSFORD & CASTRO,
1982). Isto indica que € muito improﬁével que es;e mecaniémo
esteja envolvido na regulagao da distribuigio de Ca®* entre a
matriz e o espago extramitocondrial sob condigdes fisiolbgi-
cas. Na nossa opinido, estes resultados s3o relevantes com
respeito ao mecanismo de morte celular associada ao aumento
de Ca®* citosbélico, que ocorre em algumas condig8es patolégi-
cas, como anbéxia, por exemplo., Sabe-se que periodos prolonga
dos de andxia celular causam aumento do Ca’" citosélico asso
ciado a diminuigZ3o de: potencial elétrico de membrana mito-
condrial, concentragao de nucleotideos de adenina (ATP) e
glutationa reduzida (FARBER,1987; MANDEL et alii,1987). Nes-
te trabalho, estas condigoes saoc simuladas pelos experimen-
tos onde se mostra que os danos mitqcondriais causados por
alto Ca®* s3o mais fortemente potencializados pelos oxidantes
de nucleotideos de piridina, que levam a uma redugdoc de GSH,
se for omitido ATP no meio de reagdo e em condigdes de baixo
Ay. Assim, estas alteragBes mitocondriais aqui estudadas de-
veém ser um evento importante no mecanismo de desenvolvimento
de lesdo celular irreversivel causada pela isquemia e algu-

mas toxinas que causam alteragBes semelhantes a estas.
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RESUMO

Os resultados apresentados neste trabalho indicam
que as alterag®es no fluxo de Ca”} céusadas por oxidanteé de
nucleotideos de piridina na presenga deste fon, secundarias
ao aumento de permeabilidade da membrana mitocondrial inter-
na, sado influenciadas por varios fatores, tais como: concen
tragao de acetato, pH do meio de reagio, mudangas no poten-
cial de membrana e regentes tiolicos. Observamos que este

efluxo transiente de Ca“'que acompanha a oxidag8o transité-

ria dos nucleotideos de piridina por t-butil hidroperéxido
ou diamida é potencializado pelo aumento da concentragédo de
acetato na faixa de 0 a 20 mM ou pelo decréscimo do pH  do
meio, de 7,4 para 6,8, Os diferentes potenciais de membrana
foram obtidos pela energizag3o das mitocdndrias com succina-
to na presenga de ATP ou pela hidrdlise de ATP apenas. Além
disso, a suspensfo mitocondrial foi pré-incubada na presencga
de Ca’* antes da energizagBo, isto &, na auséncia de alto po-
tencial de membrana ou o potencial de membrana foi colapsado
pela adig&o de antimicina A apés o actmulo do cAtion. Todos
estes procedimentos mostraram que as mitocdndrias s80  mais
sensiveis éos efeitos deletérios do Ca® na presenga destes
agentes oxidantes em potenciais de membrana mais baixos. Ob-
servou-se também que mitocBndrias de cérebro, cuja atividade
da enzima fosfolipase A, dependente de Ca®?* é menor do que em
mitocdndrias hepdticas, s3o mais sensiveis aos efeitos do
ca®* na presenga destes agentes, sugerindo que esta enzima
ndo deve exercer um papel central neste mecanismo. Por outro
lado, os efeitos inibitérios de NEM e DTT, ambos reagentes
tiélicos, observados em nossos experimentos, corroboram re-
sultados anteriores de nosso laboratdério indicando que a li-
berag8o transiente de Ca’* (aumento transiente na permeabili-
dade da membrana) induzido pela oxidagdo transiente dos nu-
cleotideos de piridina ocorre em paralelo & transigdes sulfe

to-dissulfeto na membrana mitocondrial.
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SUMMARY

The results reported in this work indicate that
the alterations in Ca®* fluxes secondary to the alterations
in the inner mitochondrial membrane permeability caused by
pyridine nucleotides oxidants plus Ca®' are influenced by se-
veral factors such as: acetate concentration, medium pH,chan
ges in membrane potential and thiol reagents.It was observed
that the extension of the reversible Ca® efflux-influx cycle
that accompanies the transient oxidation of pyridine nucleo-
tides by diamide or t-butyl hidroperoxide is augmented by in
creasing the acetate concentration from 0 to 20mM or by de-
creasing the medium pH from 7.4 to 6.8. The different membra
ne potentials were obtained by energizing mitochondria with
succinate in the presence of ATP or by ATP alone. Moreover,
the mitochondria were preincubated in the presence of ca®t
prior to energization, that is, in the absence of an appre-
ciable membrane potential or the membrane potential was
collapsed by the addition of Antimycin A after the cation
had been accumulated. All these procedures have shown that
mitochondria are more sensitive to the deleterious effects
of Ca?*plus an oxidant of pyridine nucleotides at lower mem-
brane potentials. In addition it was shown that rat brain mi
tochondria, whose activity of the Ca®-stimulated phospholipa
se A, is much lower than in liver mitochondria, are more sen
sitive to the effects of Ca®* plus these oxidants indicating
that this enzyme may not play a major role in this mechanism.
On the other hand, the inhibitory effects of NEM and DTT,
both thiol reagents, observed in our experiments strongly
supports previous data from this laboratory indicating that
the transient Ca’* release (transient increase in membrane
permeability) induced by transient oxidation of pyridine nu-
cleotides is paralleled by membrane sulfhydrii - disulfide
transitions.
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