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RESUMO

Estudos recentes mostram que as atividades da hexocinase (mt-HK)
e da creatina cinase (mt-CK) mitocondriais sdo capazes de reduzir a taxa de
producdo de especies reativas de oxigénio (ERO) mitocondrial por um
mecanismo baseado na reciclagem de ADP. Nessa tese foi determinado o
papel dessas enzimas na regulacdo da geracdo de ERO mitocondrial em
diferentes tecidos de rato e em cérebros de camundongos de diferentes
idades, relacionando essas atividades aos niveis de enzimas antioxidantes
classicas mitocondriais. As atividades de ambas cinases foram maiores em
cérebro que em outros tecidos de rato, enquanto que as atividades de
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR)
foram maiores nas mitocondrias de figado e rim. As atividades de
manganés superoxido dismutase (MnSOD) ndo variaram entre 0s tecidos,
com excecdo das mitocondrias de coragédo, onde estas sdo altas. A ativacao
das cinases mitocondriais por 2-deoxiglicose (2-DOG) e creatina (Cr)
aumentou a reciclagem de ADP, e conseqientemente a respiracdo, por
estimular a fosforilacdo oxidativa. A geracdo de H,O, induzida por
succinato foi maior nas mitocondrias de cérebro do que nas de rim e
coracdo, e ainda menor nas mitocondrias de figado. O potencial de
membrana mitocondrial (AW, e a producdo de peroxido de hidrogénio
(H20,) diminuiram com a adi¢cdo de 2-DOG ou Cr em cérebro e rim, mas
ndo em figado. A inibicdo da producdo de H,O, por 2-DOG e Cr
correspondeu a quase 100% em cérebro de rato e a aproximadamente 70%
em mitocondrias de rim e coragdo. Em mitocondrias de cérebro de
camundongos em desenvolvimento (1 a 60 dias de vida), as atividades das
cinases aumentaram com a idade, enquanto a atividade de CAT diminuiu.
A geracdo de H,O, mitocondrial, induzida por succinato, também aumenta
com a idade, ficando mais susceptivel as atividades das cinases.
Finalmente, os resultados sugerem que as atividades da mt-HK e da mt-CK
sd0 um potente mecanismo antioxidante preventivo em mitocondrias com
baixas atividades de peroxidases, complementando as atividades das
enzimas antioxidantes classicas contra o estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Mitochondrial hexokinase (mt-HK) and creatine kinase (mt-CK)
activities have been recently proposed to reduce the rate of mitochondrial
reactive oxygen species (ROS) generation through an ADP-recycling
mechanism. Here, we determined the role of these enzymes in regulate
mitochondrial ROS generation in different rat tissues and in the brain of
mice at different ages, relating them to the levels of classical antioxidant
enzymes. The activities of both kinases were significantly higher in the
brain than in other rat tissues, whereas the activities of catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) were higher
in both liver and kidney mitochondria. In contrast, manganese superoxide
dismutase (MnSOD) activity was not significantly different among these
tissues, with exception of heart mitochondria that showed high activities of
this enzyme. Activation of mitochondrial kinases by addition of their
substrates increased the ADP-recycling and thus the respiration by
enhancing the oxidative phosphorylation. Succinate induced hydrogen
peroxide (H,O;) generation was higher in brain than in kidney and heart
mitochondria, and the lowest in liver mitochondria. Mitochondrial
membrane potential (A¥,,) and H,O, production, decreased with additions
of 2-DOG (2-deoxyglucose) or Cr (creatine) to respiring brain, kidney
mitochondria but not to liver. The inhibition of H,O, production by 2-DOG
and Cr correspond to almost 100% in rat brain and about 70% in kidney
and heart mitochondria. In developing mice brain mitochondria (1-60 days
after birth), mt-HK and mt-CK activities significantly increase with aging,
whereas CAT displays an age-dependent decline. Mitochondrial ROS
production, induced by succinate, also increased with age, becoming more
susceptible to the kinases activities. Together our data suggest that
mitochondrial kinases activities are potent preventive antioxidant
mechanism in mitochondria with low peroxidase activities, complementing
the classical antioxidant enzymes against oxidative stress.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO
1.1 A mitocbndria e a fosforilacdo oxidativa

As primeiras observagdes realizadas acerca das organelas que
conhecemos atualmente como mitocéndrias datam de meados do século
XIX, e foram feitas por diversos citologistas que as descreveram como
elementos granulares e inclusdes presentes no citoplasma de diferentes
tipos celulares (LEHNINGER, 1965). Nessa época diversos nomes foram
dados a essa organela, bem como lhe foram atribuidas varias possiveis
fungbes. Algumas deécadas mais tarde, ap0s desenvolver estudos
sistematicos em celulas de mdsculo estriado, Kolliker descreveu uma
disposicdo caracteristica para esses granulos no sarcoplasma dessas fibras
musculares, e realizou os primeiros isolamentos dessas organelas do resto
da estrutura celular, demonstrando que elas possuiam uma membrana e que
inchavam quando eram colocadas em agua (LEHNINGER, 1965). Dai em
diante o desenvolvimento de técnicas de coloracdo especificas para
identificacdo desses granulos, por Altmann (1890), Benda (1898) e
Michaelis (1890), permitiram a constatacdo de que esse conjunto de
granulos formava fios dentro das células, o que deu origem ao nome
mitocondria (do grego, mitos, filamento ou fio; e chondros, fibra) (Benda,
1898), e impulsionaram novos estudos buscando determinar suas funcdes
(LEHNINGER, 1965). A observacdo de Benda sobre a estrutura das
mitocondrias foi confirmada anos mais tarde atraves do estudo de tecidos e
células em cultura por microscopia otica com contraste de fase, e pequenos
filmes feitos para acompanhar o comportamento das células em cultura.

