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RESUMO

Mitocondrias isoladas de figado de rato e de tubérculo de batata foram estudadas
em presenga de citrinina. Os resultados deste trabalho mostram inibigdo da velocidade
respiratoria, dependente da concentragdo de citrinina, em ambos os tipos de mitocondrias
respirando com succinato ¢ FCCP. Efluxo de Ca®* ocorre por adigio de altas
concentragdes de citrinina a mitocondrias de figado energizadas e na condigdo de fluxo
constante. Quando vermelho de ruténio € adicionado anteriormente a citrinina, ha
diminui¢gdo do efluxo, mostrando que parte dele ocorre pelo reverso do uniporter
eletroforético.

Mitocondrias desenergizadas sofrem inchamento dependente de citrinina e Ca>* que
pode ser evitado pela presenga de nucleotideos de adenina e Mg®* . A adigdo de vermelho
de ruténio a mitocondrias de figado de rato mostrou a utilizagdo do uniporter eletroforético
para a entrada do Ca® e a obrigatoriedade do ion estar no interior da organela para
observar-se o inchamento mitocondrial. Em mitocondrias de batata ndo houve protegdo
pela adigdo de vermelho de ruténio indicando ndo haver uniporter nestas mitocondrias.
Entretanto , na presenga do ion6foro A23187 houve aumento acentuado do inchamento em
mitocdndrias de batata, mostrando ser essencial o Ca®* no interior para ocorrer o
fendmeno. Nestas mitocondrias vegetais o ditiotreitol evita o inchamento.

Em presenga de ciclosporina A ha protegédo contra o inchamento somente em
mitocondrias de figado de rato energizadas.

Estes resultados mostram a permeabilizagdo da membrana mitocondrial interna na

presenga de citrinina e Ca®".
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1. INTRODUCAO
1.1 HOMEOSTASE INTRACELULAR DE CALCIO

O reconhecimento da importancia da concentragdo do Ca®' citosélico na
regulacdo de processos fisiologicos, tais como: contragdo muscular, secre¢do e
glicogendlise, por hormdnios e outros fatores extrinsecos, levou a realizagdo de
muitos estudos no sentido de definir como este ion desempenha sua fungdo de
segundo mensageiro celular (RASMUSSEN & BARRET, 1984; CARAFOLI, 1987,
RASMUSSEN, 1989; MC CORMACK & DENTON, 1986; MC CORMACK et
al.1990).

A concentragdo de Ca®" citosélico de células em repouso ¢ mantida entre 0,05
e 0,2 uM enquanto a concentragdo extracelular é aproximadamente quatro ordens de
magnitude maior, 1,3 mM. Normalmente a homeostase intracelular de Ca”’, em
células eucaridticas, ¢ regulada por uma operagdo coordenada de translocases da
membrana plasmatica e sistemas de transporte de Ca®* localizados nas membranas de
compartimentalizagdo intracelular, como a membrana mitocondrial e do reticulo endo
(sarco) plasmatico (CARAFOLI, 1987).

Basicamente, a membrana plasmatica contém trés sistemas de transporte de
Ca’": uma ATPase especifica, um canal de Ca*" e um trocador Na'/Ca*. Na
membrana plasmatica de tecidos excitaveis, diferentes tipos de canais de Ca®
sensiveis a voltagem foram identificados, bem como, canais receptores que estdo
envolvidos na entrada de Ca®* durante o estimulo hormonal (FASOLATO et al. 1990).

As mitocondrias contém um uniporter eletroforético, que é usado para a
captagdo de Ca®* e um trocador Na"/Ca®", diferente daquele da membrana plasmatica,
com fungdo de liberar o Ca**da matriz para o citosol. Alguns tipos de mitocondrias
possuem um trocador Ca®’/H" (NICHOLLS & AKERMAN, 1982).

O reticulo endo(sarco)plasmatico contém uma ATPase especifica para a
captagdo de Ca®, diferente daquela encontrada na membrana plasmatica, e um

sistema de liberagdo para o citoplasma (CARAFOLI, 1987).



Quanto a fun¢do destes sistemas de transporte intracelulares, a definigdo de
parametros cinéticos mostrou que a velocidade de captagdo do Ca® pela mitocondria
¢ uma ordem de magnitude menor que a do reticulo endoplasmatico (CARAFOLI,
1987). Além disso, evidéncias que o Ca*‘aumenta a atividade de trés desidrogenases
intramitocondriais, a concentragdes de 0,1 a 10 uM, indicam que esta organela
desempenha uma fungdo secundéria no tamponamento de Ca* sob condigdes normais
(DENTON & MC CORMACK, 1980; 1986). Analise de raio-x de secgdes de figado
rapidamente congeladas, mostraram que mitocéndrias contém pouco Ca®* in situ
(cerca de 1 nmol de Ca®" por miligrama de proteina), enquanto que o reticulo
endoplasmatico é o principal responsavel pelo seqiiestro de Ca®* intracelular,
representando o principal estoque de Ca®* da célula (SOMLYO et al. 1985).

A fungdo metabdlica das proteinas citosolicas que ligam Ca** com alta
afinidade é ainda objeto de estudo, mas acredita-se que desempenham fungdo no
processamento da mensagem pelo Ca®* e/ou tamponamento de Ca®* celular.
Troponina C, parvalbumina e calmodulina sdo exemplos destas proteinas
(CARAFOLLI, 1987).

Estudos recentes demonstraram um sistema de captagdo de Ca**, dependente
de ATP e de calmodulina , em nucleo de figado. Estes estudos sugerem a
possibilidade do nicleo ter um mecanismo proprio para regular sua concentragdo de
Ca®" e para modular a resposta intranuclear de Ca®>* por horménios e fatores de
crescimento (NICOTERA et al. 1989).

Todos estes sistemas de transporte possuem propriedades cinéticas diferentes,
equilibradas para satisfazer as necessidades da célula durante seu ciclo funcional.
Uma ruptura do mecanismo que regula a homeostase intracelular de Ca** ¢
frequentemente o primeiro evento no desenvolvimento da injuria celular irreversivel.
Embora a morte celular possa ocorrer por mecanismos independentes de Ca®* o
aumento de sua concentragio intracelular, se mantido, é capaz de bloquear a resposta
causada por estimulo hormonal, comprometer a fun¢do mitocondrial e a organizagao
do citoesqueleto, bem como ativar processos catabdlicos irreversiveis (NICOTERA et

al. 1992).



Muitos mecanismos sdo citados como determinantes de varios processos
patologicos em conseqiiéncia de alteragdo da concentragdo intracelular de Ca*".
Toxinas quimicas, bacterianas e virais podem alterar a sinalizagdo celular por interagir
com receptores, proteinas e outras enzimas ou por interferir diretamente com bombas
e canais de Ca®'. fons metalicos também sdo capazes de interferir com a sinalizago
celular por interagir com sistemas de transporte e canais de Ca’>* ou ainda competir
com este ion na ligagdo com proteinas ligantes, como a calmodulina (NICOTERA et
al. 1992; ORRENIUS et al. 1989).

O dano mitocondrial é também, um evento comum no desenvolvimento da
injuria celular causada por varios agentes toxicos e € inicialmente manifestado por um
decréscimo no potencial da membrana seguido por deple¢do de ATP. Os sistemas que
controlam a homeostase do Ca®" requerem energia e qualquer disfungo mitocondrial
com subsequente deple¢do de ATP, invariavelmente resulta na ruptura da homeostase

intracelular de Ca®".
1.2 TRANSPORTE MITOCONDRIAL DE Ca*

Mitocondrias de todos os vertebrados, muitas espécies de invertebrados e de
algumas espécies de plantas e de protozoarios, sio capazes de seqiiestrar Ca®* do
meio de suspensio ( VERCESI, 1993).

Historicamente o estudo do transporte mitocondrial de Ca®' desenvolveu-se
juntamente com os estudos da bioenergética. POTTER (1947), mostrou o estimulo da
atividade de ATPase provocado por Ca®*, em mitocondrias intactas; LEHNINGER
(1949), demonstrou que este ion era capaz de desacoplar a respiragdo da fosforilago.
A primeira citagio do acimulo de Ca®" pela mitocondria foi feita por SLATER &
CLELAND (1953). Pouco mais tarde constatou-se que Ca’* e outros cations
divalentes poderiam ser acumulados por mitocondrias isoladas, contra um gradiente
de concentragdo em um processo dependente de energia ( BARTHEY & AMOORE,
1958). Muitos estudos foram desenvolvidos desde entdo, no sentido de compreender o

mecanismo deste fendmeno, bem como sua fungéo fisiologica.



BYGRAVE (1977) dividiu em trés, as fases do desenvolvimento do estudo do
transporte mitocondrial de Ca**.

A primeira fase corresponde aos estudos desenvolvidos na década de 50
referentes as primeiras constatagdes do acamulo do ion pelas mitocondrias.

O inicio da década de 60 marca a segunda fase, quando varios grupos
mostraram os efeitos do movimento de Ca** e as grandes modificagdes morfologicas
sofridas pelas mitocondrias na presenga de excesso de Ca*".

A terceira fase estende-se do final da década de 60 até, aproximadamente, o
final da década de 70. Os principais avangos desta fase sobre o transporte
mitocondrial de Ca** foram: a descoberta de inibidores especificos e a elucidagdo
dos seus mecanismos de agdo; a constatacio e comprovagdo da existéncia de
carreador especifico; a identificagdo de uma forga diretriz para o0 movimento do ion; a
estequiometria da ejecdo de H' e acamulo de Ca®* dependente da respiragio; o
desenvolvimento e uso de técnicas para medida da velocidade inicial do transporte.

Até entdo acreditava-se que a fungdo do sistema de transporte mitocondrial de
Ca®" estava primariamente relacionada com a regulagio da concentragio de Ca*'
citosélico e que a mitocondria desempenhava um importante papel no estoque do ion,
que poderia ser mobilizado por hormdnios. Contudo na década de 80 os estudos
realizados por DENTON & MC CORMACK (1980 a, b; 1989), utilizando
mitocondrias de varios vertebrados, demonstraram que o Ca®" aumenta a atividade de
trés importantes enzimas intramitocondriais, a concentragées de 0,1 a 10 uM: a
piruvato desidrogenase, NAD" isocitrato desidrogenase e 2-oxoglutarato
desidrogenase. Este resultados demonstraram a importincia do ion calcio no
metabolismo oxidativo. Também reforcaram a proposi¢do que o Ca*
intramitocondrial seria um segundo mensageiro, mediando os efeitos hormonais sobre
as enzimas chaves do metabolismo oxidativo mitocondrial. Dentro deste contexto o
sistema mitocondrial de transporte de Ca®* desempenharia uma fungdo primordial
(MC CORMACK & DENTON, 1986).



