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RESUMO

INTRODUGAO E OBJETIVOS — A artrite reumatdide (AR) é uma doenca inflamatori
autoimune dos tecidos sinoviais de etiologia desecida. Embora as juntas sejam os
alvos principais da resposta imune patolégica, aafd®a muitos outros 6rgaos e cerca
de dois tergcos dos pacientes humanos experimentaancandi¢cdo de perda muscular
conhecida como caquexia reumatoide. A artrite Zichupor adjuvante € um modelo
experimental de poliartrite que apresenta muitas aacteristicas clinicas da AR.
ModificacBes nas propriedades de sistemas de maasisoladas, organelas ou 6rgdos
intactos, incluindo o figado, tém sido demonstragl@sratos com artrite induzida por
adjuvante. Foi verificado que embora a artrite aftere a transducdo de energia
mitocondrial, as mitocondrias apresentam uma ns&iosibilidade aos efeitos induzidos
pelo C&", tais como o desacoplamento da fosforilacdo oxida¢ o inchamento
osmotico. E conhecido que as mitocondrias desenapenfungdes importantes em
varias situacdes fisio- e patolégicas, particisamé homeostase do acelular,
incluindo as respostas hepaticas aos agonistdrenérgicos e em eventos celulares
ligados a abertura do poro de transicao de periigsade, tal como na apoptose celular.
Levando em conta estas consideracoes, este tratesmhdois objetivos principais: (a)
verificar em mitocondrias isoladas se as resp@dtasdas ao Gaestdo relacionadas a
uma disfuncéo da transicdo da permeabilidade mmthéal (TPM) e (b) examinar se a
resposta gliconeogénica a um agonista célcio-demeadcsta modificada em figados de

ratos artriticos.

METODOS — Ratos machos da linhagem Holtzman, pesando ent®e20d g e
alimentados com uma dieta padrao de laboratérianfoutilizados. A artrite foi
induzida por uma injecao intradérmica de 10@a suspensdo do adjuvante completo
de Freund N1. tuberculosisinativadas pelo calor) suspensa em 6leo minenaina
concentracéo de 0,5% (p/v) na pata posterior edqgués animais que apresentaram as
lesBes caracteristicas da artrite, apos 14 ou 4% di injecdo do adjuvante, foram
selecionados para os experimentos.

As mitocondrias hepaticas foram isoladas por degtizdo diferencial. O
consumo de oxigénio das mitocondrias isoladas @ido através de um eletrodo tipo



Clark e o inchamento osmoético mitocondrial induzipela formagdo do poro de
transicdo de permeabilidade foi monitorado espttmetricamente. A captacéo
eletroforética mitocondrial dé°C&* foi avaliada pela técnica de centrifugacéo,
medindo 0 “°C&* remanescente no sobrenadante. Todos esses pasinfa@am
avaliados na auséncia ou na presenca déeCeiclosporina A (CsA), um inibidor do
poro de transicao de permeabilidade mitocondriaP(P

Os figados de animais mantidos em jejum préviodbed2as foram perfundidos
no modo n&o-recirculante. O liquido de perfusdo doitampdo Krebs/Henseleit-
bicarbonato (pH 7,4) saturado com uma mistura dee @Q (95:5) através de um
oxigenador de membrana e simultaneamente aquecid®”@. Os substratos
gliconeogénicos L-alanina (2,5 mM), piruvato (1,MjnL-lactato (2,0 mM) e sorbitol
(2,5 mM) foram dissolvidos no fluido de perfusdonéradrenalina foi dissolvida em
uma solucao de acido ascoérbico 1,0 mM e depoiseidiee ao fluido de perfusdo a uma
concentracdo final de 1,0 uM. Os seguintes compofitam medidos através de
procedimentos enzimaticos padronizados: glicodactato e piruvato. A concentracao
de oxigénio no perfusado efluente foi monitorada polarografia, através de um
eletrodo de platina combinado com um eletrodo de&firioreto.

RESULTADOS — 1) As mitocdndrias de ratos normais sofreram ingchaemotico
significativo somente apés adicdo de'@d pM. Em mitocdndrias de ratos artriticos,
por outro lado, o inchaco osmético ocorreu mesnima baixa concentracdo de*Ca
(1,0 uM). A adicéo prévia de ciclosporina A, EGTA eermelho de ruténio preveniu o
inchaco induzido por Gaem mitocondrias de ratos normais ou artriticos.

2) A adicdo de CA 1,0 uM em mitocondrias de ratos normais estimulou o
estado IV da respiragdo e causou um decréscimaapa@ coeficiente de controle
respiratério (RC) e na razdo ADP/O. Em mitocnddagatos artriticos foi observada
uma maior estimulacdo do estado IV da respiracdma& completa perda do controle
respiratério. Estes efeitos foram totalmente suplosipela adicdo prévia de CsA.

3) As mitocdndrias de ratos artriticos exibiram decréscimo significativo na
captacdo d&°C&"*. O conteido méximo de Eana presenca de succinato ou de ATP
como substratos energizadores foram reduzidos eB¥88 22%, respectivamente, em

comparagcdo com os valores correspondentes encositexd mitocondrias de ratos



normais. Na presenca de CsA, as mitocondrias farapazes de captar e acumular
quantidades maiores &ica".

4) Em figados perfundidos de animais normaispedrenalina estimulou a
gliconeogénese a partir de todos os substratoenglagénicos testados. Em termos
relativos, o estimulo foi mais pronunciado quandoaanina foi o substrato (+44%),
seguido pelo L-lactato (+37%) e o sorbitol (+36%pm piruvato como substrato o
estimulo foi menos pronunciado (+4%).

5) Em figados de ratos artriticos, as velocidadepducdo de glicose na
auséncia da noradrenalina foram menores com Lredamipiruvato como substratos,
mas com L-lactato e sorbitol ndo foram encontraifasencas quando comparadas com
a condicdo normal. A noradrenalina estimulou aogeogénese quando os substratos
foram o L-lactato (+41%) e o sorbitol (+57%), maninuma estimulagéo significativa
foi observada quando os substratos foram a L-ada@im piruvato.

7) As variagbes no consumo de oxigénio que ocomrespds a infusdo de
noradrenalina na presenca de varios substratos f@m termos gerais, de estimulacdo
tanto em figados de ratos normais como de ratoiars. Entretanto, ndo houve
alguma correlacdo com a gliconeogénese. Quandobstrato foi o piruvato, por
exemplo, o incremento relativo no consumo de ox@ém igual a 80% e 77% em
figados de ratos normais e artriticos, respectiméenenas a producdo de glicose foi
estimulada somente em 4% na condi¢cdo normal e nemkstimulacdo significativa foi
encontrada na condic&o artritica.

8) Foram encontradas diferencas na producéoldetato e/ou piruvato entre os
figados de ratos normais e artriticos na auséreinodadrenalina. A producédo de L-
lactato e piruvato a partir de L-alanina foi menarcondicao artritica, mas a producao
de L-lactato a partir de sorbitol e de piruvato feaior quando comparada com a
condi¢do normal.

9) Os efeitos da noradrenalina sobre a producad-detato e/ou piruvato
dependeram do substrato. Em termos qualitativefeistos foram similares em figados
de ratos normais e artriticos, mas diferencas gaawas e cinéticas foram observadas.
A producéo de L-lactato e piruvato a partir de gollfoi transitoriamente estimulada

pela noradrenalina, mas foi encontrada inibigdndoa substrato foi a L-alanina. A



noradrenalina inibiu a producdo de piruvato a pat L-lactato e L-alanina como

substratos em figados de ratos normais e artriticos

DISCUSSAO E CONCLUSOES — O presente trabalho forneceu evidéncias de que a
transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) évento priméario na reducdo da
captacdo eletroforética de Tae no inchamento osmético e desacoplamento
mitocondrial induzidos pelo &aem mitocondrias de ratos artriticos, porque estas
modificacdes foram completamente prevenidas petbsporina A, um conhecido
inibidor do poro de transicdo de permeabilidadeP)PTA observacdo de que em
mitocondrias de ratos artriticos os efeitos indogicpelo C& ocorreram a uma
concentragdo menor (1,0 uM) do que na condicdo alandica que a artrite aumenta a
sensibilidade do poro de transicdo de permeabd#idanl C4". Esta alta sensibilidade
poderia favorecer as a¢fes de mediadores e angigpr® induzem a apoptose nas
células sinoviais, contribuindo para a patogénasarilite.

E pouco provavel, entretanto, que este fendmerie afacdo de horménios que
mobilizam C&', porque o efeito estimulatério da noradrenalinars@ gliconeogénese
a partir de L-Lactato e sorbitol, que é*Gdependente, ndo foi alterado em figados de
animais artriticos. O estimulo da gliconeogénesearir de L-alanina e piruvato,
entretanto, foi suprimido na condi¢do artriticataBsdiferentes respostas do rato
artritico estdo provavelmente relacionadas: a)paadade gliconeogénica prejudicada
dos figados quando a L-alanina e o piruvato, masané-lactato e o sorbitol sdo os
precursores gliconeogénicos; b) necessidades @spsalos diferentes substratos para
produzir glicose e c) diversidade nos mecanismosesténulo da gliconeogénese
induzida pela noradrenalina a partir dos substragspecificos. O estimulo
gliconeogénico da noradrenalina a partir de sulostr@duzidos tais como o L-lactato e
o sorbitol tem sido atribuido a um aumento na feaéacia de equivalentes de reducéo
para a mitocondria. A ativacdo Calependente da fosfoenolpiruvato-carboxicinase e
da a-cetoglutarato-desidrogenase com consequente anmanatividade da piruvato-
carboxilase sado outros mecanismos propostos. Estegnismos nao foram alterados na
artrite induzida por adjuvante ja que o estimulglittoneogénese a partir de L-lactato e
de sorbitol foi preservado. Foi sugerido, por outemlo, que a regulacdo da
gliconeogénese com piruvato como substrato ocome w@m sitio entre a

fosfoenolpiruvato e a glicose. Assim, a explicag@as provavel para a supressao do



estimulo da gliconeogénese quando o piruvato elkanhina foram os substratos é a de
gue uma inibicdo em uma etapa que precede a sidefkrsfoenolpiruvato e que ndo
esta envolvida na gliconeogénese a partir de lafadenha limitado os mecanismos
regulatérios induzidos pela noradrenalina. Estpaetaoderia ser a transferéncia de
equivalentes de reducdo da mitocondria para o atites para a L-alanina como

substrato, também a reag&o da alanina-aminotrassfer



ABSTRACT

INTRODUCTION AND AIMS — Rheumatoid arthritis (RA) is a synovial infammato
autoimmune disease of unknown etiology. Although jtints are the main targets of
the pathologic immune response, RA affects manrotirgans and two-thirds of
human patients experience a muscle wasting condim@wn as rheumatoid cachexia.
Adjuvant-induced arthritis is an experimental modélpolyarthritis, which presents
many of the clinical characteristics of RA. Modé#tons in the properties of isolated
membrane systems, organelles and intact organsyding the liver, have been
demonstrated in adjuvant-induced arthritic ratsvdls demonstrated that although the
mitochondrial energy transduction is not alterdae tmitochondria present greater
sensitivity to C&" addition, including the uncoupling of oxidativeqsphorylation and a
faster rate of osmotic swelling. It is known thattauhondria play a role in various
physio- and pathologic conditions through theirtipgration in the intracellular Ga
homeostasis, including the liver responsesatadrenergic agonists and in cellular
events linked to permeability transition pore (PBBgning, such as cellular apoptosis.
Taken these considerations in account, this woskt\va main purposes: (a) to verify in
isolated mitochondria if the altered responses &' @re due to a mitochondrial
permeability transition disfunction and (b) to exaenif the gluconeogenic responses to

a C&"-dependent agonist are modified in livers from adju-induced arthritic rats.