Estes revelaram a existéncia de uma rede mitocondrial, e que as
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mitocondrias mudam constantemente de forma, tamanho e localizagdo na
célula (LEWIS e LEWIS, 1914).

Entretanto, apenas apds o advento da microscopia eletronica em
meados do século XX, foi possivel visualizar mais detalhadamente a
estrutura dessa organela. As primeiras observacGes de mitocondrias
isoladas utilizando esta técnica foram feitas por Claude e Fullam em 1944
(PERKINS e MCCAFFERY, 2007), e abriram caminho para uma seérie de
outros estudos por microscopia eletrénica visando a elucidacdo da estrutura
e da funcdo dessa organela.

Atualmente a estrutura da mitocondria ja se encontra bem descrita na
literatura, sendo estas organelas constituidas por um sistema de
membranas, que as dividem em dois compartimentos: 0 espago
intermembranar, localizado entre a membrana interna e a externa, e a
matriz mitocondrial, densamente rica em proteinas e delimitada pela
membrana interna (Fig.1 e 2) (LOGAN, 2006; MANNELLA, 2006). A
membrana externa € normalmente permeavel a metabolitos com peso
molecular menor que 7 kDA, porém ndo a proteinas, o que permite
determinar a permeabilizacdo dessa membrana observando a translocagédo
de proteinas do espaco intermembranar para o citoplasma celular. A
membrana mitocondrial interna apresenta uma superficie muito maior do
que a membrana externa, possuindo invagina¢des denominadas cristas (Fig.
1 e 2) (MANNELLA, 2006; RASMUSSEN, 1995; MUNN, 1974; MANNELLA et al,
1994; MANNELLA et al, 1997; PERKINS et al, 1997). A membrana interna €
normalmente impermeavel a ions e a agua, sendo a sua permeabilidade

medida através de meétodos fisico-quimicos capazes de determinar a
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capacidade da membrana de manter um gradiente eletroquimico ou separar

solutos de baixo peso molecular.
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Espaco intermembranar Membrana externa CTistas
Matriz M
embrana &
i v
interna /\ o®

FIGURA 1. Representacdo esquematica dos compartimentos da mitocondria
(Adaptado do livro Molecular Cell Biology (207)).
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FIGURA 2. Tomografia 3D com microscopia eletronica de uma mitocondria de
cerebelo de pinto (A). Varias caracteristicas estruturais dessa mitocondria estdo
destacadas, identificadas e em maior aumento, com a indicagdo das médias de suas
dimensbes estimadas a partir da area completa das tomografias. (B) Modelo
computacional gerado a partir da figura A, que mostra as cristas mitocondriais em
amarelo, a membrana interna mitocondrial em azul claro e a membrana externa
mitocondrial em azul escuro. (Adaptado de FREY e MANNELLA, 2001).
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Didmetro da jun¢io
das cristas 28 nm

Distancia entre as
membranas interna
e externa 20 nm

Largura das
cristas

Didmetro dos sitios
de contato 14 nm

Largurados
contatos 14 nm
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As mitocondrias podem apresentar morfologias drasticamente
diferentes dependendo do tipo celular onde se encontram, ou até mesmo
quando estdo na mesma celula. Sua forma pode variar de pequenas esferas
ou bastdes curtos, a longas estruturas tubulares (RASMUSSEN, 1995; MUNN,

1974; MANNELLA et al, 1994; MANNELLA et al, 1997; PERKINS et al, 1997;
PERKINS e FREY, 2000; FREY e MANNELLA, 2001). Como sdo organelas

extremamente dinamicas, elas se movem continuamente atraves do
citoesqueleto celular, e freqlientemente se fundem e se dividem (Fig. 3).
Esses processos sdo importantes para a manutencdo das funcdes
mitocondriais e parecem estar relacionados com o estado metabdlico das
celulas (BENARD et al, 2007). S&o fundamentais também na divisédo e na
diferenciacdo celular, e durante o processo de apoptose. Ao longo da tltima
década, diversos componentes envolvidos nessa dindmica mitocondrial
foram identificados e caracterizados funcionalmente. Isso inclui elementos
da maquinaria de fusdo e fissdo mitocondriais, bem como proteinas
responsaveis pela manutencédo da sua forma tubular e motilidade, tais como
GTPases, cinases e fosfatases, envolvidas também em vias de sinalizagdo
intracelular, e proteinas requeridas na manutencdo da estrutura da
membrana interna mitocondrial (DETMER e CHAN, 2007).
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Mfn-null iy i v, [ orr8A

FIGURA 3. Os processos de fusdo e fissdo mitocondrial regulam a morfologia da
mitocondria. O comprimento, tamanho e conectividade mitocondriais s&o determinados
pelas taxas de fusdo e fissdo mitocondrial. Nas células selvagens (B), as mitocondrias
formam tdbulos de comprimento varidvel. Na auséncia de fusdo mitocondrial como, por
exemplo, em células que ndo expressam mitofusina (Mfn) 1 e 2 (A), a populacdo de
mitocdndrias se encontra fragmentada. Ao contrario, o decréscimo da fissdo em relacdo
a fusdo pela super expressdo de DRP1, resulta em mitocdndrias muito alongadas e
altamente interconectadas (C). A barra de escala corresponde a 10 um. A morfologia
mitocondrial foi monitorada por coloragdo com Mitotracker, e imunofluorescéncia
utilizando anticorpo Anti-DRP1. (Adaptado de DETMER e CHAN, 2007).
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Dentre as proteinas envolvidas na fusdo mitocondrial em mamiferos
destacam-se no minimo trés GTPases: a mitofusina 1 (Mfnl), a mitofusina
2 (Mfn2) (CHEN e CHAN, 2005; CHEN et al, 2003) e a Opa 1 (SATOH et al,
2003; CIPOLAT et al, 2004). J& o processo de fissdo mitocondrial depende do
recrutamento de outras proteinas, como a DRP1 (SMIRNOVA et al, 2001),
uma GTPase da familia das dinaminas, e a FIS1 (DETMER e CHAN, 2007;
CHAN, 2006), uma proteina integral da membrana mitocondrial externa, que
parece estar envolvida no recrutamento de DRP1 para os sitios de fisséo.