1.2.1 Mecanismos de influxo e efluxo mitocondrial de Ca*"

A membrana mitocondrial interna de mamiferos e possivelmente de todos os
vertebrados possui um sistema elaborado de transporte de Ca®", que consiste de trés
mecanismos com caracteristicas cinéticas de carreador ou poro, e provavelmente um
quarto mecanismo envolvido na alteragdo da permeabilidade da membrana para

pequenos ions e moléculas (GUNTER & PFEIFFER , 1990).

Em mitocondrias energizadas, o influxo de Ca’®" foi originalmente descrito
como processo ativo e o efluxo como processo passivo (CHANCE, 1965). A
teoria quimiosmoética (MITCHELL, 1966) e a determinagdo do potencial de
membrana (ROTTENBERG & SCARPA, 1974; ROTTENBERG, 1975), conduziram
ao conceito atual, sendo a captagdo feita por mecanismo eletroforético uniporter
dirigido pelo potencial elétrico da membrana, resultante da extrusdo de prétons pela
cadeia respiratoria, hidrolise do ATP ou potencial de difusdo de K™ pela presenga do
iondforo valinomicina. (SCARPA & AZZONE, 1970)

A forga dirigente para o uniporter de Ca®* é definida como gradiente
eletroquimico de Ca*’, Ap Ca®' = RT In([Ca*'] ext / [Ca®*'] int) + 2F (Wext-¥int)/2.
Portanto, o estudo cinético da captagdo mitocondrial de Ca?" deve ser relacionado a0
gradiente de concentragdo de Ca®* e ao potencial elétrico da membrana. O uniporter
também liga e transporta outros ions divalentes com a seguinte ordem de afinidade:
Ca® > Sr** >> Mn** > Ba®, e também Fe*, Pb** e lantanideos (VAINIO et al.
1970). Outros fatores que influenciam a cinética do uniporter sio pH externo,
temperatura e presenga de inibidores (GUNTER & PFEIFFER, 1990).

Os inibidores do influxo mitocondrial de Ca®* podem ser subdivididos nas

seguintes categorias:

1) inibidores competitivos: ions que podem ser transportados pelo uniporter ( Sr**,

Mn?**,Ba®*, Fe*" e lantanideos).



2) ions como Mg poliaminas ¢ H' , que embora ndo transportados pelo uniporter

podem interferir com o transporte de Ca®" através de efeitos ligantes .

3) polications tais como vermelho de ruténio e hexamina cobalto, que sdo distintos

da segunda categoria pela baixa constante (Ki) para sua inibigdo.

4) um numero de agentes farmacologicos tais como, B bloqueadores, guanidinas e

diuréticos.

O mais comumente utilizado € o polication vermelho de ruténio, um corante
polissacaridico, hexavalente, especifico para glicoproteinas , que liga-se a muitos

sitios ligantes de Ca*".

O efluxo de Ca** ocorre por outra via, insensivel a vermelho de ruténio e
independente da via de influxo, envolvendo um mecanismo eletroneutro que troca
Ca®* por Na' ou H', dependendo do tipo de tecido. O mecanismo primario para o
efluxo do Ca®* em mitocdndrias de tecidos excitaveis parece ser o da troca Ca®*/ 2

Na® (CROMPTON et al. 1976; 1978; CARAFOLI et al. 1974), ja o efluxo de Ca*
em mitocondrias de figado, rim, pulmio e musculo liso ocorre por um mecanismo
independente de Na“, envolvendo a troca direta Ca**/2 H (CROMPTON et al. 1978).
Todavia, foi constatada a existéncia de trocador Ca®’/2Na* em mitocondrias hepaticas
(NEDERGAARD, 1984), bem como efluxo de Ca** independente de Na' em
coragdo (CROMPTON, 1977). A quantidade relativa e a fmporténcia destes dois
mecanismos pode diferir de tecido para tecido e depende do nivel de Ca*'
mitocondrial (CARAFOLI, 1979).

A possibilidade que o transporte independente e dependente de Na" fossem
mediados pelo mesmo mecanismo, funcionando na presenga ou auséncia de Na', foi
descartada, pois os dois mecanismos sdo afetados com cinéticas diferentes por
inibidores e ativadores. Na realidade existe um numero maior de inibidores capazes
de agir sobre o mecanismo dependente de Na" do que sobre o independente de Na'.
Além disso, quando o mesmo inibidor age em ambos os mecanismos, geralmente

uma concentra¢do maior € necessaria para inibigdo do mecanismo independente de



Na', por exemplo os cations lipofilicos como tetrafenilfosfonio (TPP") e trifenilmetil
fosfonio (TPMP") agem como inibidores do mecanismo independente de Na® numa
concentragdo cerca de uma ordem de magnitude maior do que aquela necessaria para
inibir o outro tipo de mecanismo. Isto sugere que o mecanismo dependente de Na’
possa ser mais sensivel ao controle farmacoldgico e mesmo fisiologico que o
mecanismo independente de Na" (GUNTER & PFEIFFER, 1990).

A existéncia de vias distintas para captagdo e liberagdo de Ca®* estabelece um
movimento ciclico e continuo do ion através da membrana mitocondrial interna e
constitui a base para uma regulagio cinética da distribuigdo de Ca®>" entre matriz e
compartimentos extramitocondriais (NICHOLLS, 1978; NICHOLLS & AKERMAN,
1982). Esta distribui¢do é regulada pelas velocidades relativas de transporte através
destas vias, e pode ser alterada pelo estimulo ou inbigdo de uma ou ambas as vias.Um
exemplo cléssico € a inibigdo da via de influxo por vermelho de ruténio induzindo o
efluxo liquido de Ca** (CARAFOLI,1979).

Além destas vias especificas de efluxo de Ca®* em mitocondrias, ha também
outras duas maneiras do efluxo ocorrer, porém ndo em condigles fisiologicas:
liberagdo ndo especifica de Ca** através da membrana interna e liberagdo de Ca*" pelo
reverso da via uniporter de influxo, provavelmente importantes durante isquemia e
anoxia (RICHTER & FREI, 1988).

A liberagio de Ca*" pelo reverso da via de captagdo ocorre quando o potencial
de membrana cai (NICHOLLS,1978), por exemplo, na presenga de desacopladores
(RICHTER & FREI, 1988). A liberagdo ndo especifica, como consequéncia do
aumento inespecifico de permeabilidade da membrana é acompanhada pelo colapso
de Ay e grande amplitude de inchamento mitocondrial (BEATRICE et al. 1980). Este
fenémeno conhecido como transi¢do de permeabilidade da membrana mitocondrial,
pode também ser considerado como um tipo de efluxo de Ca®", embora numerosas
outras fungdes sejam possiveis (GUNTER & PFEIFFER, 1990). Devido a
complexidade deste assunto e a existéncia de uma literatura fragmentada e

controvertida, ele sera visto mais detalhadamente em outro topico.



O efluxo de Ca®" pode ainda ser mediado por ionéforos especificos como os
antibioticos A-23187 e lasalocid A (X537A), que aumentam a permeabilidade da
membrana por mecanismos ainda ndo totalmente elucidados (REED &

LARDY,1972).
1.2.2 Transporte de Ca’* por mitocéndrias vegetais

Os estudos iniciais de transporte mitocondrial de Ca®" em vegetais afirmavam
que a captagdo de Ca’" estava ligada a captagio de fosfato, era dependente do
substrato, insensivel a VR ¢ Mg®* e ndo estava associada com estimulo respiratério e
queda do potencial de membrana (DOUCE,1985). Além disso, o alto Km e a baixa
velocidade inicial da captagdo levou a conclus@o que era improvavel um transporte de
Ca®" mediado por um carreador em mitocondrias vegetais (MC CORMACK &
DENTON, 1986). Havia também a opiniio que a captagdo de Ca®* por mitocondrias
vegetais poderia ser um artefato resultante de um dano da membrana interna durante
a preparagdo ( MOORE & BONNER, 1977).

O desenvolvimento de uma técnica para a obtengdo de mitocondrias vegetais
intactas e funcionais (MARTINS & VERCESI, 1985) e posterior estudo do
transporte mitocondrial de Ca®** levou a conclusdo que o acumulo por algumas
espécies vegetais era acompanhado pela extrusio de H', aumento da velocidade
respiratoria, decréscimo de potencial de membrana, inibido por VR e Mg, e
também que a captagio de Ca®* ocorre de forma semelhante em mitocondrias
energizadas por substratos respiratorios diferentes ou por hidrdlise de ATP
(MARTINS et al. 1986; CARNIERI et al. 1987). As trés desidrogenases
intramitocondriais preparadas de mitocondrias vegetais ndo apresentam sensibilidade
ao Ca®* (MC CORMACK & DENTON, 1986), indicando que o sistema de transporte
ndo esta ligado a regulagdo destas enzimas.

Atualmente sugere-se que o influxo de Ca®* nestas mitocondrias seja mediado
por um simporter Ca*'/Pi sensivel a mersalyl, onde o influxo de cada ion calcio

representa a transferéncia liquida de uma carga positiva (VERCESI, 1993).



MitocOndrias isoladas de folhas brancas de repolho (Brassica oleracea),
tubérculo de batata (Solanum tuberosum) e raiz de beterraba (Beta vulgaris), néo
sdo capazes de acumular Ca®’, apesar de apresentarem alto potencial elétrico de
membrana, indicando que ndo possuem uniporter eletroforético de Ca*
(MARTINS & VERCESI, 1985; SILVA et al. 1992 ).

Portanto estas diferengas no transporte de Ca*" em mitocondrias vegetais ndo
sdo uma consequéncia da falta de integridade da membrana, mas talvez possam ser
determinadas geneticamente de acordo com as caracteristicas fisiologicas celulares
(MARTINS et al. 1994).

1.3 TRANSICAO DE PERMEABILIDADE DA MEMBRANA MITOCONDRIAL
INTERNA

Evidéncia da existéncia desta transi¢do foi observada desde o inicio do
trabalho com mitocondrias (POTTER, 1947; LENHINGER, 1949, SLATER &
CLELAND, 1953 ), contudo o termo tramsicio de permeabilidade induzida pelo
Ca’’ foi primeiramente definido por HUNTER & HAWORTH (1979 a) apds um
estudo aprofundado do fendmeno. Os autores demonstraram que o inchamento
mitocondrial, induzido pelo acumulo de Ca®', estava associado & transigdo
configuracional e funcional, ou seja, passagem de uma configuracdo agregada e de
um estado acoplado para uma configuragido ortodoxa (matriz mitocondrial expandida)
e estado desacoplado. Esta mudanga repentina na forma e fun¢do mitocondrial
induzida pelo Ca**, deve-se a0 aumento inespecifico da permeabilidade da
membrana, permitindo a entrada de moléculas neutras ou carregadas, de peso
molecular < 1500, componentes do suporte osmotico. Estas alteragdes foram
observadas por microscopia eletronica e por um decréscimo na densidade Optica da
suspensdo mitocondrial a 540 nm (HUNTER & HAWORTH, 1979 a).