METHODS — Male Holtzman rats, weighing 170-200 g, fed witetandard laboratory
diet were utilized. Adjuvant arthritis was indudey an intradermal injection of 10d

of a suspension of Freund’s adjuvant (heat inaite/®. tuberculosiy suspended in
mineral oil at a concentration of 0.5% (w/v) inteetleft hind paw. Animals presenting
the characteristic lesions at 14 or 15 days affteradjuvant injection were selected for
the experiments.

Hepatic mitochondria were isolated by different@ntrifugation. Oxygen
uptake of isolated mitochondria was measured usin@lark-type electrode and
mitochondrial osmotic swelling induced by the fotioa of permeability transition pore
(PTP) was recorded spectrophotometricaly. The mlphoretic mitochondriaf°Ca*
uptake was evaluated by a centrifugation technigeasuring the remainédCa" in
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the supernatant. All these parameters were evaluathe absence or in the presence of
C&" and cyclosporin A (CsA), an inhibitor of the milmmdrial permeability transition
pore (PTP).

The livers from 24-hours fasted rats were perfusedhe non-recirculating
system. The perfusion fluid was Krebs/Henseleigthonate buffer (pH 7.4) saturated
with a mixture of @ and CQ (95:5) by means of a membrane oxygenator and
simultaneously heated to ¥7. The gluconeogenic substrates L-alanine (2.5 mM),
pyruvate (1.0 mM), L-lactate (2.0 mM) and sorbi{@l5 mM) were dissolved in the
perfusion fluid. Norepinephrine was dissolved id.8 pM ascorbic acid solution and
then added to perfusion fluid at a final concemdgratof 1.0 uM. The following
compounds were assayed in the effluent perfusiod By means of standard enzymatic
procedures: glucose, L-lactate and pyruvate. Thggex concentration in the
outflowing perfusate was monitored continuouslyptaying a teflon-shielded platinum
electrode.

RESULTS — 1) Mitochondria from normal rats suffered signifitaosmotic swelling
only after addition of 20 pM G4 In mitochondria from arthritic rats, on the other
hand, osmotic swelling occurred even at a low*Gmncentration (1.0 uM). The
previous addition of cyclosporin A, EGTA or ruthemi red prevented Gainduced
swelling in mitochondria from both normal and atibrrats.

2) The 1.0uM C&* addition in mitochondria from normal rats stimefétthe
state IV respiration and caused a partial decreasige respiratory control coefficient
(RC) and ADP/O ratio. In mitochondria from arthritiats a higher stimulation of state
IV respiration and a complete abolishment of thepmatory control were found. These
effects of C&" were also totally suppressed by previous addafoBsA.

3) Mitochondria from arthritic rats exhibited agsificant decrease in €a
uptake. The maximal Gacontent in the presence of succinate or ATP wa’%3nd
22% reduced, respectively, in comparison with tleerespondent values found in
mitochondria from normal rats. In the presenc€sf mitochondria were able to take
up and to accumulate higher amounts of'Ca

4) In perfused livers from normal rats, norepm@pe increased
gluconeogenesis with all gluconeogenic substratssayed. In relative terms,
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stimulation was more pronounced when L-alanine thassubstrate (+44%), followed
by L-lactate (+37%) and sorbitol (+36%). With pyate, the stimulus was less
pronounced (+4%).

5) In livers from arthritic rats, the rates of ghse production in the absence of
norepinephrine were lower with L-alanine and pytaevas the substrates, but with L-
lactate and sorbitol no differences were found wbempared to the normal condition.
Norepinephrine increased gluconeogenesis whenubstrates were L-lactate (+41%)
and sorbitol (+57%), but no significant stimulatiaras observed when the substrates
were L-alanine and pyruvate.

7) The changes in oxygen consumption which occuugoh the infusion of
norepinephrine in the presence of various substratere in general terms of
stimulation in both livers from normal and artlrittats. However, there was not a
correlation with the effects on gluconeogenesiselvthe substrate was pyruvate, for
example, the relative increment in oxygen consuomptvas equal to 80% and 77% in
livers from normal and arthritic rats, respectivddyt glucose production was only 4%
stimulated in the normal condition and no signifitatimulation was found in the
arthritic condition.

8) Differences in the lactate and/or piruvatedpiciion were found between the
livers from normal and arthritic rats in the absermf norepinephrine. L-lactate and
pyruvate productions from L-alanine were lowerhe farthritic condition, but L-lactate
production from sorbitol and pyruvate productioonfr L-lactate were higher when
compared to the values found in livers from norrats.

9) The effects of norepinephrine on L-lactate anddgruvate production
depended on the substrate. In qualitative termsetfeets were similar in livers from
normal and arthritic rats, but quantitative andekics differences were found. L-lactate
production from pyruvate and sorbitol was trangyestimulated by norepinephrine, but
inhibition was found when L-alanine was the sultetrdNorepinephrine inhibited
pyruvate production from L-lactate and L-alanine sabstrates in both normal and
arthritic rats.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS — The present work provides evidence that the
mitochondrial permeability transition (MPT) is tipgimary event in the reduction of
the electrophoretic Ga uptake and in the Gainduced osmotic swelling and
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uncoupling of oxidative phosphorylation in mitoclkioia from arthritic rats, because
these changes were completely prevented by cydliospo a well known inhibitor of
mitochondrial PTP. The observation that in mitoakra from arthritic rats the effects
of C&" occurred at a lower Gaconcentration (1.0 uM) than in the normal conditio
indicates that the arthritis disease increasesehesitivity of the MPT pore to &a This
higher sensitivity may favor the actions of mediat@nd antigens which trigger
apoptosis in the synovium cells, contributing te fathogenesis of the arthritis disease.

Its is unlikely, however, that this phenomenon uefices the actions of €a
mobilizing hormones, because the stimulatory effeat norepinephrine on
gluconeogenesis from L-Lactate and sorbitol, whigtknown to be Ca-dependent,
was not altered in livers from arthritic rats. T$tenulation of gluconeogenesis from L-
alanine and pyruvate, however, was suppressed anatthritic condition. These
different responses in arthritic rats are probablgted to: a) an impaired gluconeogenic
capacity of livers with L-alanine and pyruvate, bot with L-lactate and sorbitol as the
gluconeogenic precursors; b) specific requirementdifferent substrates to produce
glucose and c) diversity in the mechanisms of nasgghrine-induced gluconeogenesis
stimulation from specific substrates. The stimwfigluconeogenesis by norepinephrine
from reduced substrate such as L-lactate and sbHas been attributed to an increased
rate of transfer of reducing equivalent to the ofitndria. A C&™-induced stimulation
of phosphoenolpyruvate-carboxiquinase andoeketoglutarate-dehydrogenase with
consequent increase in the activity of pyruvatdorylase are other proposed
mechanisms. These mechanisms seem not to be ndbdlifighe arthritis disease,
because the gliconeogenesis stimulation from Latacand sorbitol was preserved. It
was suggested, on the other hand, that regulafi@uooneogenesis stimulation with
pyruvate as the substrate occurs at a site betwhephoenolpyruvate and glucose.
Therefore, a more likely explanation for the sugpien of gluconeogenesis stimulation
when pyruvate and L-alanine were the substratgtsan inhibition in a step preceding
phosphoenolpyruvate synthesis and not involvedhéngluconeogenesis from L-lactate
caused a limitation in the norepinephrine-inducedutatory mechanisms. This step
could be the transfer of reducing equivalents froitochondria to the cytosol and, for
L-alanine as the substrate, also the reactioneollainine-aminotransferase.
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ABSTRACT

The involvement of the mitochondrial permeabilisartsition pore in the
responses of mitochondria from adjuvant-inducediritict rats to C& addition was
investigated. The respiratory activity, the “Gmduced osmotic swelling and the
electrophoretic®Ca* uptake were evaluated in the absence and in tesepce of
cyclosporin A (CsA), a well known inhibitor of thenitochondrial permeability
transition pore (PTP). The €anduced mitochondrial permeability transition (MPT
process occurred in mitochondria from arthritisraven in the presence of a low’Ca
concentration. Whereas in the normal condition, @&"-induced uncoupling of
oxidative phosphorylation and osmotic swelling weleserved in the presence of 10
1M or 20 pM C&' concentration, in the arthritic condition, thesergs occurred at 1.0
KM concentration. In addition, mitochondria fronmhaitic rats presented an impaired
ability to accumulate™C&*. All these effects were completely prevented bg th
administration of cyclosporin A. The results of fresent study suggest that the higher
sensitivity of mitochondria from arthritic rats t6&*-induced MPT may be an

important factor in the pathogenesis of the afthdisease.

Keywords: mitochondria, mitochondrial permeability transiti@alcium, arthritis,

Abbreviations: CsA, cyclosporin A; PMSF, phenylmethyl-sulfonylfiige; MPT,

mitochondrial permeability transition; PTP, mitocdloial permeability transition pore;

RR, ruthenium red.

Short title: Arthritis and mitochondrial calcium-dependent peatvitity properties
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a synovial inflammatautoimmune disease of
unknown etiology. Although the joint is the mairrget of the pathologic immune
response, RA affects many other organs and twdghaf human patients experience a
muscle wasting condition known as rheumatoid caiefiex

Adjuvant-induced arthritis is an experimental modg€lpolyarthritis, which is
widely used for evaluation of anti-inflammatory aadti-rheumatic drugs, because it
presents many of the clinical characteristics of 'R has been shown that adjuvant
arthritis induces modifications in the phospholipmhd fatty acid membrane
composition as well as in the fluidity of microsmnemitochondria and plasma
membraned?° The reported changes in membrane-bound enzymstiastj including
microsomal drug metabolizing enzyMésand glucose-6 phosphatase actfvihave
been attributed to modification of the membraneppriges. Changes in mitochondria
from arthritic rats have also been demonstratedritBand Whitehouseverified that
they present greater sensitivity to the uncouplawgion of C&", as indicated by
stimulation of succinate oxidation, a decreasetitalido accumulate Ca and a faster
rate of C4™-induced osmotic swelling. In a previous work wevénalso found an
impaired capacity of energy-dependent swelling andincreased sensitivity to the
uncoupling action of the anti-inflammatory drug esalide®'° All these changes seem
not to be consequences of an impairment of theoprobtrice force generator, because
we have not found differences in the NADH oxidasd ATPase activities nor in the
ADP/O ratios and in the respiratory control ratids.

It has been accepted that, apart from their esdduatiction in energy-generation

within the cells, mitochondria are involved in mapkysiological and pathological
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processes, through the regulation of an inner mangbrchannel, the permeability
transition pore (PTP). PTP is responsible for thiachondrial permeability transition
(MPT) when mitochondria become nonspecifically peaivle to ions and solutes of
sizes< 1500 Da:'*?