Toda essa dinamica estrutural da mitocondria correlaciona-se com
seus parametros bioenergéticos e as fungdes que esta organela desempenha
nas células. A bioquimica da mitocondria tem sido objeto de intensa
investigacdo durante os ultimos 60 anos, tendo sido demonstrado que esta
organela desempenha um papel fundamental na manutencdo de diversas
atividades celulares. Dentre as diversas fun¢des da mitocéndria podemos
citar a respiracdo celular acoplada a sintese de adenosina trifosfato (ATP), a
modulacdo do estado redox celular, a regulacdo osmdtica celular, o
controle do pH celular, a manutengdo da homeostasia de calcio no citosol, a
sintese de DNA, RNA e proteina, o reparo de DNA, a termogénese (em
alguns casos), geragdo e detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e a sinalizacéo intracelular, além de um papel essencial no processo
de apoptose (LIN e BEAL, 2006; KROEMER et al, 2007).

Grandes descobertas sobre a bioenergética mitocondrial marcaram a
historia da bioguimica no ultimo século. Dentre elas podemos destacar a
descri¢do do ciclo dos &cidos tricarboxilicos por Hans Krebs na década de
1930 (KREBS, 1940), da cadeia de transporte de elétrons e da fosforilagcdo
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oxidativa entre as décadas de 1950 e 1960, e a proposicdo da teoria
quimiosmotica por Peter Mitchell em 1961 (MITCHELL, 1966).

A mitocdndria é considerada a principal organela transdutora de
energia em células eucaridticas. E nesta organela que ocorre a fase aerdbica
do catabolismo de hexoses, acidos graxos e alguns aminoacidos, que sédo
oxidados a moléculas de acetil-coenzima A (acetil-CoA) e alimentam as
reacOes do ciclo dos acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs), gerando o
potencial redutor a ser utilizado na fosforilagdo oxidativa (FosOXx).

E na membrana interna mitocondrial que se localizam os complexos
enzimaticos que formam a cadeia transportadora de elétrons (CTE) (Fig. 4)
(BOEKEMA e BRAUN, 2007), responsavel pela respiragdo mitocondrial, que é
0 processo que oferece o maior rendimento em nivel de armazenamento de
energia na forma de ATP. Esse processo, conhecido como fosforilagéo
oxidativa (FosOx) compreende reacdes de oxidacdo e reducdo atraves das
quais dois aceptores de elétrons, a B-nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD*, forma oxidada) e a flavina adenina dinucleotideo (FAD", forma
oxidada), que foram gradativamente reduzidos durante o catabolismo de
glicose e a via de oxidacdo de acidos graxos, sdo regenerados ao
transferirem seus elétrons ao oxigénio (O;) formando agua (H,O). Esses
elétrons, porém, ndo sdo transferidos diretamente das moléculas de NADH
e FADH, para o O,, sendo transportados através dos complexos protéicos

inseridos na membrana interna mitocondrial formadores da CTE.
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Espaco
Intermembranas

Fosforilacio oxidativa

SUCCINATO FUMARATO
NADH NAD+

POTENCIAL Sintese de ATP POTENCIAL
QuiMICO w via forga <_I ELETRICO ATP
(ApH) préton-motriz (AYP)

FIGURA 4. Representacdo da CTE localizada na membrana interna mitocondrial.
llustragdo das reagdes da FosOx, da formagdo do AW, através do bombeamento de H*
através do complexo I, 11l e 1V, e da reacdo de sintese de ATP pela FoF1 ATP sintase,
impulsionada pela forca proton-motriz resultante da formacdo de um gradiente
eletroquimico através da membrana mitocondrial interna. Os complexos estdo
representados em fita cristalografica (FREY e MANNELLA, 2001).
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Na maior parte dos organismos aerébios, a CTE € composta por
quatro complexos oxidoredutase: a NADH desidrogenase (complexo 1), a
succinato desidrogenase (complexo Il), a citocromo c¢ redutase (complexo
I1I) e a citocromo c¢ oxidase (complexo 1V); e a F,Fy ATP sintase
(complexo V) (Fig. 4). Esses complexos possuem tamanhos bastante
variaveis, sendo formados por inumeras subunidades e apresentando

diversos grupos prostéticos (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicdo dos complexos oxidoredutase da CTE mitocondrial.

COMPLEXOS OXIDOREDUTASE DA CTE MITOCONDRIAL

Complexos Massa Numero de Grupo(s)

enzimaticos (kDA)  subunidades prostéticos Refs.
I-NADH 850 43 FMN, Fe-S  PAPA et al,2002
desidrogenase