O mecanismo molecular para este fendmeno, proposto por  estes
pesquisadores, baseia-se na ligagdo do Ca®" a sitios intemos da membrana
provocando a abertura de um canal hidrofilico transmembrana. Este processo ocorre
na auséncia de protetores enddgenos como NADH, ADP e Mg®*. A transigio de
permeabilidade induzida pelo Ca®* ¢ inespecifica, € como conseqiiéncia ocorre perda
de nucleotideos e ions endogenos, inclusive o Ca** (HAWORTH & HUNTER, 1979;
HUNTER & HAWORTH, 1979 b).

Paralelamente o laboratorio do professor Lehninger (LEHNINGER et al.
1978; VERCESI et al. 1978) demonstrou que o efluxo de Ca’* em mitocondrias
isoladas, era estimulado pelo estado oxidado dos nucleotideos de piridina. Sugeriu-se
que esta liberagdo de Ca®* estava associada a oxidagdo de NAD(P)H e ao baixo
potencial de fosforilagdo citosolica (AGp). Seu objetivo seria, por um mecanismo
“feedback”,  aumentar o potencial de fosforilagdo citosolica e a relagdo
NAD(P)H/NAD(P) através de estimulo do catabolismo citoplasmatico pela liberagdo
do Ca*" mitocondrial.

Posteriormente verificou-se que agentes oxidantes de nucleotideos de piridina,
eram capazes de induzir a liberagdo de Ca** mitocondrial (LOTSCHER et al. 1979).

Apesar de muito estudado, o0 mecanismo molecular e o significado fisiologico
deste efluxo estimulado por NAD(P") é ainda pouco entendido.

RICHTER & FREI (1988) propuseram que o mecanismo molecular envolvido
na liberagdo do Ca®" induzido por oxidantes de NAD(P)H em mitocondria intacta
seria por uma rota regulada por ADP ribosilagdo de proteina ap6s hidrolise do NAD'
intramitocondrial por uma NADase Ca’’-dependente produzindo ADP ribose,
nicotinamida e AMP. Também afirmaram a necessidade de um ciclo rapido de Ca*
através da membrana para a observagdo do fendmeno.

A observagdo de que o efluxo era precedido por decréscimo do potencial de
membrana, aumento da velocidade respiratéria, seguido de inchamento mitocondrial
associado a penetragdo de sacarose e agua, sugeriu que este fenomeno fosse devido a
um aumento inespecifico da permeabilidade da membrana, relacionando-o ao
fendmeno de transi¢do de permeabilidade (BERNARDES et al. 1986).
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Vercesi e colaboradores, utilizando mitocondrias  desenergizadas,
demonstraram inchamento extensivo, na presenga de Ca’" mais prooxidantes, devido a
um aumento inespecifico da permeabilidade mediada pela ligagdo de Ca® a sitios
internos da membrana mitocondrial interna e a possivel oxidagdo de grupos tidlicos de
proteinas da membrana (MACEDO et al. 1988 ; VERCESI et al. 1988), este
resultado contesta a afirmagdo da necessidade de um ciclo rapido de Ca*" pela
membrana, como proposto por RICHTER & FREI (1988).

A similaridade entre a agdo de oxidantes de NAD(P)H e compostos exdgenos
que geram espécies reativas de oxigénio (ROS), em mitocondrias isoladas, levou o
grupo a propor que, no primeiro caso, as alteragdes na permeabilidade da membrana
poderiam estar associadas a um acumulo de ROS, produzidos pela cadeia respiratoria,
em mitocOndrias exauridas de antioxidantes. (HERMES-LIMA et al. 1991, 1992).

Entre os varios mecanismos moleculares propostos para explicar a transi¢do de
permeabilidade, CARBONERA et al. (1988) preconizam que o fenomeno ¢
consequéncia do dano da membrana causado pela peroxidagdo de fosfolipideos e
outros processos envolvendo a agdo de radicais de oxigénio.

FAGIAN et al. (1990) apresentaram  evidéncias que o aumento da
permeabilidade da membrana de particulas submitocondriais de coragdo e de
mitoplastos de figado incubados na presen¢a de Ca’* e diamida (um oxidante de
grupos SH) esta associado com a produgdo de agregados proteicos devido a ligagdes
cruzadas de grupamentos ti6licos. Demonstraram também que tanto o processo de
permeabilizagdo quanto a polimerizagdo podiam ser revertidos pela adigdo de
ditiotreitol (DTT) ou B-mercaptoetanol, conhecidos redutores de grupo dissulfeto.

Cerca de 65 compostos capazes de desencadear a transi¢do de permeabilidade
na presenga de Ca®’, também chamados de agentes liberadores de Ca®’, foram
encontrados em aproximadamente 20 anos de pesquisa. Estes agentes ndo apresentam
caracteristicas funcionais ou estruturais em comum, s3o por exemplo, agentes
oxidantes de nucleotideos de piridina, agentes oxidantes de grupamentos tidlicos,
agentes geradores de espécies reativas de oxigénio, inibidores do carreador
ADP/ATP, Pi e varios outros ( GUNTER & PFEIFFER, 1990).
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Apoés muitos estudos, atualmente dois mecanismos sdo propostos para explicar
a transigdo de permeabilidade da membrana mitocondrial interna:

1) Abertura do poro ndo seletivo, chamado poro de transicio de permeabilidade
(PTP), com um didmetro minimo de 2,8 nm (BERNARDI et al. 1992), regulado por
ligagio de Ca®" no lado da matriz, revertido por EGTA e inibido por H', Mg> e
nucletideos de adenina, como proposto pelos trabalhos pioneiros de HUNTER &
HAWORT (1979).

2) Indugdo de defeitos na fase lipidica da membrana, causando aumento da
permeabilidade devido ao acumulo de lisofosfolipideos como consequéncia da
ativagio da fosfolipase A, pelo Ca®* (BEATRICE et al. 1980; PFEIFFER et al.
1979).

A segunda hipotese foi confirmada pela constatagdo do aparecimento de
produtos da agdo da fosfolipase A, durante a transi¢do e pela habilidade dos
inibidores (ndo especificos) da fosfolipase A, em inibir a transicio (GUNTER &
PFEIFFER, 1990).

Fortes evidéncias também apoiam a hipdtese do poro:

1) A transicdo de permeabilidade ¢ inibida com alta especificidade pelo
imunosupressor ciclosporina A (CsA) (CROMPTON et al. 1988; BROEKEMEIER et
al. 1989) enquanto a atividade da fosfolipase A, ndo é afetada (BROEKEMEIER et
al. 1989).

2) O megacanal mitocondrial, um canal de alta condutincia com um didmetro
estimado de 2,8 nm identificado por estudos de “patch clamp” em mitoplastos de
figado de rato (PETRONILLI et al. 1989), ¢ inibido por ciclosporina A e responde aos
mesmos efetores e da mesma maneira que a transi¢do de permeabilidade (BERNARDI
et al. 1992; SZABO et al. 1992). Este megacanal e o poro de transigio de

permeabilidade parecem, portanto, constituirem a mesma entidade molecular.

Acredita-se que os dois mecanismos possam estar envolvidos em paralelo e/ou
cooperagio na manutengdo da conformagdo "aberta” do poro (GUNTER &

PFEIFFER, 1990), justificando a complexidade para a regulagdo do fendmeno, que na

presenga de Ca®" pode ser induzido por muitos compostos ndo relacionados entre si.
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1.3.1 Fatores envolvidos na regulacio da transicao de permeabilidade

Fatores envolvidos na regulagdo incluem o conteido mitocondrial de Pi,
nucleotideos de adenina, produtos de agdo da fosfolipase A,, estado reduzido dos
nucleotideos de piridina e/ou glutationa e concentragio de Ca®’, Mg*" e H'

(GUNTER & PFEIFFER, 1990).

Além disso, grupos sulfidrilicos da membrana (LE-QUOC & LE-QUOC, 1982;
1985), ADP ribosilagdo de proteinas mitocondriais (RICHTER & FREI, 1988) e

estado de energizagdo estdo implicados.

A maneira como estes fatores regulam e interagem uns com 0s outros nio
pode ser determinado no presente. Afirma-se que a regulacdo da abertura/fechamento
do poro ¢ complexa e muitas caracteristicas envolvidas no mecanismo ainda nio estdo
claras.

O fato da ciclosporina A ser um potente inibidor da abertura do poro
(CROMPTON et al. 1988; BROEKEMEIER et al. 1989) e inibir a peptidil-prolil cis-
trans isomerase (ciclofilina) mitocondrial com uma concentragdo similar, sugere uma
fungdo desta enzima na regulagdo do PTP (HALESTRAP & DAVIDSON, 1990). Ha
também indicagdes que a translocase de adenina nucleotideo esteja envolvida na
regulagio do PTP. Por exemplo, qﬁando a translocase ¢ estabilizada na
conformagdo-m (voltada para o lado da matriz) pelo acido bongkrékico, a transigédo €
antagonizada. Inversamente, a estabilizagdo da translocase na conformagéo-c (voltada
para o lado do citosol) com carboxiatractilosideo estd associada com a abertura do
poro. Além disso, o efeito inibidor do ADP na abertura do poro é perdido sob
condi¢gdes onde ADP é deslocado do seu sitio de ligagdo na tranlocase pelo
carboxiatractilosideo (HALESTRAP & DAVIDSON, 1990; LE-QUOC & LE-
QUOC, 1988). Tais resultados levaram a sugestio que a propria translocase poderia

ser convertida no PTP pela ligagio simultinea do Ca®* e ciclofilina. Este modelo
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considera a ligagdo da ciclofilina a translocase como o evento que converte a ultima
estrutura em um canal ndo especifico (HALESTRAP & DAVIDSON, 1990).

Existem dados confirmando que o envolvimento da translocase na estrutura
e/ou regulagdo do poro poderia também ser consistente com um modelo alternativo
onde efetores da conformagdo da translocase afetam a atividade do poro através de
interagdes com outras proteinas mitocondriais . Estudos recentes tem mostrado que a
eficiéncia da ciclosporina A como um inibidor da abertura do poro ¢ fortemente
dependente da ligagdo do ADP a um sitio de baixa afinidade, insensivel a
atractilosideo (NOVGORODOV et al. 1991; 1992). Devido ndo haver relatos de um
sitio ligante de ADP com estas propriedades na translocase, parece que o sitio de
baixa afinidade estd localizado em outro componente da membrana. Quando vistos
no total, os dados existentes sdo consistentes com o PTP sendo formado pela ligagdo
de Ca®* a uma proteina ligante de ADP que ¢ distinta, mas estreitamente relacionada
com a translocase.