It is likely that many of the previously reportellegations of the mitochondria
from arthritic rats, particularly the responses Gat* additiorl are related to the
mitochondrial permeability transition. Thus, thisnk was planned in order to test this
possibility. The effects of calcium in inducing ermeability transition and uncoupling
of oxidative phosphorylation as well as the elguitiaretic**Ca* uptake were evaluated
in the absence and in the presence of cyclospori@s®), a well known inhibitor of

PTPE

MATERIALS AND METHODS
Materials
ADP, ATP, succinate and ruthenium red were puragh&sen Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA)*CaC}k was purchased from NEN Life Science Products
(Boston, MA, USA). Cyclosporin A (CsA) was providéy Dr. Willian S. Taguchi

(Maringa, Brazil). All the other reagents werelod test available grade.

Animals and induction of arthritis

Male Holtzman rats, weighing 170-200 g, were &Hlibitum with a standard
laboratory diet (Nuvilab, Sdo Paulo, Brazil). Adam arthritis was induced by an
intradermal injection of 10@l of a suspension of Freund’s adjuvant (heat inattid

M. tuberculosi¥y suspended in mineral oil at a concentration 6% (w/v) into the left
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hind paw. Animals showing the characteristic lesi@t 14 or 15 days of adjuvant
injection were selected for the experimetitall experiments were done in accordance

with the world-wide accepted ethical guidelinesdarmal experimentation.

Preparation of mitochondria

The livers were homogenized in a specific extracteedium, using a loose-fitting
Dounce homogenizé?.The homogenate was fractionated by sequentiatifiegstions
at 536 x g and 7080x g, for 10 min. After two wash cycles by suspensiom a
centrifugation at 639% g, the final mitochondrial pellet was suspended isnaall
volume of medium to give a protein concentratiory®80 mg/ml. All operations were
performed at 0-4C. For the measurement of oxygen &r@a’* uptake, the extraction
medium contained: 0.2 M mannitol, 0.075 M sucrds®, mM Tris-HCI (pH 7.4), 0.2
mM EGTA, 0.1 mM PMSF and 50 mg% fatty acid-free inevserum albumin (w/v).
The final mitochondrial pellet was washed and sodpd in the same medium, without
EGTA. For swelling measurements, the extraction iomadwas composed of 0.25 M
sucrose, 0.01 M Hepes buffer (pH 7.4) and 0.1 iEP. The same medium was used

for suspending the final mitochondrial pellet.

Protein determination

The protein content of mitochondria was determiaecbrding to Lownyet al'®

using bovine serum albumin as standard.

Determination of mitochondrial oxygen consumptio®DP/O ratio and respiratory

control ratio (RC)
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Oxygen uptake was measured at 37 °C using a Glpekélectrode positioned in
a closed plexi-glass chamber. The reaction medomianed 0.25 M mannitol, 10 mM
KCI, 5 mM potassium phosphate, 10 mM Tris-HCI (pHA)7and 50 mg% fatty acid-free
bovine serum albumin (w/v). Mitochondria were ad@dgdsarying amounts of protein
concentrations (0.75 — 1.hg/ml). When required, the following compounds were
added to the incubation medium either alone orsspeiation: 0.2 mM EGTA; Cagl
(2.0, 10 or 2QuM) and 1.0uM cyclosporin A. The reaction was initiated by #mdition
of 10 mM succinate. After nearly five min, ADP-stitated respiration (state Il
respiration) was measured by addition of 0.25 um@®P. The ADP/O ratio was
calculated according to Chance and Willidth$he respiratory control ratio (RC) was
determined as the rate of active respiration (dtatespiration) divided by the rate of

respiration after ADP exhaustion (state IV resjporat

Mitochondrial swelling

The formation of the mitochondrial permeabilityarisition pore (PTP) was
assayed essentially as described by Bertémdlitochondria (0.2 - 0.4ng/ml) were
suspended in a medium containing 0.125 M sucra®650M KCI, 2uM rotenone, 0.1
mM potassium phosphate and 0.01 M Hepes bufferq{@hin a final volume of 2.0
ml, at 25 °C. After a 3 min equilibration periotietfollowing substances were added
alone or in different combinations: Ca@1.0 or 20uM); 5 uM ruthenium red; 1.QuM
cyclosporin A and 0.2 mM EGTA. Mitochondria wereeegized by the addition of 5
mM succinate. The mitochondrial swelling was reedrdpectrophotometrically as the

decrease in extinction at 540 nm.



19

Mitochondrial calcium transport

The electrophoretic mitochondridfC&* uptake was measured at 37 °C in the
presence of 1.0 mM succindter 5.0 mM ATP? The incubation medium contained
0.125 M sucrose, 0.065 M KCI, 5 mM Mg{D.2 mM potassium phosphate, 3.0 mM
Hepes buffer (pH 7.2) 2u2M rotenone, 20uM CaChb and 0.015uCi/ml **CaCb.
Mitochondria (0.15 - 0.25 mg/ml) were incubatedfimal volumes of 1-2 ml. After 3
min, mitochondria were energized by the additiod.6f mM succinate or 5.0 mM ATP,
in the absence or in the presence of 1.0 pM cyolirspA. Uptake of*Ca* was
measured by centrifugation technique. The reactas stopped at appropriate time
intervals by v/v dilution of 20Qul aliquots in a cold medium containing 0.125 M
sucrose, 0.065 M KCI, 0.2 mM potassium phosphate @ Hepes buffer (pH 7.2) 2
uM rotenone and 1.0 mM LaglThe samples were quickly centrifuged for 5 min at
13400 x g and 100 ul aliquots were counted fof°C&* by liquid scintillation
spectrometry (Packard Tri-Carb 2100TR scintillatmwunter). The BCS (Amersham
Bioscience) scintillation solution was use®fCa'-uptake was calculated as the
difference between th8C&* existing in the supernatant just before succimaiition
and that after the addition of succinate. With flrigcedure, either the passive fluxes of
calcium or the unspecific binding of calcium to thetochondrial membrane were

discounted.

Analysis of the data

The data in Figures and Tables were expressed as-tretandard error (SEM).

The statistical significance of the differenceswssn parameters among the four
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experimental series in the €aiptake experiments was evaluated by means of tao-w
analysis of variance. Significant differences amaregpns were identified by Newman-
Keuls testing. The respiratory and the swellingapaeters were evaluated by means of
Student's t-test. The results are given in thedsxprobability valuesP). P < 0.05 was
adopted as a criterion of significance. Statistaralysis was performed by means of

the Statistic&' or GraphPAD Software programs.

RESULTS

Mitochondrial swelling induced by the mitochondrigbermeability transition pore

(PTP) opening in mitochondria from normal and artltic rats

Fig. 1 illustrates typical experiments of swellingduced by C& in
mitochondria from normal and arthritic rats. The amevalues calculated from the
curves, i.e., the maximal amplitude of swellindatminutes and the lag phase time are
also indicated. Although similar mitochondrial i contents were used in the
assays: 0.4480.08 mg/ml (n = 6) for normal condition and 0:40.03 (n=6) for arthritic
condition, the initial absorbance of the suspersiovas lower with mitochondria
isolated from arthritic rats in comparison with owhondria from normal rats. The
initial absorbance varied from 0.4 to 0.65 and frOm to 1.43 in the arthritic and
normal conditions, respectively. When 1M C&* was added to mitochondria from
normal rats, no significant swelling was obsernvadniearly 13 min (Fig. 1A). After this
time a slow and progressive swelling occurred. VeithpM C&' the lag phase was

significantly reduced and the amplitude of swellatgl5 min was higher than that one
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observed with 1.M C&*. In the presence of 1M cyclosporin A, 0.2 mM EGTA or
5.0 uM ruthenium red, a strong prevention of swellingswiaund. The responses of
mitochondria from arthritic rats were significantiyodified (Fig. 1B). Even at a low
Cc&* concentration (1.0 uM), swelling occurred withreder lag phase and with an
amplitude similar to that observed in the presafahigh C&" concentration (20 uM).
The previous addition of 1.AM cyclosporin A, 0.2 mM EGTA or 5.QM ruthenium

red also prevented swelling induced by 20 pM*Ca

Oxygen consumption of liver mitochondria from norrhand arthritic rats and the

influence of calcium and cyclosporin A

Table 1 shows the effects of £and CsA on the oxygen consumption rates
(state IV respiration) and the respiratory paramsetRC and ADP/O ratios of
mitochondria from normal and arthritic rats. In thbsence of C& the state IV
respiration and the RC and ADP/O ratios of mitoaran from arthritic rats did not
differ from those ones of the normal condition. Her, significant modifications were
observed in the presence of?CaNhereas in mitochondria from normal rats, {1l
C&" addition caused a stimulation of nearly 40% irtestd& respiration and partial
decreases in the RC and ADP/O ratios, in mitochanfilom arthritic rats a higher
stimulation of state IV respiration (+170%) and amplete abolishment of the
respiratory control were found. Similar changesnitochondria from normal rats were
observed only with 1@M C&* or 20 puM C&". In mitochondria from arthritic rats,

further stimulation of state IV respiration was oluin the presence of 10 and 20 uM

ca.
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When cyclosporin A was previously added to the loation medium the effects
caused by Ca addition were totally suppressed in mitochondriarf both normal and
arthritic rats and the values of all respiratorygnaeters approached those of the
respective controls in the absence of'Gans. The only exception was the respiratory
control ratios of mitochondria from arthritic ratsthe presence of 20 uM €avhich

were only partially prevented by CsA.

Calcium uptake by rat liver mitochondria from norntaand arthritic rats and the

effects of CsA

Fig. 2 shows the time courses of electrophor®6et* uptake in mitochondria
energized with ATP (panel A) or succinate (panel Bjhe addition of ATP to
mitochondria from normal rats caused a progressivease irf°C&* uptake during the
first 10 min. After this time, th&Ca* content remained at high levels during the rest of
the incubation period (up to 20 min). CsA additmaused a slight modification in the
C&" uptake kinetics. The initial rates were lower Lt min, but after this time G&
uptake increased, achieving a mean steady-st&@58b higher than that one observed
in the absence of CsA. In mitochondria from aribigits, there was a decrease in both
the initial rates of C& uptake and in the steady-state rates, so thahthémum value
of C&* content (at 20 min) was 22 % reduced in compansitin the normal condition.

In the presence of CsA, however, mitochondria flanthritic rats were able to take up
and to accumulate &aat rates comparable to those of mitochondria fremmal rats in
the presence of CsA.

The kinetics of°C&* uptake driven by succinate oxidation differed sabgally

from that one observed with ATP (Fig. 2B). In mhoadria from normal rats, there
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was a rapid increase in teC&" content, with a maximum around 5 min. After this
maximum, the amount ofC&" progressively decreased, reaching negligible lue
after 20 minutes of incubation. This release ofuanglated*C&”* is probably the
consequence of an imbalance between uptake andk efites, the latter being the
dominant process after five minutes of succinatétiah. In our previous work we have
attributed this phenomenon to the opening of a pabitity transition pore, because
CsA addition was able to prevent the’Oalease during the entire incubation titén
the present work, however, CsA did not preventlliptthe release of C& from
mitochondria and modifications in the Captake kinetics were also found. The initial
rates of C& uptake were lower, as was also found with ATP, geedmaximum value
was achieved 5 min later. In spite of this, durihg rest of the incubation period the
mitochondria were able to accumulate higher amooh@&#* when compared with the
values found in the absence of CsA.