I1-Succinato LANCASTER e
desidrogenase 140 S FAD, Fe-S KROGER, 2000
I1I-Ubiquinona:

citocromo ¢ 250 11 Heme, Fe-S ZHANG et al,1998
oxidoredutase

I\VV—citocromo ¢ 160 13 Heme, Cup, STIBUREK et al,
oxidase Cug 2006

13
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Os complexos | e Il transferem elétrons do NADH ou do FADH;
para a ubiquinona, a qual acredita-se que se difunda livremente pela
membrana mitocondrial interna. O complexo Ill, por sua vez, transfere
elétrons do ubiquinol (ubiquinona reduzida) para o citocromo ¢, uma
pequena proteina encontrada no espaco intermembranas. Finalmente, o
complexo IV transfere elétrons do citocromo ¢ para o oxigénio molecular.
Trés dos quatro complexos oxidoredutase acoplam o transporte de elétrons
com o bombeamento de protons da matriz mitocondrial para o espacgo
intermembranas (MITCHELL, 1966; REID, 1966), sdo eles o complexo I, Ill e
IV (Fig. 4). Assim, estabelece-se uma forga proton-motriz (Ap), medida em
milivolts (mV), constituida de um gradiente de pH (ApH) ¢ um potencial
elétrico transmembranar, também chamado de potencial de membrana
(AY), que favorece energeticamente a passagem de prétons do espago
intermembranar para a matriz, e é definida pela seguinte equacao:

Ap = AY - ZApH, onde Z = (RT In10) / F =59 mV (a 25°C)

O componente da energia potencial mitocondrial que mais contribui
para 0 aumento da Ap € 0 AY, uma vez que em mitocondrias de mamiferos
que se encontram no estado ndo fosforilante, Ap corresponde a
aproximadamente 220 mV, dos quais 180 mV originam-se do AY e apenas
40 mV do ApH.

O gradiente de prétons gerado é utilizado pela F,F; ATP sintase
(complexo V) para catalisar a formacdo de ATP através da fosforilacdo de
adenosina difosfato (ADP) por um equilavente de fosfato inorganico (P;). A
membrana mitocondrial interna é impermeavel aos protons armazenados no
espaco intermembranar, entdo os protons fluem de volta & matriz atraves da

ATP sintase fornecendo a energia livre (G) necessaria a sintese de ATP
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(Fig. 4). A FF1 ATP sintase é formada por duas porgdes distintas, uma
ligada @ membrana interna mitocondrial (F,) que estd envolvida na
translocacdo dos protons, e uma porc¢édo soltvel na matriz mitocondrial (F,),
responsavel pela sintese ou pela hidrolise de ATP (Fig. 4). Essa enzima
possui uma quantidade variavel de subunidades dependendo do modelo de
estudo (BOYER, 1997).

O aporte de oxigénio, a disponibilidade de potencial redutor nas
formas de NADH e FADH,, e a disponibilidade de ADP séo o0s principais
fatores que regulam o fluxo de elétrons pela CTE e a velocidade de sintese
de ATP pela mitocondria. Quando o complexo IV transfere os elétrons do
citocromo c¢ para o oxigénio molecular, completando a formagédo do
gradiente de prétons necessario para a atividade fosforilativa da ATP
sintase, acopla-se a sintese de ATP ao consumo de oxigénio. A diminuigéo
do fluxo de elétrons através da CTE pode levar a um aumento no tempo de
vida de intermediarios reduzidos capazes de transferir elétrons ao O, sem 0
envolvimento da citocromo oxidase (complexo 1V). Esta reducédo de O, em
sitios alternativos ao do complexo IV € incompleta, favorecendo a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que sdo subprodutos

altamente danosos as células.
1.2 Producéo de espeécies reativas de oxigénio na mitocondria

Em tecidos saudaveis, a mitocondria é responsavel pelo consumo de
aproximadamente 90% de todo o oxigénio consumido pelo organismo.
Sabe-se que uma pequena porcdo (1-2%) desse oxigénio é reduzido de

forma incompleta e gera espécies reativas, tais como superoxido (O, ) e
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peréxido de hidrogénio (H,O;) (ANDREYEV et al, 2005; TURRENS, 2003 ;
ADAM-VIZI e CHINOPOULOS, 2006).

As primeiras observacdes sobre producdo de ERO em fragmentos de
mitocondria foram publicadas por Jensen em 1966 (JENSEN, 1966), mas
passaram praticamente despercebidas até 1971 quando Loschen, Flohe e
Chance (LOSCHEN, 1971) demonstraram que a adi¢do de succinato a
mitocondrias de coragdo de pombos estimulava a producdo de H,0,. Os
trabalhos seguintes do grupo de Britton Chance demonstraram
sistematicamente que mitocondrias metabolicamente competentes geram
ERO (BOVERIS e CHANCE, 1973). Portanto, a geracéo intracelular de ERO ¢
um processo inevitavel, e até muitas vezes fisiologicamente importante
(SKULACHEV, 1996) para 0 organismo, como por exemplo em processos
celulares de defesa contra patdgenos, e regulacdo de fatores de transcri¢do
de genes envolvidos com o ciclo celular, onde as ERO tém uma funcgéo
importante de sinalizacdo (DROGE, 2002; BOGDAN et al, 2000).

Multiplos sitios geradores de ERO ja& foram descritos em
mitocondria, nove ao todo (Fig. 5) (ANDREYEV et al, 2005), porém entre eles