Estudos recentes do grupo liderado por BERNARDI atribuem a regulagido do
poro a trés fatores principais:

1) Ao potencial de membrana, onde a despolarizagdo da membrana favorece a
abertura do poro ( PETRONILLI et al. 1993 a);

2) Ao pH da matriz, onde a acidificagdo da matriz abaixo de pH 7,0 favorece o
fechamento do poro (BERNARDI et al. 1992; SZABO et al. 1992) através da
protonacdo reversivel de residuos de histidina (NICOLI et al. 1993);

3) A ligagio de Me*" a sitios internos e externos, independentemente, modulando a
abertura/fechamento do poro (BERNARDI et al. 1993).

Entdo a complexidade da modulagdo do poro em mitocondria intacta poderia
ser parcialmente explicada pelo efeito combinado de alguns indutores nestes eventos
regulatorios basicos.

Este grupo afirma que muitos efetores incluindo Ca** e ADP, parecem
modificar a probabilidade de abertura do poro por afetar o sensor de voltagem mais
do que por modificar o potencial de membrana (PETRONILLI et al. 1993 b).

Estes dados levaram a investigagdo da natureza do sensor de voltagem do PTP

e seu modo de regulagdo por efetores fisiologicos e patologicos, concluindo que o
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estado de oxidagdo-redugdo de tidis vicinais em residuos de cisteina desempenham
uma fungdo critica no sensor de voltagem do PTP, com um aumento na
probabilidade da abertura do poro apesar do alto potencial de membrana quando o
sensor se encontra em um estado mais oxidado.

Estes resultados sugerem que o conceito da transi¢do de permeabilidade como
um evento deletério, por décadas considerado como dano inespecifico ou defeito da
permeabilidade levando a uma disfungdo mitocondrial irreversivel (GUNTER &
PFEIFFER, 1990), possa ser modificado, sugerindo o PTP como um canal regulado
servindo a uma fung¢io ainda ndo identificada (PETRONILLI et al. 1994).

1.4 CITRININA

A citrinina é um metabolito fungico e um contaminante comum de alimentos.
Foi primeiramente isolada em 1931 (HETHERINGTON & RAISTRICK, 1931), de
varias cepas de Penicillium citrinum. Subsequentemente foi isolada de varias cepas
pertecentes a 14 espécies de Penicillium e 3 espécies de Aspergillus (KROGH, 1978).
Possui peso molecular de 250 e forma de agulhas prismaticas amarelas quando
cristalizadas. A estrutura ¢ mostrada a seguir ( THE MERCK, 1989). Ela é pouco
solavel em agua, sendo soluvel em solugdes diluidas de NaOH e Na,CO; e em
diversos solventes organicos (KROGH, 1978).
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Citrinina (3R-trans 4,6-Dihidro-8-hidroxi-3,4,5-trimetil-6-0x0-3H-2-benzopiran-7-

acido carboxilico).
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Primeiramente foi estudada com o objetivo de ser utilizada como antibidtico
para fins terapéuticos. Porém suas propriedades toxicas, particularmente para o
tecido renal , impediram tal uso (AMBROSE & De EDS,1946; OHMONI et al ,
1954).

Esta micotoxina ja foi identificada como contaminante natural de trigo, arroz,
cevada, centeio € milho ( SCOTT et al, 1972; CIEGLER,1978; CRUZ et al, 1984;
ROSA et al. 1985; RANJAN & SINHA, 1991).

Além de seus efeitos nefrotoxicos ( BERNDT & HAYES, 1982; PHILLIPS et
al. 1980) possui também efeitos deletérios a nivel hepatico, pulmonar,
gastrointestinal, osteomedular, cardiaco e tecido linfatico (KROGH et al. 1970;
CARLTON et al. 1974; JORDAN et al. 1977; TACKER et al. 1977).

Como os efeitos deletérios de algumas micotoxinas, entre as quais a citrinina,
parecem estar relacionados a alteragdes no metabolismo mitocondrial, a a¢do da
citrinina sobre este metabolismo tem sido estudada (HARAGUCHI et al. 1987; ALEO
etal. 1991; CHAGAS et al. 1992 a, b; 1994 a, b, ¢).

Os resultados obtidos neste laboratério por CHAGAS et al. (1992 a, b; 1994 a,
b, ¢) em mitocOndrias de figado e de cortex renal de rato, mostraram que entre os
efeitos da citrinina destacam-se:

- inibigdo da velocidade respiratoria no estado 3, estimulo no estado 4 e
redugdo no controle respiratorio, durante a oxidagdo de substratos NAD' e FAD
dependentes;

- redugdo no indice de fosforilagdo oxidativa, determinado como relagdo
ADP/O;

- inibi¢do da atividade da Fo-F1-ATPase de mitocondrias tratadas com FCCP
ou rompidas por congeiamento;

- inibi¢do das desidrogenases relacionadas ao metabolismo dos seguintes
substratos: malato, glutamato, 2-oxoglutarato, piruvato e glicerol fosfato;

- redugdo do fluxo de elétrons a nivel de complexo I da cadeia respiratoria;

- redugdo parcial de potencial elétrico transmembrana e da velocidade de

repolarizagio apds a fosforilagdo do ADP adicionado;
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- inibigdo da velocidade de inchamento mitocondrial induzido por
valinomicina, indicativo de interferéncia sobre a fluidez da membrana mitocondrial
interna;

- redugdo da amplitude do inchamento mitocondrial decorrente da captagdo
de ions sodio;

- redugdo nos niveis de Ca>* na matriz mitocondrial em decorréncia da inibigio
na velocidade de captagdo e/ou estimulo na velocidade de liberagdo;

- inibigdo na velocidade de captagio de Ca® e estimulo na velocidade de

liberagdo deste ion.
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1.5 OBJETIVOS

Devido a importancia da homeostase intracelular de Ca*" para a manutengéo da
integridade e viabilidade celular e tendo em vista que o dano mitocondrial representa
um evento freqiiente no desenvolvimento da ruptura desta homeostase levando a
injuria celular, o presente trabalho tem por objetivos:-

1. Dar continuidade aos estudos da agdo da citrinina sobre o fluxo
mitocondrial de Ca®', anteriormente iniciados neste laboratorio, com a finalidade de
colaborar para o entendimento do mecanismo que determina seus efeitos deletérios.

2. Explorar a possibilidade de agdo da citrinina como agente indutor de
transi¢do de permeabilidade da membrana mitocondrial interna, considerada por
alguns autores como um tipo de efluxo de Ca*';

3. Verificar os efeitos da citrinina e Ca®* na permeabilizagio da membrana de

mitocondrias de tubérculo de batata.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes

Os seguintes reagentes foram obtidos pela Merck do Brasil: cisteina, cloreto de
potassio, cloreto de magnésio, cloreto de calcio, fosfato monobasico de potassio,
fosfato dibasico de potassio, hidroxido de potassio, dimetilsulfoxido,
tetrafenilfosfonio, tris-base.

Succinato de potassio, Hepes, soro albumina bovina, A23187, oligomicina,
rotenona, vermelho de ruténio, ADP, ATP, EGTA, ditiotreitol, foram obtidos da
Sigma Chemical Co.

Os reagentes a seguir foram adquiridos dos laboratdrios indicados: sacarose
(Reagen), arsenazo III (Aldrich), Chelex (Bio Rad), ciclosporina A (Sandoz).

A citrinina (cristalina) foi preparada no laboratério de Micotoxinas,
Departamento de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, a partir de
cultivos de Penicillium citrinum, crescidos no meio Czapeck-Dox. O grau de pureza
foi estimado através dos dados espectrais obtidos por espectrometria de ressonancia
magnética protonica, massa, infravermelho e ultra-violeta (CRUZ et. al. 1985).

Os demais reagentes utilizados foram igualmente do maior grau de pureza.

2.2 Isolamento de mitocondrias de figado de rato

Mitocondrias hepaticas foram isoladas segundo o método descrito por VOSS et
al. (1961) com pequenas modificagGes, usando-se meio de extragdo contendo: D-
manitol 250 mM, tampado Hepes 10 mM pH 7,2 , EGTA 1mM, BSA 0,1g%.

Utilizou-se ratos brancos Wistar, machos mantidos em jejum por 12 horas,
mortos por decapitagdo. O figado retirado imediatamente apds a morte do animal, foi
lavado em meio de extragdo gelado, picado com tesoura € homogeneizado com

homogeneizador VAN POTTER-ELVEHIJEN, usando-se sucessivamente pistilo

frouxo e normal. O homogenado assim obtido foi centrifugado a 500 x g a 2°C em
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centrifuga Beckman Modelo J-21B durante 5,0 minutos, a fim de eliminar restos de
células intactas, membranas e nucleos. O sedimento foi desprezado e o sobrenadante
centrifugado a 11.500 x g durante 10,0 minutos a 2°C. O precipitado obtido,
constituido de mitocondrias intactas foi ressuspenso e lavado duas vezes, em meio de
extragdo do qual se omitiu o0 EGTA, sendo centrifugado a 8.000 x g durante 10,0
minutos. As mitocondrias assim obtidas, foram ressuspensas em meio de extragédo
sem EGTA, a concentragdo de aproximadamente 35 miligramas de proteina por

mililitro.
2.3 Isolamento de mitocondrias de tubérculo de batata

Aproximadamente 1.500 g de batatas foram descascadas, cortadas em pedagos
pequenos, lavadas e colocadas em agua deionizada gelada. Foram, entdo, processadas
em centrifuga de cozinha Walita juntamente com aproximadamente 800 ml de meio
de extragdo gelado contendo: sacarose 300 mM, tampao Hepes 10 mM pH 8,0,
EGTA 1,0 mM, cisteina 2 mM, BSA 0,1 g%. O material assim obtido foi filtrado em
gaze, sendo o pH ajustado para 7,2 com solugdo de KOH IN. Em seguida a suspensdo
foi centrifugada a 1.465 x g a 2 °C por 10,0 minutos, em centrifuga Servall. O
sobrenadante foi centrifugado a 10.000 x g e o precipitado, mitocondrias, foi
ressuspenso em meio de isolamento contendo: sacarose 300 mM, tampdo Hepes 10
mM pH 7,2, EGTA 0,1 mM, BSA 0,2 g% , e submetido a duas centrifugagdes de
1.465 x g a 2°C por 10,0 mimutos, em centrifuga Beckman Modelo J-21B.