Mitochondria from arthritic rats exhibited a sigoint decrease in €auptake
when compared with mitochondria from normal ratse Thaximal C& content which
was reached at 2 min of incubation was only 16.7%he maximum value found in
mitochondria from normal rats. When mitochondriarevpre-incubated with CsA, the
mitochondrial C&" content was substantially increased. The maximu#i Eontent,
which was equal to 15.25 3.11 nmol mg protein at 2 min was increased to 43471
3.11 nmol mg protein. After this time, the Gacontents progressively decreased but

they remained higher than those observed in thenalesof CsA.
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DISCUSSION

The present work provides evidence that the mitodhal permeability
transition (MPT) is the primary event in the retioi of electrophoretic G4 uptake
and in the C#-induced swelling and uncoupling of oxidative pHusgylation in
mitochondria from arthritic rats, because thesengha were completely prevented by
cyclosporin A, a well known inhibitor of mitochoridr PTP

It is accepted that MPT is due to the opening ef ittmner mitochondrial pore
(PTP) under the influence of several factors, iditly high intramitochondrial Ga
levels'®2:#2Most of the intramitochondrial calcium contentrégulated by a voltage-
dependent calcium uniport and a Na-independerit/ii4 transport which catalise,
respectively, the calcium uptake and efflux throtlgtinner mitochondrial membranes.
Consistently, we observed that ruthenium red, &satal inhibitor of the voltage-
dependent calcium uniport system, was able to ptetree C&'- induced swelling in
liver mitochondria from both normal and arthritats.

It is likely that the different lag phase times ebh&d in mitochondrial swelling
induced by C& at low (1.0 uM) and at high (20 uM) concentratiomsthe normal
condition represent the different time period afammitochondrial C& accumulation
which is required to open the CsA-sensitive B¥B.The finding that mitochondria
from arthritic rats suffered Gainduced swelling at a lower &aconcentration (1.0
KM) and with a shorter lag phase indicates thalbAa-sensitive PTP was more likely
to be opened in the arthritic condition even if thikochondria contain a low amount of
Cc&*. This interpretation is supported by the concomtitehanges observed in the
respiratory parameters and in the mitochondriaf* Ggptake. Whereas in normal

conditions, mitochondria were only partially uncded by 1.0 pM C4, complete
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uncoupling of oxidative phosphorylation was obsdrme the arthritic condition. It
seems plausible to suppose that just after thiatioit of C&* accumulation, i.e., in the
presence of low amounts of calcium, the CsA-semsiBTP opened resulting in an
increased influx of ions through the pore, inclugiprotons. Besides uncoupling of
oxidative phosphorylation, the consequent collagfstae membrane potential led to an
impairment of the electrophoretic £auptake. A disturbance in the mitochondrial
protonmotive force generators could also inducdlainshanges in mitochondrial €a
uptake, but this possibility is unlikely because tlespiratory parameters ADP/O and
respiratory coefficient ratios in the absence oftioan ions or in the presence of
calcium plus CsA were not modified in the arthristate (Table 01), confirming a
previous report’

The identification of the changes in the permesbitansition (MPT) properties
could be relevant in attempts to understanding ghthogenesis of arthritis. €a
induced PTP opening has been implicated in sontephysiological processes, mainly
cellular apoptosis and necrodfslt is believed that under certain conditions swsh
ischaemia, hypoxia and oxidative stress the cysmpi@ C&  concentration
progressively increases, triggering ?Cinflux into the mitochondria. Mitochondrial
Cc&" overload promotes PTP opening initiating the campsequence of the events that
can lead cells to necrosis or apoptdsiét is also recognized that oxidative stress
greatly increases the sensitivity of the MPT paseQ&*.*® Oxidants of pyridine
nucleotides, glutathione and dithiols have been afestnated to favor MPT pore
opening® The increased sensitivity of PTP opening to*’Cia arthritis may be

explained in these terms, because it was earligodstrated that hepatocytes isolated
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from arthritic rats present reduced levels of slduhiol compounds and increased lipid
peroxidation®

Modifications in membrane lipid composition and pecies have been
demonstrated in organelles other than mitochondnd also in different tissues of
arthritic animals, including liver microsomal anddnt mitochondrial and sarcolemmal
fractions™ So, it is likely that modifications in the &alependent membrane
permeability observed here in liver mitochondria also present in mitochondria from
other cell types in the arthritic animals.

There is increasing evidence to indicate that amptof the cartilage and cells
of the synovial fluid is associated with the depatent of RA in human&:?"28%|t
seems plausible, therefore, to suggest from oweptework that the higher sensitivity
of mitochondria in the arthritic condition to €anduced MPT may favor the actions of
mediators and antigens which trigger apoptosishhé gynovium cells, contributing to
the pathogenesis of the arthritis disease. In ageaé with this suggestion it was
demonstrated that fibroblast-like synoviocytes frpatients with rheumatoid arthritis
are more sensitive to apoptin-induced apoptosis filbmoblast-like synoviocytes from

normal patient§’

ACKNOWLEDGEMENTS

This work was supported by grants from Conselhoidied de Pesquisa Cientifica e
Tecnoldgica (CNPq) and Programa de Nucleos de Emcil (PRONEX) / Fundacao

Araucéria.



27

REFERENCES

1. Walsmith J, Roubenoff R. Cachexia in rheumasoitiritis. Int J Cardiol 1002;85:
89-99.

2. Rosenthale ME. A comparative study of the Leasmsl Sprague Dawley rat in
adjuvant arthritisArch Intern Pharmacodynamit970;188 12-22.

3. Ishizuki S, Fujihira E. Peroxidative status eblate hepatocytes from adjuvant
arthritics ratsRes Commun Chem Pathol Pharmat@®84;44: 431-443.

4. Buchar E, Janku I. The effect of adjuvant-indliegthritis on rat liver microsomal
phospholipid metabolisnMethod Find Exp Clin Pharmacdlo85;7: 468-472.

5. Nemez G, Bor P, Lepran |, Koltai M, SzekereslR86) Membrane phospholipids
and fatty acid changes in the mitochondrial anccddammal fractions in adjuvant
arthritic rats.J Mol Cell Cardiol1986;18: 739-747.

6. Morton DM, Chatfield DH. The effects of adjuvamduced arthritis on the liver
metabolism of drugs in ratBiochem Pharmacd970;19: 473-481.

7. Barrit GJ, Whitehouse MW. Pathobiodynamics ¢ffeaf extrahepatic inflammation
on calcium transport and drug metabolism by rarlimitochondria in vitro.Biochem
Medicinel977;17: 99-115.

8. Kelmer Bracht AM, Barbosa dos Santos CP, Iskgirhoto EL, Broetto-Biazon AC,
Bracht A. Kinetics properties of the glucose 6-giiease of the liver from arthritic
rats.Biochim Biophys Act2003;1638 50-56.

9. Caparroz-Assef SM, Bersani-Amado CA, Nascimé&g Bracht A, Kelmer-Bracht
AM, Ishii-lwamoto EL. Effects of the nonsteroidattainflammatory drug nimesulide



28

on energy metabolism in liver from adjuvant indueethritic rats Res Commun Chem
Pathol Pharmacol1998;99: 93-116.

10. Caparroz-Assef SM, Salgueiro-Pagadigorria CersBni-Amado CA, Bracht A,
Kelmer-Bracht AM, Ishii-lwamoto EL. The uncoupliredfect of the nonsteroidal anti-
inflamatory drug nimesulide in liver mitochondfram adjuvant-induced arthritic rats.
Cell Biochem Func2001;19: 117-124.

11. Petrolini V, Nicole A, Contantini P, Colonna Bernardi P. Regulation of the
permeability transition pore, a voltage-dependenibechondrial channel inhibited by
cyclosporin ABiochim Biophys Actd995; 1187. 225-259.

12. Zoratti M, Szabo I. The mitochondrial permeipitransition. Biochim Biophys
Acta 1995;1241 139-176.

13. Broekemeier KM, Dempsey ME, Pfeiffer DR. Cygosn A is a potent inhibitor of
the inner membrane permeability transition in limeitochondria.J Biol Chem1989;
264 7826-7830.

14. Pearson CM. Development of arthritis, perigithrand periostitis in rats given
adjuvantsProc Soc Exp Biol Metl956;91: 95-101.

15. Salgueiro-Pagadigorria CL, Kelmer-Bracht AM,aBmt A, Ishii-lwamoto EL.
Naproxen affects G4 fluxes in mitochondria, microsomes and plasma mambr
vesiclesChem-Biol InteracR005;147:49-63.

16. Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall R98Q) Protein measurement with
Folin phenol reagent. J Biol Chem 193:131-138

17. Chance B, Williams GR. A simple and rapid asshgxidative phosphorylation,
Nature1955;175.1120-1121.



29

18. Bernardi P. Modulation of the mitochondriatlosporin A-sensitive permeability
transition pore by the proton electrochemical grati Evidence that the pore can be
opened by membrane despolarizatibBiol Chen1992;267. 8834-8839.

19. Lehninger AL, Vercesi A, Bababunmi EA. Reguatiof C&* release from
mitochondria by the oxidation-reduction state ofigiype nucleotidesProc Natl Acad
Sci USA1978;75: 1690-1694.

20. Mori S, Yamaguchi M. Calcium-binding proteirguealcin stimulates the uptake of
C&" by rat liver mitochondriaChem Pharm Bull991;39: 224-226.

21. Hunter DR, Haworth RA, Southard JA (1976) Refethip between configuration,
function, and permeability in calcium-treated mitondria.J Biol Chem1976; 251
5069-5077.

22. Crompton M, Costi M. Kinetic evidence for a tiemitochondrial pore activated by
Cd&*, inorganic phosphate and oxidative stress. A pienmechanism for
mitochondrial disfunction during cellular €aoverload.Eur J Biochem1988;178
489-501.

23. Halestrap AP, Woodfield KY, Connern CP. Oxidatstress, thiol reagents, and
membrane potential modulate the mitochondrial pabiigy transition by affecting
nucleotide binding to the adenine nucleotide t@raseJ Biol Cheml977; 272: 3346-
3354.

24. Crompton M. The mitochondrial permeability s@ion pore and its role in cell
death Biochem J1999;341:233-249.

25. Fontaine E, Bernardi P. Progress on the mitodhal pore: regulation by complex
| and ubiquinone analog3 Bioenerg Biomeml#¥999;31: 335-345.



30

26. Itoh K, Hase H, Kojima H, Saotome K, Nishioka IKobata T. Central role of
mitochondria and p53 in Fas-mediated apoptosishefimatoid synovial fibroblasts.
Rheumatologp005;43: 277-285.

27. Dubikov Al, Belogolovykh LA, Medved EE. Apopiesas a mechanism of
autoimmune inflammation in human knee joBtll Exp Biol Med2004,6: 568-570.

28. Lotz M, Hashimoto S, Kiihn K. Mechanism of chaoytes apoptosi©steoarthr
Cartilage 1999;7: 389-391.

29. Nishioka K, Hasunuma T, Kato T, Sumida T, Kab&t Apoptosis in rheumatoid
arthritis: a novel pathway in the regulation of gyial tissue Arthritis Rheuml1998;41:
1-9.