destacam-se dois: os complexos | e 11l da CTE.
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FIGURA 5. Esquema ilustrando os sitios de producdo de ERO na mitocdndria.
Abreviaturas: COX, citocromo ¢ oxidase; c, citocromo c; C-1l1l, Complexo Ill; SDH,
succinato desidrogenase; ACO, aconitase; Q, coenzima Q; DHOH, dihidroorotato
desidrogenase; KGDHC, complexo a-cetoglutarato desidrogenase; oGDH, a-
glicerolfosfato desidrogenase; PDHC, complexo piruvato desidrogenase; IDH, isocitrato
desidrogenase, dependente de NAD"; MDH, malato desidrogenase; IDH1, isocitrato
desidrogenase, NADP*-dependente; ME, enzima malica, NADP'-dependente; C-I,
Complexo I; TH, transidrogenase; Cyt. b5 reductase, citocromo b5 redutase; MAOs,
monoamino oxidases A e B; OM, membrana mitocondrial externa; IM, membrana
mitocondrial interna. As estrelas indicam os sitios de producdo de ERO. (Adaptado de
Andreyev et al, 2005).
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Estudos mecanisticos demostram que ainda ndo ha um consenso
sobre o sitio de produgdo de ERO no complexo | (Fig. 6) (LENAZ, 2001;
KUSHNAREVA et al, 2002; LIU et al, 2002). Uma das hipdteses € que a reagdo
de formacdo de O,  por esse complexo envolva a geracdo de um
intermediario reativo semi-reduzido, a ubisemiquinona, que seria
responsavel entdo pela reducdo incompleta do oxigénio molecular a
superdxido (CADENAS et al, 1977), durante a reacdo catalizada por esse
complexo enzimatico de oxidacdo do NADH usando a coenzima Q
(ubiquinona) como aceptor de elétron. Outros estudos com particulas
submitocondriais e complexo | isolado, identificaram um sitio formador de
ERO entre a flavina e o sitio de ligacdo de rotenona (inibidor especifico do
transporte de elétrons no complexo 1) (TAKESHIGE e MINAKAMI, 1979;
GENOVA et al, 2001; HINKLE et al, 1967; HERRERO e BARJA, 2000), enquanto
outros estudos sugerem que haja nessa regido mais de um sitio gerador de
ERO (KANG et al, 1983). Ja outros grupos acreditam que o ERO seja
produzido pela propria flavina (LIU et al, 2002; STARKOV e FISKUM, 2003),
ou especificamente por um dos seus centros ferro-enxofre (HERRERO e
BARJA, 2000; GENOVA et al, 2001), ou ainda por um complexo formado por
um radical NAD® semi-reduzido ligado a flavina (Fig. 6)
(KRISHNAMOORTHY e HINKLE, 1988).
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FIGURA 6. Representacdo da CTE, evidenciando os possiveis sitios de producao de
ERO no complexo |I. Abreviagbes: (IM) membrana mitocondrial interna; (SDH)
succinato desidrogenase; (C-I11) complexo IlI; (c) citocromo c; (COX) citocromo ¢
oxidase; (FMN) flavina mononucleotideo; (N-1a, N-1b, N-2 ,N-3, N-4, N-5) centros
ferro-enxofre do complexo I; (CoQ) coenzima Q. (Adaptado de Andreyev et al, 2005).
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O complexo Il da CTE é um complexo enzimatico que oxida a
coenzima Q (QH,) utilizando o citocromo ¢ como aceptor de elétrons. A
oxidacdo da coenzima Q compreende um conjunto de rea¢des conhecido
como “ciclo-Q” que é acoplado a translocagdo vetorial de prétons através
da membrana interna, gerando potencial transmembrana (Fig. 7) (revisado
em TRUMPOWER, 1990). Esse complexo é responsavel por uma robusta
producdo de O, (TURRENS e BOVERIS, 1980; GRIGOLAVA et al, 1980;
LOSCHEN et al, 1974; DIONISI et al, 1975; BOVERIS et al, 1976), que ap0s isso é
rapidamente dismutado enzimaticamente formando H,0, (KSENZENKO et
al, 1983). Esse mecanismo de producdo de ERO tem sido vastamente
investigado (BOVERIS e CHANCE, 1973; CADENAS et al, 1977; GRIGOLAVA et
al, 1980; BOVERIS et al, 1976; KSENZENKO et al, 1983; TURRENS et al, 1985), e
h& um consenso de que uma semiquinona (Q") instavel formada no sitio Q,
seria a responsavel pela formacgédo de O," , como inicialmente sugerido por

Rich e Bonner (RICH e BONNER, 1978).
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Antimicina B9 Matriz Mitocondrial

FIGURA 7. Modelo de oxidagdo da coenzima Q, “ciclo-Q”. Esquema ilustrando o
mecanismo de producdo de O;" no complexo Il da CTE. A reagdo inicia com a
oxidacéo da CoQ quinol (QH2) numa reacdo de transferéncia de elétrons bifurcada no
sitio Q.- do complexo 111. O primeiro elétron é transferido para uma cadeia com elevado
potencial de reducéo formada por proteinas com centros ferro-enxofre (PFS), citocromo
cl e citocromo c, e posteriormente a citocromo ¢ oxidase. A semiquinona formada é
instavel. E nessa etapa que pode haver o escape indevido do elétron, reduzindo o0 O; e
formando o anionte O,", ou a reacdo seguir corretamente e esse segundo elétron ser
doado para a cadeia de baixo potencial de reducdo, formada por dois citocromos b que
conduzem o elétron para o sitio Qi.. Neste sitio, estes elétrons reduzem outra molécula
de CoQ. Para fornecer os dois elétrons requeridos a completa reducdo da CoQ quinona
no sitio Q. ,0 sitio Q,- oxida duas QH, em duas etapas sucessivas. O primeiro elétron do
sitio Qi. gera uma semiquinona estavel (Q;") que é reduzida a quinol (QH,) pelo

segundo elétron. (Adaptado de Andreyev et. al., 2005).
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Em oposigdo ao que ocorre nestes sitios da CTE (complexos | e 111),
os intermediarios de oxigénio parcialmente reduzidos no complexo IV, nédo
sdo liberados para o meio intracelular, e isto pode ser explicado pela
presenca de fons Fe** e Cu®* no sitio catalitico da citocromo ¢ oxidase que
mantém o oxigénio retido em seu interior até sua reducdo completa. Assim,

0 complexo IV ndo contribui para a formacdo de ERO pela mitocéndria.
1.3 Mecanismos de detoxificacdo de ERO da mitocondria

As mitocondrias de mamifero possuem uma variedade de
mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007; KARIHTALA e SOINI, 2007).