. Finalmente o precipitado foi obtido por centrifugagido a 10.400 x g a 2°C por 10,0
minutos, foi cuidadosamente ressuspenso com pincel fino em volume minimo de
meio de isolamento de maneira a obter uma concentragdo aproximada de 25

miligramas de proteina por mililitro.
2.4 Determinacio da concentracio de proteinas

A concentragdo de proteinas nas preparagdes mitocondriais foi determinada

pelo método descrito por LOWRY et al. (1951), utilizando soro albumina bovina
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como padrio. As leituras foram realizadas a 700 nm, com auxilio de

espectrofotometro B-380 Micronal.
2.5 Preparo da solucio de citrinina

A citrinina, por ser pouco solavel em agua, foi solubilizada com
dimetilsulféxido (DMSO). Este solvente, nos volumes empregados nos ensaios, ndo
apresentou qualquer interferéncia nos resultados experimentais. A solugdo estoque
foi preparada na concentragdo de 100 mM.

A citrinina utilizada nos experimentos de determinagdo do
transporte de calcio na presenga de arsenazo III, foi previamente tratada com chelex-
100, por 12 horas, sob agita¢do em camara fria. A seguir o Chelex-100 foi retirado
por centrifugacdo durante 5 minutos a 8.000 x g e a concentragdo da citrinina
determinada espectrofotometricamente a 340 nm, a partir de uma curva padrédo

previamente determinada.
2.6 Determinacio do consumo de oxigénio

A respiragdo mitocondrial foi medida através do consumo de oxigénio,
determinado com eletrodo tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.). A qualidade
de cada preparagdo mitocondrial foi avaliada diariamente em fungdo dos valores de
controle respiratorio (CR), obtido apés o término do isolamento das mitocondrias.
Estes valores foram determinados pela relagdo entre velocidade de respiragdo na
presenga de ADP (estado 3) e a velocidade apds o consumo de ADP (estado 4)
(CHANCE & WILLIAMS, 1955).

O sistema de reagéo utilizado para preparagdes mitocondriais de figado de rato,
era composto de : D-manitol 125 mM, KCl 65mM, tampao Hepes 10 mm pH 7,2,
BSA 0,1 g%. Para mitocOndrias isoladas de tubérculo de batata a composi¢do do
meio era: sacarose 260 mM, KCl 20 mM, tampao Hepes 10 mM pH 7,2, BSA 0,2 g%.

Os sistemas de incubag@o foram suplementados com rotenona 10 uM, Pi 0,8

mM, ADP 0,08 mM, succinato 2 mM.
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As velocidades respiratorias foram expressas em nanomoles de oxigénio
consumidos por miligrama de proteina mitocondrial por minuto, considerando-se que
a solubilidade do oxigénio na agua a 30°C e 1 atmosfera ¢ de 235 micromoles por

litro (ESTABROOK, 1967).
2.7 Determinagio espectrofotométrica do transporte mitocondrial de Ca**

Mitocondrias de figado de rato (0,5 mg/ml), foram suspensas em 3,0 mililitros
de meio de reagdo, contendo: D-manitol 125 mM, KCI 65 mM, tampao Hepes 10 mM
pH7.2, Pi 1 mM, arsenazo III 31 uM, rotenona 10 uM, CaCl, 10 uM .

O influxo de Ca** foi iniciado pela adigdo de succinato de potassio 3 mM.
Finalizada a captago, o efluxo de Ca®" foi induzido por VR 2,5 uM ou por
diferentes concentragdes de citrinina. Para a determinagdo do efeito da citrinina sobre
o sistema de efluxo , varias concentra¢des da micotoxina foram adicionadas ao meio
de reagdo um minuto apds a adigdo de VR.

As alteragdes espectrais provocadas pela captagio de Ca®* foram
acompanhadas a 675-685 nm, com auxilio de espectrofotometro de duplo feixe
acoplado a registrador (SCARPA, 1979). As variagdes na concentragdo do Ca*" livre
no meio foram determinadas através de uma curva de calibrag@o obtida pela adigdo de
concentragdes conhecidas de Ca®* ao sistema de reagéo.

O meio de reagdo utilizado neste experimento, foi considerado livre de Ca**
pelo tratamento com Chelex-100, por 12 horas, ap6s o que foi filtrado a vacuo com
papel de filtro livre de Ca®* . Foi entdo estocado em frasco plastico, protegido da luz
e conservado a -20°C por no maximo de 3 dias. Em todos os experimentos as
mitocondrias foram utilizadas imediatamente ou no maximo até 5 horas apds o

1isolamento.
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2.8 Preparacio do Chelex-100

Suspendeu-se 10 gramas de Chelex-100, em 100 mililitros de HCI 1,0 N,sendo
submetido a agitagdo durante 12 horas. A seguir este material foi filtrado a vécuo,
lavado com 200 mililitros de agua bidestilada e transferido para um becker. O pH da
solugdo foi cuidadosamente ajustado para 7,4 com Tris-base e entdo filtrado sob
vacuo até secura. O material obtido fo1 armazenado em frasco plastico para posterior

utilizagio.

2.9 Determinacio das variacées do volume mitocondrial (inchamento

mitocondrial)

Suspensdes mitocondriais sdo turvas e espalham a luz incidente. A luz
espalhada é fungdo da diferenga no indice de refragdo entre a matriz € o meio, €
qualquer processo que cause decréscimo desta diferenga, resultara em decréscimo na
dispersdo de luz. O aumento do volume da matriz mitocondrial pelo influxo de solutos
permeaveis, resultard em decréscimo na dispersdo de luz, com o indice de refragdo
da matriz aproximando-se ao do meio (NICHOLLS,1982). Esta propriedade das
mitocondrias fornece um método qualitativo smmples para estudar o fluxo de solutos
através da membrana mitocondrial interna. As mitocondrias prestam-se bem para a
aplicacdo desta técnica porque sua membrana interna pode sofrer grandes
desdobramentos de suas pregas.

O inchamento mitocondrial pode ser usado para monitorar a transigdo de
permeabilidade. O mecanismo deste inchamento tem natureza coldide-osmética. O
inchamento ocorre devido ao fato das moléculas pequenas atigirem equilibrio de
concentagdo através do defeito de permeabilidade enquanto as proteinas ficam
retidas na matriz, gerando um desequilibrio osmético. A agua entra para equilibrar a
pressio osmotica, dilui os solutos internos causando inchamento mitocondnal
(GUNTER & PFEIFFER, 1990).
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O grau de inchamento mitocondrial foi acompanhado a 540 nm a 30°C,
utilizando-se espectrofotometro AMINCO-CHANCE DUAL WAVELENGTH/SPLIT
BEAM, acoplado a registrador.

O sistema de reacgdo utilizado para a determinagdo da variagdo do volume de
mitocondrias hepaticas, em um volume final de 3 mililitros, continha: D-manitol 125
mM, tampdo Hepes 10 mM pH 7,2, KCI 65 mM, BSA 0,1 g%. Para as
determinag¢des em mitocondrias de tubérculo de batata o sistema de reagdo continha:
sacarose 300 mM, tampdo Hepes 10 mM pH 7,2. Os sistemas foram suplementados
com FCCP, CaCl,, diamida, citrinina, nas concentragdes indicadas nas legendas das
respectivas figuras. A concentragdo de proteina mitocondrial nos experimentos era
0,5 miligramas por mililitro. Os resultados foram expressos como absorbancia por

minuto.
2.10 Cilculo da concentragio de Ca** livre

A concentragdo de Ca®" livre do meio, nos experimentos de inchamento
mitocondrial em presenga de ATP e Mg®’, foi calculada usando um programa
computacional contendo método iterativo (INESI et al. 1980) modificado do descrito
por FABIATO & FABIATO 1979, levando em consideragdo as constantes de
dissociagdo mencionadas por SCHWARZENBACH et al. 1975.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Efeito da citrinina sobre a velocidade respiratéria em mitocondrias hepaticas.

Mitocondrias hepaticas foram energizadas com succinato na presen¢a do
protonéforo FCCP, classico agente desacoplador da fosforilagdo oxidativa. O efeito
da citrinina sobre esta respiragdo (fig.1) foi determinado, avaliando-se o consumo de
oxigénio. Observou-se uma crescente inibigdo da velocidade respiratdoria com
concentragdes crescentes de citrinina.

Sabe-se, devido a estudos previamente realizados neste laboratéorio (CHAGAS
et al 1992 a, b), que a citrinina produz redugdo da velocidade respiratdria no estado
3, estimulo no estado 4, redugdo do controle respiratorio e no indice de fosforilagdo
oxidativa, indicando que a micotoxina provoca dissipagdo do potencial de membrana
interna, além de interferir no fluxo de elétrons através da cadeia respiratoria e na
ATP sintetase.

Os resultados deste experimento confirmam a agéo inibitdria da citrinina sobre
a cadeia respiratoria, fator que levaria a uma queda do potencial elétrico de membrana

0 que consequentemente afetaria o influxo mitocondrial de Ca®".
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FIGURA 1 - Efeito da citrinina sobre a velocidade respiratoria desacoplada em
mitocondrias de figado de rato (MFR)

MFR (1mg/ml) foram incubadas em sistema de reagdo contendo: D-manitol 125 mM,
KCl 65 mM, tampdo Hepes 10 mM pH 7,2 e BSA 0,1 g%. O sistema foi
suplementado com 1uM de FCCP e citrinina nas concentragdes: 0,1; 0,25; 0,50; 0,75
e 1,0 mM. A respiragdo foi iniciada pela adigdo de succinato 2 mM. Cada ponto

representa a média de 5 experimentos diferentes.



3.2 Efeito da citrinina sobre o efluxo de Ca®"

Na figura 2 mitocéndrias hepaticas energizadas com succinato captaram Ca®*
do meio de reagdo. Apos a captagio de todo o Ca®* adicionado e a condigdo de fluxo
constante ser atingida, foram adicionadas diferentes concentragdes de citrinina. As
concentragdes maiores (0,75 ¢ 1,0 mM) levaram a um efluxo acentuado do Ca®'

acumulado.

Como visto na introdugdo, existem trés mecanismos possiveis para o efluxo
mitocondrial de Ca*": efluxo pelo reverso da via de captagio, pela propria via de
efluxo e ainda liberagdo ndo especifica como consequéncia do aumento inespecifico

de permeabilidade da membrana.

Estes resultados podem sugerir que o efluxo de Ca®* ocorra pelo reverso da via
de captagdo, uma vez que a inibigdo do fluxo de elétrons da cadeia respiratoria leva a
uma queda do potencial elétrico de membrana, do qual o influxo de Ca®" ¢
dependente. RIZZUTTO et al. (1987), porém, sugeriram que a redu¢ido no potencial
elétrico da ordem de 40-50 mV, ndo modifica substancialmente o nivel de captagido de

calcio por mitocondrias de figado.