30. Tolboom TCA, Zhang YH, Henriquez NV, Nelissei®H, Rem T, Noteborn
MHM, Huizinga TWJ. Fibroblast-like synoviocytes ifno patients with rheumatoid
arthritis are more sensitive to apoptosis inducgdie viral protein, apoptin, than
fibroblast-like synoviocytes from trauma patier@in Exp Rheumata?006;24: 142-
147.



Table 01.The effects of C& and CsA on oxygen consumption (state IV respirafip respiratory control (RC) and ADP/O ratios of
mitochondria from normal or arthritic rats.Mitochondria (0.75 — 1.0 mg/ml) were added to teaction medium in the closed vessel of the
oxygraph (temperature 37 °C). The reaction mediontasned 0.2 mM EGTA or Cag£(1.0, 10 or 20uM). The reaction was initiated by the
addition of 10 mM succinate and oxygen consumptias followed polarographically during nearly 5 méfter this time 250 nmoles ADP was
added. Rates of oxygen consumption were computed fhe slopes of the polarographic records. The $tarespiration is the rates of oxygen
comsumption after ADP exhaustion. The ADP/O theirasory control ratios (RC) were determined ascdbed in the Materials and methods. 1.0
uM cyclosporin A (CsA) was added to the reaction imednearly 2.0 min before succinate addition. Valaee meanss.E.M.

C&* concentrations in the reaction medium

Conditions CaCl-free 1.0 uM CagGl 10 uM Cadd 20 uM Cadl
- CsA + CsA - CsA + CsA - CsA + CsA
State IV respiration
Normal 10.97+ 1.34 15.39 1.44* 11.52+ 1.026 41.73 3.34* 12.73+0.41 36.0k 2.65* 16.53+ 5.12
Avrthritic 12.61+ 1.28 37.71+7.25  17.40+ 3.62 46.20- 6.78*  18.77+ 1.74% 5543+ 9.29%  16.41+2.21
Respiratory control ratios
Normal 5.53+ 0.67 3.12+ 0.17* 4.26+ 0.69 1.0+ 0.0* 3.49+ 0.12 1.0+ 0.0* 3.09+ 0.91
Arthritic 4,77+ 0.59 1.0+ 0.0% 3.08+1.16 1.0+ 0.0* 2.65+ 0.87 1.0+ 0.0* 2.38+ 0.56*
ADP/O ratios

Normal 1.98+0.01 1.66t 0.12* 1.89+0.11 N.D. 1.85+ 0.08* N.D. 1.44+0.38
Arthritic 1.97+0.04 N.D. 1.33+ 0.67 N.D. 1.28+ 0.64 N.D. 1.33+0.46

*Values of normal or arthritic conditions differirgjatistically from corresponding Ca@tee medium values according to the Studentést P<
0.05)
*Values of arthritic condition differing statistitgfrom corresponding normal condition, accordinghe Student's-test @ < 0.05)

N.D.: Not determined.
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Figure 1.0smotic swelling induced by mitochondrial permeltyi transition pore
(PTP) opening in mitochondria from normal (A) andrthritic rats (B). Mitochondria
were incubated at 25 °C in a medium containing ® Psucrose, 0.065 M KCI, 0.1
mM potassium phosphate &1 rotenone and 0.01 M Hepes buffer (pH 7.4). A8
min equilibration, the following compounds were adceither alone or in association:
1.0 uM or 20 pM CaCJ; 0.2 mM EGTA; 5.0uM ruthenium red (RR); 1.uM
cyclosporin A (CsA) as indicated in the graphs. Thaction was initiated by the
additon of 5.0 mM succinate. The mitochondrial Bwvg was recorded
spectrophotometricaly as the decrease in the déximat 540 nm. The curves in the
figure are typical ones from a representative arpant. The mean values of maximal
amplitude of swelling at 15 minutes and the lagsehi@mes calculated from 6 different
mitochondrial preparations are indicated.
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Figure 2.*°Ca’* uptake in liver mitochondria from normal and artlitic rats energized
with ATP (A) or succinate (B)Mitochondria (0.15-0.25 mg/ml) were incubated &t 3
°C, in a medium containing 0.125 M sucrose, 0.06 % K®, 5 mM MgCh, 0.2 mM
potassium phosphate, 3.0 mM Hepes buffer (pH 2.@M rotenone, 2uM CaCl and
0.015uCi/ml **CaCb. The reaction was initiated by the addition of B ATP (A) or
1.0 mM succinate (B) in the absence or in the pres®f 1.0 uM CsA. The amount of
*Ca* associated with mitochondria was measured as iedcin Materials and
methods. Each data point represents the me&E.M. of 3-5 (ATP series) or 3-6
(succinate series) experiments. The time spansemtiag significant differences
between the experimental series are indicated apvariance analysis, with post hoc
Newman-Keuls testing).
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Resumo

Os efeitos da noradrenalina sobre a gliconeogé@madégados de ratos artriticos
foram investigados. Os substratos gliconeogénicadahina, L-lactato, piruvato e
sorbitol foram infundidos em figados de animaisnmais e artriticos e a producao de
glicose, L-lactato e/ou piruvato, bem como o consu@ oxigénio foram avaliados. Os
efeitos da noradrenalina em figados de animaidtieos foram dependentes do
substrato utilizado. Enquanto que na condicdo niprenanoradrenalina estimulou a
gliconeogénese a partir de todos os substratosfigados de animais artriticos o
estimulo foi observado quando os substratos fordwrlLactato e o sorbitol, mas nao
guando os substratos foram a L-alanina e o piruvasocausas para esses efeitos
diferenciais da noradrenalina estdo provavelmesicionadas com as modificacdes
metabdlicas causadas pela artrite no metabolismd.-dknina e do piruvato, as
diferentes rotas e requerimentos para a producaglidese a partir dos diferentes
substratos utilizados e os diferentes mecanismaggldacéo da gliconeogénese pela
noradrenalina. O conjunto de nossos resultadosarglie uma interferéncia no sistema
de transferéncia de equivalentes de reducao da&matocondrial para o citosol, bem
como a baixa atividade da alanina-aminotransfenage;aso do substrato L-alanina,
tenham limitado os mecanismos de estimulacdo dargiogénese a partir desses
substratos pela noradrenalina.

Palavras chaves: artrite, noradrenalina, gliconeesg figado.
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Introducéo

A artrite induzida por adjuvante (AIA) se deseneolapds a inje¢cdo do
adjuvante completo de Freund em ratos (Billingha883). E uma doenca sistémica
que compromete as articulagdes e alguns 6rgaadp samacterizada pela sua evolugéo
cronica. A AIA é um modelo experimental amplameestudado por possuir muitas
semelhancas com a artrite reumatoide humana (AR}eemos da histopatologia e
respostas a drogas anti-inflamatdrias e imunomdduds (Pearson, 1956). A AlA tem
sido também utilizada como modelo de caquexianmdi@ria (Roubenoff et al., 1997),
uma condicdo que também acomete cerca de doistdogpacientes humanos com
AR e que é caracterizada por uma reducdo de magdarqRoubenoff et al., 1994).
Embora a etiologia da artrite ndo seja totalmeotehecida, estudos indicam que os
linfécitos T, macréfagos e células sinoviais pmliintes desempenham os papéis
principais no desenvolvimento e manutengéo da do@fgnttinen et al., 1981; Taurog,
1984, Bersani Amado et al., 1990).

O figado pode estar implicado nas alteracdes mitabéque se manifestam
como a condigdo caquética visto que inUmeras noagiies metabodlicas tém sido
relatadas. No figado de rato em perfuséo isoladalfservada reducdo na capacidade
gliconeogénica em graus variaveis dependendo daezatdo substrato. A reducéo foi
mais acentuada com os amino&cidos L-alanina e taigina, enquanto que a producao
de glicose a partir de glicerol e xilitol ndo fdetada (Caparroz-Assef et al., 1998;
Fedatto-Juanior et al.,, 1999). Os figados de aniradidgticos exibiram também um
menor conteudo de glicogénio (Fedatto-Junior eR@D2), ativacao da glicolise a partir
da glicose exdégena (Fedatto-Junior et al., 200@pdificacbes na ureagénese, sendo
gue a disponibilidade de aspartato foi sugeridaccam fator limitante na ureagénese
dos animais artriticos (Yassuda et al., 2003). ®secconhece sobre as possiveis causas
ou os mediadores envolvidos nessas modificacfeatibap. As citocinas fator de
necrose tumorak (TNF-o) e a interleucinafd (IL-1B) estariam implicadas, ao menos
em parte, em algumas dessas alteracdes ja quaisiiognbEndovenosa de ambas as
citocinas em animais normais provoca uma reducdogld@mneogénica hepatica
(Broetto-Biazon et al., 2006). E possivel, també&ue modificacbes nos niveis
plasméticos ou nas acdes celulares de hormoéniogibram para as disfungbes
metabdlicas hepaticas. Em um estudo recente, fabdstrado que o nivel plasmatico
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de insulina € menor em ratos artriticos (Caparrsgeet al., 2007), um fenbmeno que
poderia estar ligado ao menor contetdo de glicogiepatico dos animais. Por outro
lado, foram observadas modificagBes nas respostéigatio ao glucagon. O horménio

€ menos efetivo em liberar glicose a partir deoglémio e ndo afeta a glicélise hepatica,
contrastando com a caracteristica inibicdo obsened animais normais (Fedatto-
Junior et al., 2002). Ja o estimulo da gliconeogrée mais pronunciado, em termos
relativos, diminuindo a diferenca observada ensefigados de animais normais e
artriticos (Fedatto-Junior et al., 1999). Alémsdiso efeito estimulador do glucagon
sobre a gliconeogénese hepatica mostrou maior dépeia de ions calcio (Kelmer-

Bracht et al., 2002).

Esta bem estabelecido que as mitocéndrias desemupenim papel importante
na homeostase do célcio celular, tanto em sitsafi@mlogicas como na agédo de
alguns horménios como a noradrenalina (Bootmanl.e2@01), como em situagdes
patoldégicas como na apoptose celular (Crompton1)198studos em mitocondrias
isoladas tém revelado algumas alteragcdes nas taspds mitocondrias de ratos
artriticos ao fon célcio. Uma maior sensibilidades dons C& na inducdo do
desacoplamento e do inchago osmético mitoconddiém de reducéo na capacidade de
acumular célcio foram relatados por Barrit e Whotede (1977). Em um estudo recente
(Silva et al., 2007) foi demonstrado que todas ®sdteracdes sdo devidas a um
aumento na sensibilidade das mitocondrias de asimadiriticos a transicdo de
permeabilidade mitocondrial induzida por calcio.

Os efeitos de horménios que atuam predominantenpemtenecanismos calcio-
dependentes em figados de animais artriticos n@amfoainda extensivamente
estudados. Embora um estudo prévio tenha revelad® mfio hd modificacdo
significativa no estimulo da glicogendlise induzptda noradrenalina (Caparroz-Assef
et al., 1998), a resposta gliconeogénica de figdeaanimais artriticos a noradrenalina
nao é conhecida. Por estas razfes, no presentdhtralns efeitos da noradrenalina
sobre a gliconeogénese a partir de diferentes p@@s foram avaliados em figados de

animais normais e artriticos.
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Materiais e métodos

Materiais

A L-alanina, o sorbitol, o L-lactato, o piruvato,naradrenalina, as coenzimas
NAD" e NADH e a enzima L-lactato desidrogenase foeamuiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, E.U.A.). Os demaisgerdes utilizados foram os de

melhor pureza disponivel.