Os mecanismos ndo enzimaticos de protecdo contra ERO podem ser
hidrofébicos ou hidrofilicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Dentre os
mecanismos hidrofilicos pode-se destacar o de defesa via a-tocoferol (TP),
que evita a peroxidacdo dos lipideos de membrana. O TP é um lipideo
solavel que se intercala nas membranas celulares evitando a propagacéo da
peroxidacdo lipidica, por reagir diretamente com o radical livre
neutralizando-o. Este composto pode ser regenerado pela coenzima Q
reduzida encontrada ha membrana, ou por acido ascérbico solivel em agua,
na interface agua/membrana (PACKER et al, 2001; LASS et al, 1999).

Como exemplos de controle antioxidante via compostos hidrofilicos,
pode-se destacar a agdo do &cido ascorbico (LI et al, 2001), da glutationa
reduzida (GSH) (PASTORE et al, 2003; DRINGEN, 2000) e do citocromo ¢
(HACKENBROCK et al, 1986; MCCORD e FRIDOVICH, 1970). O 4&cido
ascorbico é encontrado em concentracfes de aproximadamente 0,1 a 0,2

mM em mitocondrias de tecidos de mamiferos, sendo capaz de reagir e
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neutralizar por reducdo direta, diversos tipos de espécies reativas (LI et al,
2001). As mitocondrias sdo sitios de regeneracdo do ascorbato oxidado, que
é promovida pelas enzimas citocromo b5 redutase dependente de NADH, e
outras desidrogenases dependentes de NADH componentes do ciclo de
Krebs.

A GSH age como cofator de enzimas envolvidas na detoxificacdo de
espécies reativas e encontra-se envolvida em muitos outros processos
metabdlicos, incluindo o metabolismo de acido ascorbico, e a prevengéo
direta da oxidacdo e da formacéo de ligacdes cruzadas de grupos —SH de
proteinas. A GSH pode atuar também quelando ions cobre, diminuindo
assim sua disponibilidade para a geracdo de espécies reativas (LEBOVITZ et
al, 1996; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

O citocromo ¢ pode atuar como um removedor de radicais O,” do
meio. Sua concentracdo no espaco intermembranar € de aproximadamente
0,7 mM (HACKENBROCK et al, 1986) e ele pode ser reduzido pela cadeia
respiratoria ou por radicais O,” (MCCORD e FRIDOVICH, 1970), sendo
regenerado pela atividade da citocromo ¢ oxidase.

Os mecanismos antioxidantes enzimaticos sao responsaveis por lidar
com o ERO primario gerado na mitocdndria, que consiste em espécies O,
e H,0,. Dentre esses mecanismos podemos destacar a acdo das seguintes
enzimas: manganés superoxido dismutase (MnSOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) (Fig. 8); as

peroxiredoxinas (Prx, Trx) e a glutationa-S-transferase.
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FIGURA 8. Representacdo de reagdes enzimaticas que envolvem o radical O, e
H,O, nas mitocondrias. Reagdes das enzimas antioxidantes manganés superéxido
dismutase (MnSOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase
(GR), peroxiredoxina 3 (Prxlll), tioredoxina (Trx) e tioredoxina redutase (TrxR).
Reacdo de Fenton mediada pelo fon Fe?*, formando o radical hidroxila (OH).(Adaptado
de ECHTAY, 2007).
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As superoxido dismutases (SODs) sdo as enzimas responsaveis pela
primeira linha de defesa antioxidante contra a geracdo de ERO,
particularmente contra o radical O, (FRIDOVITCH, 1995). Até 0 momento,
encontram-se descritas trés isoformas de SOD em mamiferos. Duas delas
conttm Cu e Zn em seus sitios cataliticos, e se localizam em
compartimentos intracelulares citoplasmaticos (CuzZn-SOD ou SOD1), ou
no meio extracelular (EC-SOD ou SOD3). A SOD1 ja foi descrita em
citoplasma, compartimentos nucleares e lisossomos de células de mamifero
(FRIDOVITCH, 1995). A SOD3 tem alta afinidade por heparina, e foi
detectada no plasma humano, linfa e fluido cerebro-espinhal (FRIDOVITCH,
1995). A terceira isoforma de SOD (MnSOD ou SOD2) contém Mn no seu
sitio catalitico. A MnSOD é uma enzima que se localiza exclusivamente na
matriz mitocondrial, e sua funcdo é promover a dismutacdo do radical O,
em H,0O,, protegendo desta forma as enzimas mitocondriais que contém
centros ferro-enxofre de ataques oxidativos (GARDNER et al, 1995). A reacao
catalizada por essa enzima € a seguinte:

20,7 +2H" —» 0, + H,0,

A MnSOD néo requer o uso de cofatores para sua atividade, portanto
a eficiéncia desse sistema € determinada apenas pela quantidade de enzima
presente. A ubiquidade das SODs sugere a importancia do O," como
subproduto téxico do metabolismo oxidativo. O O, possui per se um
potencial danoso significativo, independente da formagdo de outras
espécies reativas das quais ele é precursor, como o H,O, e o radical
hidroxila (OH") (Fig. 8). Sua meia vida é de apenas 50 ps e sua distancia de
difusdo de aproximadamente 320 nm (FRIDOVICH, 1986). Estima-se que a

concentracéo fisioldgica de O, seja da ordem de 10™° M, ou menos, em
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organismos gque contém MnSOD, enguanto que em E. coli, que ndo contém
essa enzima, essa concentracdo sobe para aproximadamente 107 M,
comprovando a eficicia da enzima mesmo em meios com baixa
concentracdo de O,” (FRIDOVICH, 1995). A atividade de MnSOD encontra-
se em geral distribuida por todos os tecidos de mamiferos; em
camundongos, essa atividade é maior em figado e rim, seguidos por
cerebro, masculo, coragdo e baco, sendo 0s menores niveis de atividade
detectados em pulmado, que pode chegar a ter vinte vezes menos atividade
que o figado (VAN REMMEN et al, 1999).