CHAGAS et al. (1992, a, b) demonstraram que mitocondrias isoladas de
figado, incubadas em meio contendo EGTA, energizadas com succinato e tratadas
com citrinina, sofrem apenas pequena redugdo nos valores de’ potencial elétrico
gerados, o que ndo justificaria a expressiva liberagdo do Ca®" determinada pela
citrinina, obsevada por estes autores em experimentos de fluxo de Ca?". Porém, outros
resultados do mesmo trabalho demonstraram que a adigdo de VR posteriormente a
citrinina, diminui o efluxo provocado pela micotoxina, resultado repetido em nossos
experimentos (dados ndo mostrados). Foi sugerido, entdo, que o estimulo do efluxo
provocado pela citrinina (fig. 2) seria consequéncia da saida parcial de Ca*
através do uniporter,devendo ainda serem exploradas as outras duas possibilidades de

efluxo de Ca*".
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FIGURA 2 - Efeito da citrinina sobre o efluxo de Ca®"

MFR (0,5mg/ml)foram incubadas em meio de reagdo contendo: D-manitol 125 mM,
KCl 65 mM, tampio Hepes 10 mM pH 7,2, Pi 1 mM, arsenazo III 31uM, rotenona
10 uM, Ca Cl, 10 pM. A captagio de Ca®* foi desencadeada pela energizagdo com
succinato 3 mM. Diferentes concentragdes de citrinina foram adicionadas onde

indicado pela seta (¥): (a) auséncia, (b) 0,5mM, (c) 0,75 mM e (d) 1,0 mM.



3.3 Efeito da citrinina sobre o efluxo de Ca’*, na presenca de vermelho de ruténio

Na figura 3 mitocondrias hepaticas energizadas com succinato captaram Ca*
adicionado ao sistema de incubagdo e logo apods a condigdo de fluxo constante ser
atingida, foi adicionado VR 2,5 uM . Com a via de influxo inibida, o estado de
equilibrio € perturbado e evidencia-se o efluxo de Ca”". Diferentes concentragdes de

citrinina foram adicionadas um minuto apos a adigdo de VR.

Observou-se, conforme mostra a figura, que nas concentragdes maiores de
o, o e , 2 ~ ~ ,
citrinina ha aumento do efluxo de Ca“" enquanto nas menores concentragdes ndo ha

alteragdo do efluxo ocasionado pelo VR.

O cation lipofilico tetrafenilfosfonio (TPP") é citado como um inibidor das
vias de efluxo dependente ¢ independente de Na" (GUNTER & PFEIFFER, 1990).
Utilizou-se este ion para verificar se o efeito da citrinina seria especifico sobre a via
de efluxo independente de Na'. Os resultados obtidos (ndo mostrados) indicaram
que o TPP" inibiu o efluxo de Ca*" induzido pelo VR, na auséncia de citrinina,

porém ndo foi capaz de inibi-lo na sua presenga.

Este resultado sugere que a agdo da citrinina seja a nivel de alteragdo de
permeabilidade da membrana mitocondrial interna e ndo uma agéo especifica sobre a
via de efluxo. Além disso, a observagdo que a presenga concomitante de Ca*" e
citrinina causam queda acentuada do potencial elétrico de membrana (dados ndo

mostrados ) refor¢am esta suposigao.
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FIGURA 3 - Efeito da citrinina sobre o efluxo de Ca’", na presenca de vermelho

de ruténio

MFR (0,5mg/ml) foram incubadas nas mesmas condi¢des descritas para a figura2. O
tragado (a) representa a situagdo na auséncia de VR ou citrinina. VR 2,5 uM foi
adicionado onde indicado e o efluxo decorrente desta adigdo estd representado por
linha tracejada (b). As linhas pontilhadas representam a adigdo de citrinina 0,5 mM
(¢); 0,75mM (d) e 1,0 mM (e) cerca de um minuto ap6s a adi¢gdo de VR, como
indicado pela seta ( T).



3.4 Efeito das concentracoes de Ca®" e citrinina sobre a velocidade e extensdo do

inchamento mitocondrial.

O fato de uma série de agentes liberadores de Ca®" estarem relacionados ao
fendmeno da transicio da permeabilidade de membrana mitocondrial interna
(GUNTER & PFEIFFER, 1990), lev ou a verificar se a agdo da citrinina ocorreria

neste nivel.

Utilizou-se a técnica de inchamento mitocondrial como pardmetro de
permeabilizagdo inespecifica da membrana. MitocOndrias desenergizadas foram
utilizadas, com objetivo de excluir a agdo da citrinina sobre a cadeia respiratona.
Além disso, um estudo comparativo entre mitocondrias de tubérculo de batata e de
figado de rato foi realizado com o intuito de verificar a implicagdo dos sistemas de
transporte de Ca>* no mecanismo de inchamento mitocondrial por Ca®>" e citrinina,

uma vez que as mitocondrias de batata ndo apresentam este sistema de transporte.

A figura 4 mostra o efeito da citrinina sobre a velocidade respiratoria em
mitocOndrias de tubérculo de batata. Em um experimento semelhante ao realizado
para mitocondrias hepaticas, os resultados obtidos também foram semelhantes , ou
seja, crescente inibicdo da velocidade respiratéria com aumento da concentragido de

citrinina.

A partir deste resultado todos os experimentos foram feitos de forma

comparativa entre mitocondrias hepaticas e de tubérculo de batata.

Suspendeu-se proteina mitocondrial em 3,0 ml de meio de reagdo
suplementado com FCCP o que leva a um rapido consumo do substrato endogeno.
Neste sistema contendo mitocondrias de figado de rato desenergizadas , variou-se a
concentragio de Ca®* de 50 a 500 uM e adicionou-se 1,0 mM de citrinina (fig.5A).
Observou-se um aumento na velocidade e extensdo do inchamento mitocondrial em
funcdo da concentragdo de Ca®". Citrinina adicionada na auséncia de Ca®>* ndo foi

capaz de causar o inchamento.
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Quando em sistema semelhante, fixou-se a concentragdo de Ca®* em 250 pM
e variou-se a de citrinina (fig.5B), também ocorreu aumento na velocidade e extenséo
do inchamento, mostrando uma interdependéncia de Ca®" e citrinina para ocorrer o
fendmeno. Ca®' adicionado na auséncia de citrinina nfio causou inchamento

mitocondnial.

Em mitocondrias de tubérculo de batatas observou-se inchamento na presenga
somente de Ca>* 600 pM e um aumento da velocidade deste inchamento dependente
da concentragdo de citrinina (fig.6). Outras diferengas no fenomeno desenvolvido nos
dois tipos de mitocondrias devem ser ressaltadas: a necessidade de uma concentragdo
maior de Ca®* (600 pM) e de um tempo maior para a obtengdo do inchamento em
mitocondrias de tubérculo de batata, além disso a extensio do inchamento em
mitocdndrias de batata é muito menor que em mitocondrias hepaticas, talvez devido

ao menor numero de cristas das mitocondrias vegetais.
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FIGURA 4 - Efeito da citrinina sobre a velocidade respiratéria desacoplada em

mitocondrias de tubérculo de batata (MB)

MB (0,5 mg/ml) foram incubadas em sistema de reagdo contendo: sacarose 260 mM,
KCl 20 mM, tampdo Hepes 10 mM pH 7,2 e BSA 0,2 g%. O sistema foi
suplementado com FCCP 1 uM e citrinina nas concentragdes: 0,1; 0,25;0,50; 0,75
e 1,0 mM. A respiragdo foi iniciada pela adigdo de succinato 2 mM. Cada ponto

representa a média de 5 experimentos diferentes.
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FIGURA 5 - Efeito de diferentes concentracoes de Ca®* e citrinina sobre a
velocidade e extensio do inchamento de mitocondrias hepaticas

MFR (0,5 mg/ml) foram incubadas em sistema de reagdo contendo: D-manitol 125
mM, tampio Hepes 10 mM pH 7,2, KCI 65 mM,BSA 0,1 g% e suplementado com
FCCP 1uM . Em A, citrinina 1 mM fo1 adicionada a mitocondrias pré-incubadas com
diferentes concentragdes de Ca®". Em B, a mitocondrias pré-incubadas na presenga
de Ca®* 250 uM  foram adicionadas diferentes concentragdes de citrinina como

indicado na figura.
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FIGURA 6 - Efeito de diferentes concentrac¢oes de citrinina sobre a velocidade e

extensao do inchamento de mitocondrias de tubérculo de batata (MB)

MB (0,5 mg/ml) foram incubadas em sistema de reagdo contendo: sacarose 300 mM,
tampao Hepes 10 mM pH 7,2; suplementado com FCCP 1uM e Ca®* 600 uM. Apos
cerca de um minuto, diferentes concentragdes de citrinina foram adicionadas onde
indicado pela seta (3): (b) 0,1 mM; ( ¢) 0,25 mM; (d) 0,5 mM; (e) 0,75 mM e (f) 1,0
mM. O tragado (a) representa a situagdo na presenga de Ca®>* 600 pM e auséncia de

citrinina.
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3.5 Efeito do vermelho de ruténio sobre o inchamento mitocondrial induzido por

Ca’" e citrinina

Sabe-se que a diamida, um oxidante de grupos SH, ¢ responsavel por um
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial interna quando Ca®*
apresenta-se ligado a sitios internos desta membrana (GUNTER & PFEIFFER, 1990)
e esta relacionada no grupo das substincias conhecidas como agentes liberadores de
Ca*" ou indutores de transi¢io de permeabilidade.

Neste experimento o inibidor da via de influxo, VR, adicionado desde o inicio
do experimento, ou seja, antes do Ca®*, mostrou ser capaz de inibir o inchamento
mitocondrial de citrinina mais Ca®* e de diamida mais Ca®* (fig. 7e) em mitocondrias
hepaticas. Isto indica que, mesmo em mitocondrias desenergizadas, a via de influxo é
importante para a entrada de Ca®’ na matriz mitocondrial, neste caso a favor do
gradiente de concentragio de Ca®’, e tanto no mecanismo exercido pela diamida
quanto pela citrinina o Ca®" localizado internamente ¢ fundamental para desencadear
o fendmeno do inchamento, o que é confirmado pela adigio do iondforo de Ca®,
A23187 (fig.7d)

Em mitocondrias de tubérculo de batata, o inchamento também foi verificado
pela utilizagdo de citrinina mais Ca** (fig. 8d) e de diamida mais Ca*" (fig.8¢c). A
presenga do VR ndo foi capaz de inibir tal inchamento, contudo a utilizagdo do
ionoforo A23187 (fig.9) demonstrou que o Ca®* localizado no interior da matriz, ou
talvez ligado a sitios internos, acelera o fendmeno do inchamento. Como ainda n3o foi
encontrado um sistema especifico de transporte de Ca® nestas mitocondrias, a falta
de protegdo pelo VR sugere que realmente a entrada do ion célcio nesta situagdo se
dé por um mecanismo diferente do uniporter eletroforético.