Animais

Ratos machos albinos da linhagem Holtzman, pesamde 200-220 g e
alimentadosad libitum com uma dieta padrdo (Nuvif@bS&o Paulo, Brasil) foram
utilizados neste estudo. Para a indugcdo da artigteanimais receberam injecéo
intradérmica de 0,1 ml da suspenséao de adjuvamtpleto de Freund (ACF) em uma
das patas posteriores. Os animais que apresenteséas caracteristicas da artrite, no
14° ou no 18 dia apés a injecdo do ACF, foram selecionadoa parexperimentos de

perfusao.

Preparo da suspensao de adjuvante completo de Fde(ACF)

Para o preparo da suspenséo de adjuvante compgldicednd, uma amostra de
50 mg de uma preparacgao Metuberculosianortas e secas foram trituradas em gral de
porcelana durante 20 minutos. A seguir foi acresckn 10,0 ml de 6leo mineral,
lentamente, mantendo-se a trituracdo. Uma emuledagda em o6leo foi obtida pela
adicdo lenta de 1,0 ml de agua destilada. A sufpefs considerada satisfatoria
guando uma gota do preparado, colocada sobre g agoase desfez, mantendo

contornos circulares nitidos (Gardner, 1992).

Perfusdo do figado

Os experimentos de perfusédo foram realizados emaasinormais e artriticos
apos um jejum prévio de 24 horas. Para a remogégyimia do figado, os ratos foram
anestesiados com injecdes intraperitoneais de Iparitital sddico (50 mg/kg de peso
corporal). A técnica de perfusdo utilizada foi dgudescrita por Scholz e Bucher
(1965). Apds canulacdo das veias porta e cavaaddidoi retirado e posicionado em
uma camara de acrilico. O fluxo foi mantido contapor meio de uma bomba

peristaltica (30-35 ml/min). O liquido de perfusadailizado foi o tampé&o
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Krebs/Henseleit-bicarbonato (pH 7,4), saturado cwmwstura carbogénica (O,
-.95:5%) por meio de um oxigenador de membrana, cqmtea simultaneo da
temperatura (37°C). A composicdo do tampédo Krebsskleit-bicarbonato foi a
seguinte: NaCl 116,0 mM; NaHG@5 mM; KCI 5,9 mM; NaSO, 1,2 mM; MgC}h 1,2
mM; NaH,PO, 1,2 mM e CaGl1,3 mM. A L-alanina (2,5 mM), o sorbitol (2,5 mM),
L-lactato (2,0 mM) ou o piruvato (1,0 mM) foi dideinlo no liquido de perfusdo. A
noradrenalina foi dissolvida inicialmente em sotugie &cido ascérbico 1,0 mM e
adicionada ao liquido de perfusdo, imediatamentisaio uso, na concentragao final de
1,0 puM. Amostras do perfusado efluente foram cakhiém intervalos de 2 ou 4
minutos. A concentracdo venosa de oxigénio foi deegiolarograficamente através de
um eletrodo de platina combinado com um eletrodprdéa/cloreto (Kelmer-Bracht et
al., 1984). As variacfes na concentracdo venosaxignio foram registradas e as
velocidades de consumo foram calculadas das dgfaserartério-venosas e da
velocidade total do fluxo através do 6rgéo e forafaridos ao peso umido do figado.

Analitica

Os seguintes compostos foram medidos no liquidpedfeisdo efluente através
de métodos enzimaticos: glicose (Bergmeyer e Bdt4); L-lactato (Gutman e
Wahlefeld, 1974) e piruvato (Czok e Lamprecht, 398 fluxos metabdlicos foram
calculados das diferencas artério-venosas e daigalte total do fluxo através do
orgao e foram referidos ao peso umido do figado.

Andlise estatistica dos dados

A significancia estatistica das diferencas entrpasémetros medidos em funcéo
do tempo no mesmo grupo experimental de animaisn@oou artritico) foi avaliada
através de andlise de variancia (uma variavel Hidasdepetidas). As diferencas entre
um mesmo parametro medido nos dois grupos expetamseforam avaliadas pela
andlise de variancia (duas variaveis). Em ambosases, as diferencas significativas
entre os valores foram identificadas pelo teste Didmcan. Os resultados estao
mencionados como valores de probabilidade, adotando0,05 como critério de
significancia. As analises estatisticas foram $e#iravés dos programas Statistica e
GraphPad Prism. Os resultados foram expressos aomédiat erro padrdo da média
(EPM).
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Resultados

O mesmo protocolo experimental foi utilizado pardas os substratos, e esta
ilustrado na Figura 1A e B para a L-alanina. Osadigs de animais normais ou
artriticos, mantidos em jejum prévio de 24 horagrh perfundidos com meio livre de
substratos até a estabilizacdo do consumo de daigémostras do perfusado efluente
passaram a ser coletadas (tempo zero na escakmgm tdos graficos) e apds 20
minutos, a L-alanina 2,5 mM foi infundida. Apés @0 minutos, a noradrenalina 1,0
UM foi acrescentada, prosseguindo a infusdo camjyar mais 30 minutos. Nas
amostras coletadas foram determinados os contelgdgkcose, L-lactato e piruvato. O
consumo de oxigénio foi monitorado continuamentefiguras 1A e 1B revelam que a
velocidade de producédo de todos os metabdlitosvattos do metabolismo da L-
alanina, na auséncia de noradrenalina, foi cerd@@ée menor do que a encontrada em
figados de animais normais, confirmando estudoerianés (Fedatto Junior et al.,
1999). A infusdo da noradrenalina 1,0 uM em figadesanimais normais induziu
efeitos transitérios nos primeiros minutos. A prgilu de glicose foi ativada, enquanto
gue o consumo de oxigénio e as producdes de Lidaetpiruvato foram reduzidas. Em
seguida, houve um retorno gradual as condi¢cdesi@et® Com o decorrer da infusdo
da noradrenalina, a producédo de piruvato estahikzo valores de estado estacionarios
inferiores aos encontrados antes da infuséo dalreralina, mas a producao de glicose
e de L-lactato, bem como o consumo de oxigénionfosaperiores. Ja em figados de
animais artriticos os efeitos da noradrenalina fofiam tdo acentuados. Os efeitos
transitorios ndo foram observados. Houve um pequesttimulo no consumo de
oxigénio e na producdo de glicose, mas ao térmimoinfusdo do hormdnio, as
diferencas nao foram estatisticamente significati¥ar outro lado, tanto a producao de
L-lactato como a de piruvato foi inibida, estalahzlo em valores menores do que os de
antes da infusdo da noradrenalina.

Na Figura 2 estdo mostrados os resultados obtmnsacinfuséo do piruvato 1,0
mM (Fig. 2A), o L-lactato 2,0 mM (Fig. 2B) e o sadd 2,5 mM (Fig. 2C). Alguns
fluxos metabdlicos bem como as respostas de figatksanimais artriticos a
noradrenalina foram modificados na dependénciaildstsato utilizado.

Para facilitar a comparacdo entre os resultadoglasht as variagdes nas

velocidades de producao de glicose, L-lactato piawato, bem como de consumo de
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oxigénio que se seguiram a infusdo dos substrasauséncia ou na presenca de
noradrenalina, estdo mostradas na Tabela 1. Oss diekta tabela sdo os valores de
estado estacionarios alcancados aos 20 minutosifdedd dos substratos ou dos
substratos mais noradrenalina subtraidos dos wadmreriores a infusdo dos substratos.
Confirmando estudos anteriores, (Fedatto-Junial.etl999) a producdo de glicose a
partir de L-alanina e de piruvato na auséncia adadrenalina foi menor nos figados de
animais artriticos, sendo a reducédo mais acent@muea L-alanina (-53%) do que com

0 piruvato (-34%). Por outro lado, a producédo deogk a partir de L-lactato ou de

sorbitol ndo foi modificada.

O incremento no consumo de oxigénio que se seginfugdo dos substratos
gliconeogénicos em figados de animais normaignfior com L-alanina e L-lactato e
menor com sorbitol e piruvato (Figs. 1A e 2, Tabeld. Em figados de animais
artriticos, observou-se em termos gerais uma cdéocia entre as variagdes na
producédo de glicose e no consumo de oxigénio, @y geando a producéo de glicose
nao foi afetada (sorbitol e L-lactato) o consumoodé@énio também néo diferiu de
forma significativa quando comparado com a condigdonal. Com L-alanina como
substrato, houve uma reducéo similar na producdpictese e no consumo de oxigénio.
Com piruvato, o valor médio do incremento no corsdol também menor, mas sem
significancia estatistica. Acompanhando a reducdoproducdo de glicose e no
consumo de oxigénio a partir de L-alanina em figade animais artriticos, ocorreu
também um decréscimo na produgcdo de piruvato e -thectato, em percentuais
similares (Fig. 1B, Tabela 1). Quando o substrat@fsorbitol, entretanto, a producgao
de L-lactato foi maior na condicdo artritica e rdmuve producdo mensuravel de
piruvato. O piruvato foi produzido durante a infoisée L-lactato, sendo que em animais
artriticos a producéo foi praticamente o dobrowepgarada com a de animais normais.
Por outro lado, quando o piruvato foi o substratiindido, os figados liberaram L-
lactato. Na condicao artritica, os valores forageilamente maiores do que na condicao
normal.

Tal como foi descrito para a L-alanina, a infus@ndradrenalina durante a
infusédo do piruvato (Fig. 2A), do L-lactato (Fid3Re do sorbitol (Fig. 2C) e promoveu
efeitos imediatos e de natureza transitoria, seguithqueles de a¢do mais duradoura e
gue tenderam a valores de estado estacionarioaalf infusdo do horménio.

Em figados de animais normais, a producdo de @lidos estimulada pela

noradrenalina. Em termos relativos os efeitos dadrenalina foram mais duradouros e
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pronunciados quando a L-alanina foi o substrat@ %) seguida pelo sorbitol (+36%)
e L-lactato (+37%). Quando o substrato foi o pitavdig. 2A), os efeitos iniciais da
noradrenalina foram muito similares aos observados a L-alanina (Fig. 1A). Houve
um estimulo transitério na produgdo de glicosedms minutos de infusdo, mas apos
este tempo, o incremento médio observado foi samiégeiramente maior do que o
valor anterior a infusdo da noradrenalina, sendapdmas 4% ao término da infusdo do
horménio. Em figados de ratos artriticos, entretard efeito estimulador da
noradrenalina foi bastante atenuado quando os rattstforam a L-alanina e o
piruvato, mas foi muito similar ao de animais nosmguando os substratos foram o
sorbitol e o L-lactato. No caso do sorbitol houveaudiferenca na cinética inicial de
producéo de glicose (Fig. 2C). Logo no inicio dus@o da noradrenalina houve um
decréscimo transitdrio, seguido de um estimulo y@sxivo, atingindo valores de estado
estacionario idénticos aos da condi¢cdo normal &osiihutos do inicio da infusdo da
noradrenalina (Tabela 1).