A dismutacdo do O, leva a formacdo de outra espécie reativa de
oxigénio, o H,O, que per se pode ser toxico, ou dar origem a outra espécie
altamente reativa o radical OH", atraves da reacdo de Fenton (Fig. 8), que
ocorre na presenca de metais de transicdo como Fe?* e Cu®. O radical OH’
é muito reativo, sendo a sua meia-vida da ordem de 10® segundos em
condicdes fisioldgicas (PRYOR, 1986). Duas enzimas sdo majoritariamente
responsaveis pela detoxificagdo do H,O, em mamiferos, a CAT e a GPx
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

A CAT converte 0 H,0, em O, e H,0, catalizando a seguinte reagéo:

2 H,0, —» 2 H,0 + O,

Em tecidos de murinos, a atividade de CAT é maior em figado,
seguido pelo rim, pulmao, coracdo e por ultimo o cérebro (HO et al, 2004). O
fato da CAT estar preferencialmente localizada nos peroxissomos e possuir
baixa afinidade por H,0O,, sugere que outros mecanismos possam agir em
conjunto com ela visando a remocdo do H,0, intracelular. Dois trabalhos
recentes demonstraram apods estudos sistematicos utilizando mitocondrias

altamente  purificadas em  gradiente  descontinuo de ficoll,
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comprovadamente livres de contaminagdes por peroxissomos e membranas
microssomais, a presenca de CAT na matriz mitocondrial de células
cardiacas e hepaticas (RADI et al,1991; SALVI et al, 2007). Portanto acredita-se
que a remocdo de H,O, ocorra pela acdo conjunta da CAT com outra
peroxidase, a fosfolipideo hidroperoxido glutationa peroxidase (GPx), que
tem uma constante de afinidade (K;,) bem mais baixa para H,O, do que a
CAT, sendo muito eficiente na decomposicdo dessa espécie reativa mesmo
quando ela se encontra em baixas concentracfes (ANTUNES et al, 2002).

A GPx ¢é uma selenoenzima, que pertence a familia das glutationas
peroxidases e utiliza glutationa como fonte de equivalentes redutores. Sua
baixa seletividade permite que essa enzima reduza diversos substratos, tais
como fosfolipideos hidroperéxidos, H,0,, peroxidos de colesterol
(MAIORINO et al, 1991; THOMAS et al, 1990) e peroxido de timina (BAO et al,
1997). Essa enzima cataliza a seguinte reagéo:

H,0, + 2 GSH —» GSSG

E a Unica enzima que se conhece, capaz de reduzir fosfolipideos
peroxidados em membranas (IMAI e NAKAGAWA, 2003). A GPx é capaz de
utilizar diferentes doadores de elétrons para reduzir o H,O, a agua. O
principal deles é a glutationa reduzida (GSH), que reage com H,O; indo
para sua forma oxidada (GSSG).

A manutencdo dos niveis de GSH é fundamental para a capacidade
antioxidante mitocondrial, especialmente quanto a atividade de GPx. O
GSSG ndo pode ser exportado para o citosol (OLAFSDOTTIR e REED, 1988),
tendo que ser reduzido novamente a GSH dentro da matriz mitocondrial.
Essa reducgéo é catalisada por uma enzima especifica, a glutationa redutase
GR, presente na matriz mitocondrial (KOZHEMIAKIN et al, 1993;
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ZOCCARATO et al, 2004; PANFILI et al, 1991; KELNER e MONTOYA, 2000), pela
reacao a seguir:
GSSG + NADPH + H — 2 GSH + NADP’

A GR utiliza o NADPH intramitocondrial como fonte de
equivalentes redutores. O NADPH mitocondrial € regenerado
majoritariamente por duas vias, que sdo: reducdes substrato-dependentes
via desidrogenases da matriz mitocondrial (isocitrato desidrogenase e
enzima malica) (KIRSCH e DE GROOT, 2001), e a reacdo de transferéncia de
protons dependente da forca préton-motriz, utilizando NADH
intramitocondrial na reducdo de NADP”, catalisada por uma proteina da
membrana interna da mitocondria chamada nicotinamida nucleotideo
transidrogenase (HOEK e RYDSTROM, 1988).

Essas vias de regeneracdo do NADPH ligam a habilidade das
mitocondrias de se defenderem do ERO exdgeno ou gerado
endogenamente, e suas capacidades bioenergéticas e oxidativas. Com isso,
a detoxificacdo do ERO dissipa energia derivada de substratos oxidaveis
tanto diretamente, pela oxidacdo de malato e isocitrato, como
indiretamente, consumindo a forga préton-motriz gerada pela oxidacdo de
outros substratos na matriz mitocondrial (incluindo o malato e o isocitrato).
Nos dois casos, a energia é gasta na detoxificagdo de ERO via NADPH e
GSH em lugar de ser usada para outras fun¢des como a sintese de ATP, por
exemplo. As enzimas envolvidas na reducdo de NADPH séo expressas
diferentemente em tecidos de mamifero, sendo que cada uma delas tem
uma via de regeneracdo de NADPH mitocondrial dominante, dependendo

de suas necessidades e caracteristicas proprias. Isso resulta em respostas
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teciduais diferentes ao ERO ou a outros subprodutos toxicos relacionados
ao ERO (HOEK e RYDSTROM, 1988; KIRSCH e DE GROOT, 2001).