Um requisito basico para que possa ocorrer a transi¢do de permeabilidade € a
ligagdo de Ca®* a sitios internos da membrana mitocondrial. Os resultados obtidos
reforgam a sugestdo de adicionar a citrinina no grupo dos agentes indutores de
permeabilidade, apesar de ainda ndo haver subsidios para tragar qualquer comentario

sobre 0 seu mecanismo de agéo.
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FIGURA 7 - Efeito do vermelho de ruténio sobre o inchamento, induzido por

Ca®" e citrinina, de mitocondrias hepaticas desenergizadas

MFR (0,5mg/ml) foram incubadas no mesmo meio basico descrito para a figura S,
suplementado com FCCP 1uM e Ca*" 250 puM (a). A seta ({) indica a adigdo de
diamida 300 uM (b), citrinina 1 mM (c) e A23187 5 uM (d) sobre a situagédo (a). O
tragado (e) representa tanto a situagédo (b) quanto a (c) na presenga de VR 2,5 uM, o

qual foi adicionado antes do Ca”".
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FIGURA 8 - Efeito de vermelho de ruténio sobre o inchamento, induzido por
Ca® e citrinina, de mitocondrias desenergizadas de tubérculo de batata

MB (0,5 mg/ml) foram incubadas nas mesmas condigGes experimentais descritas para
a figura 6. O tragado (a) representa MB na presenga de citrinina 1 mM e auséncia de
Ca®; em (b) presenga de Ca® 500uM e auséncia da citrinina. Sobre a situagdo (b)
foi adicionado diamida 300 uM (c) e citrinina 1,0 mM (d) onde indicado pela seta
(). Os tragos (e) e (f) representam respectivamente as mesmas condigdes de (c) e

(d) mas na presenga de VR 2,5 uM.

——



39

4A540=0,0!

L.

_
Imin

1 Aumento abs

FIGURA 9 - Efeito do ionéforo A 23187 sobre o inchamento de mitocéndrias de
batata induzido por Ca®>* e citrinina

MB (0,5 mg/ml) foram incubadas nas mesmas condigdes experimentais descritas para
a figura 6. O tragado (a) representa presenga de A23187 5 pM mais citrinina 1,0
mM, na auséncia de Ca**. (b) representa presenga somente de Ca® 600 pM, desde
o inicio do experimento. A situagdo (b) na presenga de A23187 5 uM esta
representada em (c). Nos tragados (d) e (e) Ca** 600 uM foi adicionado a
mitocOndrias pré-incubadas respectivamente com citrinina 1,0 mM e A23187 5 uM
mais citrinina 1,0 mM.



3.6 Efeito do ditiotreitol no inchamento mitocondrial induzido por Ca™ e

citrinina

FAGIAN et al. (1990) apresentaram evidéncias que o aumento de
permeabilidade induzido por Ca*" e diamida, esta associado com a formagdo de
agregados proteicos devido a ligagdes cruzadas de grupamentos tiolicos.
Demonstraram também que tanto o processo de permeabilizagdo quanto a
polimerizagdo podiam ser revertidos pela adigdo de ditiotreitol ou -mercaptoetanol,
conhecidos redutores de grupos dissulfeto.

A figura 10 mostra o efeito do ditiotreitol sobre o inchamento induzido por
Ca*" e citrinina em mitocondrias hepaticas desenergizadas. Observa-se que a
citrinina 1 mM causou um inchamento mitocondrial maior comparado com diamida
300 uM. O ditiotreitol , inibiu 0 inchamento mitocondrial ocasionado por Ca®' e
diamida, mas nédo o decorrente da adigdo de Ca?" e citrinina. Este resultado sugere que
o mecanismo pelo qual a citrinina causa aumento da permeabilidade da membrana
mitocondrial interna na presenga de Ca®’, é diferente daquele provocado pela
diamida, em mitocondrias hepaticas e independente de grupos SH, nas condigGes
experimentais utilizadas.

Em mitocondrnias de batata incubadas em condigdes semelhantes (fig.11),
observou-se que os efeitos decorrentes da adigéo de citrinina 1,0 mM e diamida 300
pM, foram também semelhantes ao observado em mitocondrias de figado, ou seja,
aumento na velocidade do inchamento em relagdo ao inchamento provocado somente
por Ca®* 600 uM. Ja o efeito protetor do DTT nestas mitocondrias foi observado

tanto com diamida quanto com citrinina.
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FIGURA 10 - Efeito do ditiotreitol (DTT) no inchamento, induzido por Ca** e
citrinina, de mitocondrias hepaticas desenergizadas

MFR (0,5 mg/ml) foram incubadas nas mesmas condi¢des experimentais descritas
para a figura 5, suplementadas com FCCP 1 uM e Ca®" 250 uM. Apés pré-
incubagdo com Ca®* 250 puM, (a) diamida 300 pM, (b) citrinina 1,0 mM foram
adicionados onde indicado pela seta (). Os tragos (c) e (d) representam

respectivamente a mesma condig¢do que (a) € (b) mas na presenga de DTT 1,0 mM

desde o inicio do experimento. O trago (e) representa a adigdo de citrinina 1,0 mM e

diamida 300 uM na auséncia de Ca®'.
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FIGURA 11 - Efeito do ditiotreitol (DTT) no inchamento, induzido por Ca®>* e
citrinina, de mitocondrias desenergizadas de tubérculo de batata

MB ( 0,5 mg/ml) foram incubadas nas mesmas condi¢des experimentais descritas
para a figura 6. As linhas cheias representam: (a) presenga de Ca** 600 pM; (b) Ca**
600 uM mais diamida 300 pM; ( ¢) Ca** 600 pM mais citrinina 1,0 mM. Os tragos
(d) e (e) (linhas pontilhadas) representam respectivamente (b) € (¢ ) na presenga de
DTT 1,0 mM.



3.7 Efeito protetor de nucleotideos de adenina e Mg®* sobre o inchamento

mitocondrial induzido por Ca’" e citrinina

Desde os primeiros estudos sobre transi¢do de permeabilidade da membrana
mitocondrial interna, realizados por HUNTER & HAWORTH (1976; 1979), ficou
constatado que a auséncia de protetores endégenos, como os nucleotideos de adenina
e Mg2+, favorecia o fenomeno. Com o desenvolvimento do estudo nesta area,
apareceram indica¢des do envolvimento da translocase de nucleotideos de adenina
na regulag¢do do poro de transi¢do de permeabilidade, assunto que foi detalhadamente
explanado na introdugio deste trabalho.

Os experimentos mostrados a seguir tiveram por objetivo verificar a agdo dos
nucleotideos de adenina e Mg®* como fatores de regulagio do fenémeno, sem a
preocupagdo de explicar o mecanismo desta protegéo.

A fig. 12 mostra a protegio conferida por ATP mais Mg** ao inchamento de
mitocondrias hepaticas induzido por 250 uM de Ca®" livre, na presenca de citrinina 1
mM. Esta concentragdo de Ca®>" livre foi calculada pelo programa computacional
contendo método iterativo descrito em Materiais e Métodos. Das concentragdes
totais de ATP (500uM), Mg (500uM) e Ca** (368uM), aproximadamente 95 pM
de ATP apresenta-se na forma livre, 260 uM como complexo ATP-Mg®* e 118 pM
como complexo ATP-Ca”. Nesta situagio ha 239 uM de Mg”" livre.

Em mitocondrias de tubérculo de batata a adigio de ADP 500uM e Mg*

500pM evitaram o inchamento mitocondrial induzido por Ca** livre 400 uM. J4 na
presenga de citrinina 1 mM juntamente com a mesma concentragdo de Ca* o efeito
protetor ndo foi tdo intenso ( dados ndo mostrados).

Os resultados obtidos demonstraram efeito protetor dos nucleotideos de
adenina e Mg2+ sobre o fenomeno, refor¢cando a sugestdo da agdo da citrinina como

agente indutor da transigéo.
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FIGURA 12 - Efeito protetor do ATP e Mg sobre o inchamento de
mitocondrias hepiticas, induzido por Ca’" e citrinina

MFR (0,5 mg/ml) foram incubadas nas mesmas condigdes basicas descritas na figura
5, suplementadas com FCCP 1 uM e Ca®' 250 uM . (a) representa presenga de Ca*
livie 250 pM e auséncia de citrinina. A adig@o de citrinina 1,0 mM, indicada pela
seta ({), sobre mitocondrias pré-incubadas com Ca*" 250 uM ¢ mostrada em (b). O
tragado (¢) representa a situagdo (b) na presenga de ATP 0,5mMe Mg** 0,5 mM.



3.8 Efeito de ciclosporina A sobre o inchamento mitocondrial induzido por Ca**
e citrinina

Recentemente a ciclosporina A, um peptideo ciclico usado como agente
imunossupressor, foi identificada como um inibidor altamente especifico da transigéo
de permeabilidade. Este composto é igualmente eficiente quando diferentes tipos de
agentes indutores sdo empregados, e parece agir pela sua ligacdo a sitios
mitocondriais com uma constante de afinidade 10° M. A ciclosporina A tem sido
usada em investigacdo do mecanismo e do significado fisiolégico da transigéo
(GUNTER & PFEIFFER, 1990).

Experimentalmente a inibi¢gdo do inchamento mitocondrial pela ciclosporina A,
consiste numa maneira de se sugerir que o aumento de permeabilidade da membrana ¢
mediado pelo poro de transigdo de permeabilidade (PTP).

Observou-se que o inchamento mitocondrial induzido por Ca®* 250 uM e
citrinina 1 mM em mitocOndrias hepaticas desenergizadas, ndo foi protegido pela
presenga de CsA 0,5 ou 1,0 uM (dados ndo mostrados), porém com mitocondrias

energizadas por succinato 3 mM (fig.13 ) a presenga de CsA 0,5 uM foi capaz de

proteger o inchamento mitocondrial induzido por Ca** 100 uM e por Ca** 100 uM
mais citrinina 0,75 mM.

Dados preliminares sugerem que a CsA 0,5 uM iniba totalmente o efluxo de
Ca®" provocado por VR mais citrinina, em mitocondrias hepaticas energizadas por
succinato na presenga de Ca*" 10 uM.

Esta diferenca de comportamento entre  mitocOndrias energizadas e
desenergizadas deve-se, provavelmente, a complexidade da cinética de regulagdo
como a concentragdo de Ca®", pH da matriz e potencial elétrico da membrana.

Por exemplo, BERNARDI et al. (1992) constataram que a inibigdo da indugdo
do poro conferida pela CsA é afetada por altas concentragdes de Ca®, altas
concentragdes de CsA sdo requeridas quando a concentragdo de Ca*" é aumentada,
sugerindo que Ca”" ligado pode influenciar a afinidade de ligagdo da CsA ao seu

ligante.
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Este pode ser também um dos motivos que nio permitiram a inibi¢do da
transicio de permeabilidade pela CsA em mitocOndrias hepaticas desenergizadas,
onde a concentragdo de Ca*" é maior.