A acdo da noradrenalina sobre o incremento do coosile oxigénio foi, na
maioria dos casos, de estimulagdo e nem sempres femmnelagdo com o incremento
observado na producédo de glicose, tanto em animeaisais quanto nos artriticos. Por
exemplo, o incremento no consumo de oxigénio airpdd piruvato, em termos
relativos, foi de cerca de 80% nos animais norreaggtriticos, mas a producdo de
glicose foi estimulada somente em 4% na condicaomalo e ndo foi ativada
significativamente na condicdo artritica. Quandosubstrato foi a L-alanina o
incremento na producao de glicose foi acompanhadam incremento no consumo de
oxigénio em figados de animais normais, sendo @geamimais artriticos ambos os
processos nao foram significativamente ativadoa petadrenalina (Fig. 1B). Por outro
lado, quando o substrato foi o L-lactato (Fig. 28)naior incremento no consumo de
oxigénio na condicdo artritica foi acompanhado t&amipor um estimulo maior na
producéo glicose. O mesmo ocorreu quando o subdtriad sorbitol (Fig 2. C).

A noradrenalina ativou de forma transitoria a pg@dude L-lactato a partir de
sorbitol tanto na condicdo normal quanto artriticaas ao término do periodo
experimental, houve um incremento significativo sate nos animais normais (Fig.
2C). A producao de L-lactato a partir de piruvamibém foi ativada transitoriamente
pela noradrenalina nos dois grupos experimentdis @A). Porém, a ativacdo foi
seguida de decréscimo progressivo, estabilizandeatones inferiores aos de antes da
infusédo da noradrenalina nas duas condic¢des, n¢rago) e artritico (-39%).
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A infusdo da noradrenalina exerceu um forte efertwdor sobre a producgéo de
piruvato durante a infusdo do L-lactato (Fig. 2Bps animais normais, os valores se
mantiveram reduzidos em cerca 50% durante todo dodme da infusdo da
noradrenalina. Ja nos animais artriticos, houve lemta recuperacéo, estabilizando em

valores 6% inferiores aos anteriores a infusdoodadrenalina.

Discussao

Os resultados do presente trabalho revelaram quefeites da noradrenalina
sobre a gliconeogénese em figados de animaidcasrigdo modificados em maior ou
menor grau dependendo da natureza do substratoetpmente, existe uma relacao
entre as modificagdes causadas pela artrite noboletiano dos diferentes substratos e
as respostas alteradas a noradrenalina. Isto poroove supressdo do efeito
estimulador da noradrenalina somente quando ogibu a L-alanina, mas ndo quando
o L-lactato e o sorbitol foram os substratos emgufeg. A producéo de glicose a partir
de L-alanina e piruvato foi menor em figados demaig artriticos, confirmando os
relatos de Fedatto-Junior et al. (1999). Os autdesbém verificaram que a
gliconeogénese a partir de L-glutamina e de pinuwadis L-lactato, mas néo a partir de
xilitol e glicerol, encontra-se reduzida na condigtritica. Uma inibicdo em alguma
etapa da via gliconeogénica que precede a formdoatsfoenolpiruvato, como a
reacdo da fosfoenolpiruvato-carboxicinase ou avpttcarboxilase, foi sugerida para
explicar as diferencas observadas. Entretantoyegepte trabalho foi demonstrado que
a producéo de glicose a partir de L-lactato naonfodificada, fato que contraria a
hipétese de uma alteragdo na atividade de ambaszasas, jA que sdo igualmente
requeridas para a gliconeogénese a partir de httact

E conhecido que a gliconeogénese a partir de alguesursores de trés
carbonos como o L-lactato, o piruvato e a L-alameaessitam de um alto poder
redutor no citosol para a reagdo da gliceraldeitiisfato desidrogenase. O L-lactato, o
sorbitol, o glicerol e o xilitol, sdo substratosegtem em comum o fato de gerarem
NADH, na primeira etapa de metabolizacdo por ac@s dnzimas L-lactato-
desidrogenase, sorbitol-desidrogenase, glicerolfatioslesidrogenase e xilitol-

desidrogenase, respectivamente. Esses equivaatesxiucdo sdo necessarios para a
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gliconeogénese a partir de L-lactato, mas néo t jplar sorbitol e xilitol j& que esses
ultimos fornecem trioses-fosfato para a via glicay@énica.

Por outro lado, durante a gliconeogénese a pagtipiduvato e L-alanina,
substratos mais oxidados, o NADH deve ser produaga® mitocondrias e exportado
para o citosol (Meijer e Willlamson, 1974). A tréaréncia de NADH ocorre
simultaneamente com a transferéncia do malato gexashrtir do oxalacetato, que por
sua vez é o produto da carboxilagdo do piruvatmattiz mitocondrial pela piruvato-
carboxilase. O malato no citosol é convertido daoetato pela malato-desidrogenase,
liberando NADH (rota malato-desidrogenase). Quamdbstrato é o L-lactato, outro
sistema de transferéncia de oxalacetato pode sElou$d que os equivalentes de
reducdo ja estdo disponiveis no citosol. Neste,casoxalacetato € convertido a
aspartato pela aspartato-aminotransferase, o agpéartransportado para o citosol, onde
é reconvertido & oxalacetato (rota aspartato anainsferase). E também conhecido que
as duas rotas podem atuar alternadamente pararfortremsportador malato-aspartato,
com o0 objetivo de transportar NADH do citosol paramatriz mitocondrial. Assim,
parece razoavel sugerir que a rota malato-desidesgeesta alterada em figados de
animais artriticos, mas ndo a rota aspartato-amainsferase, comprometendo assim,
somente a gliconeogénese a partir de substratos agimuvato e a L-alanina.

Na metabolizagdo da L-alanina, por outro lado¢®aho ocorre com o L-lactato,
a producdo de piruvato € uma etapa que precedengersdo a glicose. Além de
requerer a transferéncia de elétrons pela rotatmdé&sidrogenase, a metabolizacdo da
L-alanina depende da reacdo de transaminagcao sealali pela L-alanina-
aminotransferase (ALT). A ALT parece ser a etapatdinte na metabolizacdo da L-
alanina em figados de animais artriticos, poisdag&o na producéo de glicose a partir
da L-alanina foi mais acentuada se comparada cadugao observada com o piruvato
e, além disso, todos os metabdlitos derivados diahina foram reduzidos em graus
similares. Esta interpretagdo é apoiada pelos daosSilva et al. (2005), que
encontraram uma baixa atividade da ALT tanto nemkaquanto no figado de animais
artriticos.

No que concerne as respostas variaveis dos figddoanimais artriticos a
noradrenalina, vale lembrar que mesmo na condigénal, os efeitos da noradrenalina
sobre a gliconeogénese sao complexos e dependient@sios fatores, como a natureza
do substrato e do potencial redox citoplasmétiangéBo et al., 1989; Kneer et al.,
1979; Kneer e Lardy, 1983). Além disso, foi demmukt que calcio é necessario para a
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ativacdo da gliconeogénese a partir de substrasegluzem o NADcitos6lico, mas
nao para substratos que fornecem trioses fosfat gpaia da gliconeogénese e que
induzem um estado mais oxidado, como a diidroxtazetou frutose (Kneer et al.,
1979; Kneer e Lardy, 1983). O calcio parece infai@n o potencial redox
citoplasmatico, atuando na velocidade de transééaée equivalentes de reducgdo do
citosol para a matriz mitocondrial, e com isso pgnaio a mais rapida regeneracdo de
NAD™ necessario para a oxidac&o inicial dos substrathszidos. Tem sido sugerido
que tanto a rota malato-aspartato quanto a via erglic fosfato-
desidrogenase/diidroxiacetina fosfato sdo estinmslgubr agonistas &adependentes
(Yip e Lardy, 1981; Kneer e Lardy, 1983; Taylorakt 1983). O C& parece induzir
também um estimulo na atividade da fosfoenolpiarcarboxicinase (Kneer e Lardy,
1983). Estes mecanismos estariam operando norm@men figados de animais
artriticos, considerando que o estimulo na produtgiglicose a partir de L-lactato e
sorbitol ndo foi modificado.

No caso da producédo de glicose a partir do L-lagbatrece haver mecanismos
adicionais de regulacéo pela noradrenalina (Patélsen, 1986). O potencial redox
citoplasmatico mais oxidado favoreceria também aildxio da reacdo malato-
oxalacetato no sentido do oxalacetato e assim, mam#o o fluxo para a reagdo da
fosfoenolpiruvato- carboxicinase. Patel e Olson8@)9demonstraram adicionalmente
gue o estimulo na producéo de glicose por agorisia®-dependentes € acompanhado
de aumento na producéo H€0, somente quando o [f€] L-lactato, mas ndo quando
o [1-C] piruvato é infundido em figados em perfusdoadal Foi sugerido que os
agonistas célcio-dependentes estimulam a glicomesgéa partir de piruvato por
estimular alguma etapa posterior a formacao doéwsfipiruvato.

Por outro lado, Sterniczuk et al. (1991) sugerirgoe agonistas calcio-
dependentes influem também na etapa mitocondriglidaneogénese. Com base nos
niveis de metabdlitos gerados a partir da infusit-thctato e piruvato em figados de
ratos em perfuséo, os autores propuseram qué‘caGmenta o efluxo mitocondrial de
aspartato por ativar a-cetoglutarato-desidrogenase. A mais rapida utiinado
oxalacetato por sua vez estimularia a enzima piodvarboxilase. Nossos resultados
sdo coerentes com esta hipétese, pois o estimyloodacdo de glicose a partir de L-
lactato, em figados de animais normais, foi acomgdo por uma reducéo na liberacéo
de piruvato, possivelmente decorrente da maiorcisdole de conversao a oxalacetato.
Em figados de animais artriticos, a producdo devpio a partir de L-lactato foi
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também reduzida logo apds a infusdo da noradrenairas em seguida houve uma
recuperacéo gradual sugerindo um aporte maiorrdegio.

Vale destacar que a velocidade de producéo de giouantes da infuséo da
noradrenalina foi maior na condic&o artritica. Ecdiprecisar as razdes desta maior
producdo de piruvato, mas € possivel que estejaltaida a um defeito na regulagéo da
piruvato-cinase. No jejum, a atividade desta enzoeae ser mantida baixa para
favorecer a conversio de fosfoenolpiruvato a glic®s conhecido que a inibigdo da
piruvato-cinase € um dos mecanismos de ativacaglickaneogénese pelo glucagon,
mas nao pelas catecolaminas (Groen et al., 1986).aSenzima encontra-se
anormalmente elevada no jejum, havera um ciclol, flahde uma fracdo do
fosfoenolpiruvato produzido é convertida a piruvato

Esta hipétese € também consistente com a maiorugdiodde L-lactato
verificada quando o substrato foi o sorbitol. Oatthto derivado do metabolismo de
sorbitol é proveniente do catabolismo das triosedato. Embora o piruvato seja o
precursor do L-lactato liberado, ndo houve libevadg quantidades aprecidveis de
piruvato pelo figado, em virtude do aumento da gaRBADH/NAD™ citosolico,
resultado da oxidagdo inicial do sorbitol. E bemnterxido que a L-lactato-
desidrogenase citosolica € uma enzima que opexranpr@o equilibrio (Williamson et
al., 1967) e num estado mais reduzido ocorre upidaaonversao do piruvato para L-
lactato. Uma ativagéo da piruvato-cinase favorac@melocidade de metabolizagao das
trioses-fosfato a piruvato e L-lactato, sem commtimento da producdo de glicose,
desde que acompanhada por um aumento na veloddanetabolizacdo do sorbitol, o
gue parece ser plausivel.