Em mitocondrias de tubérculo de batata, nenhuma protegéo foi conferida pela
CsA tanto em situagdo energizada quanto desenergizada, provavelmente devido ao
fato da concentragdo de Ca>* ser também muito alta em ambas as situagdes. Contudo
um estudo mais aprofundado ¢ necessario antes de se sugerir qualquer diferenga de

mecanismo da citrinina no fenomeno desenvolvido nestes dois tipos de mitocondrias.
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FIGURA 13 - Efeito da ciclosporina A (CsA) sobre o inchamento de mitocondrias
hepiticas energizadas, induzido por Ca®* e citrinina

MFR (0,5 mg/ml) foram incubadas no meio de reagdo basico descrito para a figura 5,
suplementado com rotenona 10 uM, oligomicina 3ug/ml , succinato 3 mM, Pi 1,0
mM e Ca® 100 uM (a). (b) representa a situagdo (a) na presenga CsA 0,5 pM .
Citrinina 0,75 mM foi adicionada, onde indicado pelas setas (3) sobre as situagdes

(a) e (b) levando respectivamente aos tragados (c) e (d).
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4. DISCUSSAO FINAL

Os resultados deste trabalho mostram que a citrinina inibe componentes da
cadeia respiratoria de mitocondrias de figado (fig.1), sendo esta inibigdo de até 70%
da velocidade respiratoria na concentragdo 1 mM. Este fato levou ao direcionamento
de experimentos visando excluir os efeitos da citrinina sobre a cadeia respiratoria,
isto é, operando em condigdes desenergizadas.

Comparando o grande efluxo de Ca®* gerado pela adi¢do de citrinina a
mitocondrias respirando com succinato nas condi¢gdes de equilibrio dindmico (fig.2),
aos resultados anteriores do laboratoério de que a citrinina por si ndo causa uma queda
muito grande de potencial , sugere-se que a causa principal do efluxo observado na
figura 2 ndo € a queda de potencial de membrana, porém um efeito da micotoxina
ou sobre as vias de efluxo ou um efeito inespecifico sobre a permeabilidade da
membrana, talvez associado a presenga do Ca*".

O aumento do efluxo de Ca®" pela adi¢gio de citrinina a mitocondrias
energizadas em “steady-state” e também na presenca de VR (fig.3), mostra que nesta
situagdo o efluxo ndo estd ocorrendo pelo reverso do uniporter pois este encontra-se
bloqueado pelo inibidor (VR). Porém , como pode ser observado na figura 3, este
efluxo € menor que o da figura 2, confirmando a sugestao inicial de efluxo tanto pelo
reverso do uniporter quanto por outro mecanismo.

A utilizagdo de TPP’, citado como um inibidor dos sistemas de efluxo
dependente ou independente de Na', mostrou que o efluxo causado pela citrinina na
presenga de VR ndo foi inibido quando o TPP" estava presente dando um indicativo
que tal efluxo ndo estivesse relacionado diretamente a esses sistemas. Uma outra
possibilidade desse resultado seria uma interagdo entre a citrinina ¢ TPP” ou citrinina
e o sitio de ligagdo do TPP" do sistema de efluxo.

Os experimentos da figura 4 mostram que a velocidade respiratéria de
mitocdndrias de batata é inibida por citrinina, porém esta inibi¢do foi menor que em
mitocdndrias de figado chegando a aproximadamente 30% de inibigdo da velocidade
respiratoria com citrinina 1 mM. Estudos estdio em andamento para definir o

mecanismo de a¢@o da citrinina , para promover tal efeito, nestas mitocondrias.
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Para testar a hipotese de que a citrinina estaria causando um aumento
inespecifico da permeabilidade, os experimentos de inchamento mitocondrial foram
realizados. Com o objetivo de excluir os efeitos, ja conhecidos, da citrinina sobre a
cadeia respiratoria, utilizou-se mitocondrias desenergizadas na presenga de FCCP e
auséncia de substrato respiratorio. Desta forma os resultados obtidos mostram uma
acdo da droga somente sobre a permeabilidade da membrana, sendo excluidos os

efeitos sobre o metabolismo mitocondrial.

Apesar do mecanismo e fungdo da transi¢io de permeabilidade ainda
estarem sendo intensamente estudados, as condigdes basicas que a determinam estéo,
hé4 muito, definidas: a transigdo de permeabilidade ¢é induzida por Ca** em conjungéo
com outro agente, chamado agente indutor ou agente liberador de Ca*". O Ca®** deve
estar localizado no interior da matriz, e outros ions divalentes ndo devem
desencadear o fendmeno, havendo portanto especificidade por Ca®* (GUNTER &
PFEIFFER, 1990).

Demonstrou-se nas figuras 5 e 6 que o inchamento mitocondrial, tanto em
figado quanto em batata, foi dependente da associagio de Ca®* e citrinina e que a
micotoxina sozinha ou somente o Ca**, em mitocondrias de figado, ndo foi capaz de
desencadear o fendmeno. Além disso, a presenga de Ba** em substitui¢do ao Ca**
também ndo foi capaz de induzir o inchamento (dados ndo mostrados) reforgando a
tese da exigéncia do Ca** como fon divalente.

A inibig¢do do inchamento em mitocondrias de figado de rato por VR (fig.7)
mostrou que a localizagdo interna do Ca®* é responsavel pela indugdo do fendmeno, e
que a entrada do Ca®" ocorre pelo uniporter eletroforético, mesmo em condigdes
desenergizadas, devido as altas concentragdes de Ca** empregadas. Em mitoc6ndrias
de batata (fig. 8) o VR ndo foi capaz de inibir o fendmeno, muito provavelmente
pelo fato destas mitocondrias ndo possuirem o sistema classico para o influxo de
Ca®. A importancia da localizagdo interna do Ca®* também nestas mitocondrias
vegetais foi confirmada pela adi¢do do iondforo A23187 (fig. 9) que aumentou
consideravelmente a velocidade de inchamento mitocondrial. Esses resultados
indicam que mitocondrias de batata permitem a entrada do Ca*", nas condigdes

experimentais utilizadas, porém de maneira ainda ndo identificada.
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Os nucleotideos de adenina e o ion Mg®* sdo considerados agentes protetores
da transi¢do de permeabilidade. Alguns autores sugerem que o Mg®"  inibe
competitivamente a ligagdo do Ca®" a sitios internos impedindo a “formagdo do poro”
(SZABO et al. 1992). Observa-se que realmente ha uma inibigdo do fendmeno de
inchamento pela utilizagdo de ATP e Mg?" (fig. 10 ), ADP e Mg®* e somente Mg”"
(dados ndo mostrados) sendo este mais um indicativo que a citrinina possa estar
agindo como indutor de transi¢ido de permeabilidade, em ambos os tipos de
mitocondrias.

Muitos estudos tem sido realizados no sentido de definir o0 mecanismo pelo
qual ocorre a transigdo de permeabilidade. Entre as tendéncias cientificas atuais
foram escolhidos alguns experimentos, visando encontrar um possivel caminho para
explicar como a citrinina desenvolve sua agéo.

O aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial interna como uma
consequéncia da formagdo de agregados proteicos, proposta por FAGIAN et al. 1990,
foi verificada indiretamente pela utilizagdo de ditiotreitol. Em mitocondrias hepaticas
o DTT néo inibiu o inchamento mitocondrial induzido por Ca*" e citrinina, somente
aquele induzido por Ca®* e diamida, sugerindo que nas condigbes experimentais
empregadas a agdo da citrinina ndo resulta da oxidagdo de grupos SH de proteinas e
consequente formagio de agregados proteicos. O mecanismo pelo qual Ca** e
prooxidantes, como a diamida, interagem para desenvolver o fendmeno ainda ndo esta
esclarecido. Ha indicagdo que seja mediado pelo ataque de ROS (geradas pela
mitocondria) a grupamentos SH de proteinas, formando agregados de alto peso
molecular via ligagdo cruzada S-S (FAGIAN et al. 1990; VALLE et al. 1993;
BERNARDES et al. 1994). Esta agdo sinergistica entre Ca®* e prooxidante foi
também sugerida como uma consequéncia de um aumento da produgido de ROS pela
mitocondria devido a presenga de Ca®* e um aumento da concentragio de ROS na
matriz pela deplegdo de equivalentes redutores, tais como GSH e NAD(P)H,
favorecida pela presenga do prooxidante (VERCESI et al. 1994).

O fato do DTT inibir o inchamento mitocondrial induzido por Ca** e citrinina
em mitocondrias de batata indica a necessidade de um estudo mais aprofundado para

explicar tal fenomeno.
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A agdo da citrinina sobre as enzimas mitocondriais de prote¢do do estresse
oxidativo, bem como sua capacidade de gerar ROS, ja estio sendo estudadas neste
laboratdrio. Estes resultados juntamente com outros capazes de esclarecer a
formagdo ou ndo de agregados proteicos, que podem ser obtidos através da
realizagdo de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS, nas
condigdes  idealizadas por FAGIAN et al. 1990, podem auxiliar muito na
compreensdo do fendmeno, tanto em mitocondrias hepaticas quanto em mitocondrias
de tubérculo de batata.

Estudos recentes indicam que o mecanismo de transi¢do de permeabilidade
pode envolver a formagdo de um poro ou megacanal sensivel a ciclosporina A. A
protegdo conferida pela CsA ao inchamento mitocondrial somente em mitocondrias
de figado de rato energizadas (fig.13) sugere que este efeito protetor s6 € possivel na
presenga de alto potencial de membrana como mostrado por varios autores. Alguns
autores sugerem a existéncia de um sensor de voltagem, sensivel a variagdo de
potencial de membrana, o que explicaria a ndo inibi¢do pela CsA em mitocondrias
desenergizadas (PETRONILLI et al. 1993 b). Estes ultimos resultados fortemente
sugerem a formagdo de poro ou megacanal induzido pela citrinina.

Apesar de evidente a capacidade da citrinina, na presenga de Ca®*, causar
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial interna , muito ainda deve ser

pesquisado para definir seu mecanismo de agdo.
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5. CONCLUSOES
Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

1. Ha permeabilizagdo da membrana mitocondrial interna de figado de rato e de

tubérculo de batata, na presenga de Ca*’ e citrinina;

2. E essencial a presenga de Ca®* na matriz mitocondrial para que ocorra a

permeabilizagio;

3. A permeabilizagio provocada por Ca>" e citrinina causa efluxo de Ca** em
mitocOndrias de figado de rato e inchamento mitocondrial em ambos os tipos de

mitocondrias;

4. O inchamento mitocondrial ¢ prevenido por nucleotideos de adenina e Mg*". A

ciclosporina A evita o inchamento somente em mitocondrias energizadas.
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