Acredita-se que a noradrenalina estimula a prodwgaylicose a partir de
substratos como o sorbitol por favorecer um potdmedox mais oxidado, resultante da
ativacao dos sistemas de transferéncia de equigalele reducdo do citosol para a
matriz mitocondrial (Kneer et al., 1979; Yip e Lard981; Taylor et al., 1983). Além
de favorecer a oxidacgao inicial do substrato rettuei, em consequéncia, a producéo de
trioses-fosfato e glicose, a reacdo da gliceratd8ifbsfato-desidrogenase também
seria favorecida. De fato, houve um estimulo caréikl na producdo de L-lactato em
figados de animais normais na presenca de nordith@enBm animais artriticos, por
outro lado, ndo houve estimulo adicional signifiaatpossivelmente porque a via ja se
encontrava ativada antes mesmo da infusédo da eoidra, conforme discutido

anteriormente.
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A hipdtese de uma alteracdo na piruvato-cinaseigadds de animais artriticos
€ também coerente com o aumento da velocidadeidagdo de glicose exdgena a L-
lactato e piruvato observado por Fedatto-Juniat.€2002). Esta alteracdo foi atribuida
a uma maior capacidade de fosforilacdo da glicada plicocinase. Entretanto, é
possivel que a maior atividade da piruvato-cinasebém tenha contribuido para o
aumento da oxidacao da glicose. Uma outra indicdedgue a regulacéo da piruvato-
cinase pode estar de fato alterada em animaiicasrié a supressédo do efeito inibidor
do glucagon sobre a glicOlise a partir da glicdiserada do glicogénio (Fedatto-Junior
et al., 2000). A piruvato-cinase € um dos sitesafulacdo do horménio tanto para a
inibicdo da glicélise no estado alimentado, quaai@ a ativacdo da gliconeogénese no
estado de jejum (Kneer e Lardy, 1983; Groen efLaBg).

A supressédo do efeito estimulatério da noradreaaobre a gliconeogénese a
partir de L-alanina e piruvato em figados de arsnaairiticos contrasta com o que foi
observado no estudo prévio com o glucagon (Fedatimr et al., 1999). Os efeitos do
glucagon sobre a gliconeogénese a partir de Lradahi-glutamina e piruvato ndo séo
atenuados ou suprimidos, mas ao contrario, o elstidhumais acentuado, em termos
relativos, reduzindo a diferenca entre a velociddgproducéo de glicose de figados de
animais normais e artriticos (Fedatto-Junior et A899). Esta diferenca se deve
provavelmente aos distintos mecanismos de reguldgd@piconeogénese hepética pelos
dois horménios. O glucagon atua predominantemerntavés de mecanismos
AMPciclico-dependentes, reduzindo os niveis do raoltw frutose2,6-bifosfato,
ativando a transcricdo da fosfoenolpiruvato- caxdinase e inibindo a atividade da
piruvato-cinase. Por outro lado, € também conlecjde o glucagon induz um
aumento do calcio intracelular, sendo alguns de sdeitos sobre a gliconeogénese
influenciados por este ion, bem como pelo potenadbx citosdlico (Kneer et al.,
1979; Walajtys-Rhode et al., 1992; Kraus-Friedmarffeng, 1996; Silva et al., 1997).
Kelmer-Bracht et al. (2002), por sua vez, verifigar que o componente calcio-
dependente da ativagdo da gliconeogénese a partirlactato 2,0 mM mais piruvato
0,2 mM em figados de animais artriticos é mais mambe do que em figados de
animais normais.

A acdo da noradrenalina, por outro lado, ocorre wia mecanismoo-
adrenérgico que funciona independentemente da @@wmnalo AMPc e que esta
associado predominantemente a mobilizacdo de c@dcieer et al., 1979). Entretanto,

0 hormbnio atua também por mecanismos independdateélcio como ja mencionado
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(Kneer et al., 1979). Dada a complexidade da regoldormonal da gliconeogénese é
dificil explicar as razfes da preservacao dosasfeistimulatdrios do glucagon, mas néo
da noradrenalina, sobre a gliconeogénese a padir Leblanina e piruvato.
Aparentemente, 0s mecanismos de regulagdo AMPaideptes estdo preservados e
sdo intensos suficientes para superar os efeitgatimes induzidos pela artrite, o
mesmo nao estaria ocorrendo com as respostasiamilest-adrenérgico.

E pouco provavel, por outro lado, que as alteracobservadas na
gliconeogénese tenham alguma relagdo com os reteomterferéncia nos fluxos
celulares de célcio observadas em mitocdndrias mieags artriticos (Barrit e
Whitehouse, 1977; Silva et al., 2007), visto quer@ducéo de glicose a partir de L-
lactato e de sorbitol, que € dependente da motdlzade ions calcio, ndo foi
modificada. E mais provavel que as modificac6esiitths pela artrite no metabolismo
do piruvato e da L-alanina, discutidas anteriormgt@nham limitado os mecanismos de

estimulacdo da noradrenalina.
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Tabela 1 Producéo de glicose, L-lactato e/ou piruvato e conso de oxigénio resultantes da metabolizagdo de ol (2,5 mM), L-alanina (2,5 mM),
L-lactato (2,0 mM) ou piruvato (1,0 mM) em figadosle animais normais e artriticos.Os dados foram obtidos dos experimentos mostreaogigura 1 e 2
e representam os valores de estado estacionacascabos antes da infusdo da noradrenalina (40 enay) final da infusdo da noradrenalina (70 min),
subtraidos dos valores dos metabdlitos liberadtEs ata infusédo dos substratos (20 min). As dif@emptre as médias em um mesmo grupo experimental e
funcdo de tempo foram avaliadas pela analise dan@a (uma variavel-medidas repetidas), e os ealgue diferiram estatisticamente estdo indicadés p
simbolo*. As diferencas entre diferentes grupos experingfiteam avaliadas pela analise de variancia (sragidveis) e estdo indicadas pelo simbolEm
ambos os casos, as diferencas significativasQy®5) entre os valores foram identificadas pedtetde Duncan.

Substratos/ Producao de glicose Producao de L-lactato Producao de piruvato Consumo de oxigénio

Condicdes (umol min™t g (umol min™t g (umol min™ g (umol min™t g)
Normal Artritico Normal Artritico Normal Artritico Normal Artritico

Sorbitol 2,5 0,740,057  0,603:0,033  0,28:0,048 0,62+0,127 0,16+0,045 0

mM 8 (+121%)

Sorbitol 2,5 0,9650,05% 0,946:0,045  0,35:0,006F 0.563-0.072 0,35t0,08%  0,26+0,088

mM + NORA  *(+36%) *(+ 57%) *(+ 25%) *(+ 120%)

1,0 pM

L-alanina 2,5 0,34t0,013 0,16+0,03° 0,29+0,028 0,14+0,026 0,22+t0,04  0,0870,017 0,370.002 0,13:0.048

mM 8 (-53%) 8 (-52%) 8 (-60%) $ (-65%)

L-alanina 2,5 0,490,026  0,22+0,018 0,43t0,019 0,14+0,018 0,18:0.028 0,084:0,03F* 0,59:0.038  0,34+0,07

mM + NORA  *(+44%) $ (-55%) *(+48%) S (-67%) *(-20%) *(-3,5%) *(+62%) S (-43%)

1,0 uM 5 (-53%)

L-lactato 2,0 0,540,044 0,580,011 0,33:0,015 0,63t0,055 0,370,056 0,50+0,054

mM 8 (+91%)

L-lactato 2,0 0,74:0,03%  0,82+0,07 0,23:0,026° 0,59+0,063*  0,66+0,05% 1,02+0,072*

mM + NORA  *(+ 37%) (*+41%) *(-30%) *(-6,0%) *(+78.3%) $(+54%)

1,0 uM S (+156) *(+104%)

Piruvato 1,0 0,228:0,011  0,15:0,01F 0,03t0,0047 0,078:0,0118 0,16+0,024 0,032:0,013

mM $ (-34%)

Piruvato 1,0 0,2370,008 0,173:0,0107 0,014:0,004%  0,048:0,0045 0,2%0,04 0,0570,023

mM + NORA  *(+4%) 5 (-27%) *(-53%) *(-39%) *(+ 80%) *(+ 77%)

1,0 uM
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Figura 1.Gliconeogénese, consumo de oxigénio (A), producde d-lactato e de piruvato (B) a partir da
infusdo de L-alanina em figados de ratos normaisaxtriticos. Os figados foram perfundidos com tampéao
Krebs/Henseleit-bicarbonato pH 7,4 como descrito Materiais e métodos. A L-alanina (2,5 mM) e a
noradrenalina (1,0 uM) foram infundidas nos inteysale tempo indicados pelas barras horizontaisx@ba
dos graficos. O perfusado efluente foi coletadargervalos de 2-4 min e os conteddos de glicodactato

e piruvato foram analisados. O consumo de oxig€A)ofoi monitorado por polarografia. Cada ponto
experimental representa o valor médio de 7 (no)neai8 (artriticos) experimentos de perfusdo. Asasar
verticais s8o os erros padrdes das médias (EPM)si@bolos (*) indicam as médias que diferem
estatisticamente um do outro na comparacéo enfiigaos de animais normais e artriticos, de acootn

a analise de variancia (duas variaveis), com tsteuncan (R 0,05). Para esta andlise foram utilizados os
valores subtraidos dos valores basais (antesusiimfio substrato).
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Figura 2.Gliconeogénese, consumo de oxigénio, producao déattato e/ou de piruvato a partir da infusdo de piavato (A), L-lactato (B)

e sorbitol (C) em figados de ratos normais e artiitos. Os figados foram perfundidos com tampao Krebs/éleitsicarbonato pH 7,4 como
descrito em Materiais e métodos. O piruvato (1,0)raNl-lactato (2,0 mM) ou o sorbitol (2,5 mM) foranfundidos no intervalo entre 20 e 70
minutos. Apos 20 min da infusdo dos substratogradnenalina (1,0 M) foi infundida até o final geriodo experimental (70 min), conforme
indicados pelas barras horizontais abaixo dosagsfiO perfusado efluente foi coletado em intesval® 2-4 min e os contetdos de glicose, L-
lactato e/ou piruvato foram analisados. O consummxdgénio foi monitorado por polarografia. Cadantpoexperimental representa o valor
médio de 6-7 (normais) e 7-8 (artriticos) experitoerde perfusdo. As barras verticais sdo 0s eadsHps das médias (EPM). Os simbolos (*)
indicam as médias que diferem estatisticamente @mutto na comparacéo entre os figados de anirmaisais e artriticos, de acordo com a
andlise de variancia (duas variaveis), com testeudean (P< 0,05). Para esta andlise foram utilizados os galsubtraidos dos valores basais
(antes da infusao do substrato).
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
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