Outras enzimas tambeém participam da detoxificacdo de H,0,,
hidroperoxidos e produtos da peroxidacéo lipidica na mitocondria, séo elas
a glutationa-S-transferase (KIRSCH e DE GROOT, 2001) e as peroxiredoxinas
(e outras oxinas) (RAZA et al, 2002; FUJII e IKEDA, 2002). A glutationa-S-
transferase protege as mitocondrias de varias toxinas, incluindo produtos da
peroxidacéo lipidica como o 4-hidroxinonenal, promovendo a conjugacgéo
de uma molécula de GSH a essa toxina (WOOD et al, 2003; GRIFFITH e
MEISTER, 1985; MARTENSSON et al, 1990; CHEN e LASH, 1998). Diversas
isoformas dessa enzima encontram-se presentes na mitocondria. Ja as
peroxiredoxinas, ou peroxido redutases dependentes de tioredoxina, sao
peroxidases que foram descritas mais recentemente, e que reduzem o H,0,
e hidroperdxidos lipidicos, segundo a reacdo a seguir:

Trx-(SH), + H,0, =2 Trx-S; + H,0

Duas isoformas de peroxiredoxinas (Prx) foram descritas em
mitocondrias de mamiferos, a Prx3 e a Prx5. A capacidade de detoxificacdo
de H,0, dessas enzimas em relacdo a outros mecanismos antioxidantes
mitocondriais ainda ndo estd determinada. Sabe-se que a Prx3 tem uma
distribuicdo ubiqua em vérios tecidos de rato, e que essas enzimas sdo
regeneradas as suas formas ativas pela acdo da tioredoxina dissulfeto
oxidoredutase (Trx2), uma das enzimas que compdem o sistema
tioredoxina mitocondrial. A Trx2 é reduzida pela tioredoxina redutase
(Trx2R) que wutiliza o NADPH intramitocondrial como fonte de
equivalentes redutores, conforme a seguinte reagéo:

Trx-S, + NADPH + H* —» NADP" + Trx-(SH),
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Portanto, as atuacdes das Prxs dependem da eficiéncia bioenergética
da mitocéndria, assim como ocorre com 0s sistemas dependentes de GSH.
Outro membro dessa familia, a glutaredoxina (Grx2), que também catalisa
reacOes de oxidoreducdo de Trx dissulfeto. Esta enzima ndo sO reduz
proteinas dissulfeto, como também liga dissulfetos a moléculas de GSH
(JOHANSSON et al, 2004). As Trxs, TrxR e a Grx sdo proteinas ubiquas
presentes na maioria, sendo em todos os tecidos, e desempenham multiplas
funcdes além de seus papéis como antioxidantes celulares (GROMER et al,
2004; FERNANDES e HOLMGREN, 2004) Porém, pouco se conhece sobre suas
isoformas mitocondriais, Trx2, Trx2R e Grx2, inclusive no que diz respeito
as suas funcdes no combate ao ERO formado na mitocondria.

Apesar de algumas controversias, diversos trabalhos da literatura
demonstram que a inativacdo de enzimas antioxidantes, através de
transgénese ou RNA de interferéncia, resulta em fenotipos mais
susceptiveis ao estresse oxidativo, particularmente quando esses
procedimentos atingem as isoformas mitocondriais dessas enzimas
(GARDNER et al, 1995; HO et al, 2004; SCHRINER et al, 2005; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007). Ao contrario, a superexpressdo dessas enzimas,
principalmente de suas isoformas mitocondriais, levam a uma maior
protecdo dos animais ou das células estudadas contra danos causados por

espécies reativas.
1.4 Regulacéo da formacéo de ERO na mitocondria

Além dos mecanismos de defesa antioxidantes previamente
descritos, as celulas possuem outras estratégias para impedir a formacao de

ERO. O deshalango entre a producdo de ERO e os niveis de defesas
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antioxidantes intracelulares leva ao estresse oxidativo, condigdo que vem
sendo associada a diversos estados patologicos, tais como diabetes e
condicdes de hiperglicemia (PACKER et al, 2001; VAN DEN BERGHE et al,

2001; DA-SILVA et al, 2004; MEYER et al, 2006; BROWNLEE, 2001; RUSSELL et
al, 2002), doengas neurodegenerativas (SOUCEK et al, 2003; NICHOLLS e

BUDD, 2000; MULTHAUP et al, 1997; GIASSON et al, 2002), apoptose
(HOCKENBERY et al, 1993; SKULACHEV, 1998), inflamacdo (HENSLEY et al,
2000), injuria por isquemia-reperfusdo (FISKUM, 1985; KIM et al, 2002) e
sepse (VAN DEN BERGHE et al, 2001).

A geracdo de ERO mitocondrial € dependente, principalmente, dos
niveis do potencial de membrana mitocondrial (A¥y), ja que o potencial
elevado de prétons aumenta a formacdo de O, e H,O, (BOVERIS e
CHANCE, 1973; KORSHUNOV et al, 1997; CADENAS e DAVIES, 2000) por
favorecer o estado reduzido dos complexos I e I1l. Um pequeno decréscimo
nos niveis do A¥,,, dentro de uma faixa préxima a polarizacdo maxima da
membrana interna mitocondrial, reduz significativamente a producdo de
ERO pela mitocéndria (Fig. 9). Portanto, mecanismos capazes de regular o

AYr,, podem prevenir a geracdo de ERO pela CTE mitocondrial.
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FIGURA 9. Influéncia do potencial de membrana mitocondrial na formacédo de
H,0, (Adaptado de KORSHUNOV et al, 1997).
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Diversos compostos podem agir diminuindo o AY,,, dentre eles os
ionéforos de protons desacopladores da FosOx, os acidos graxos e as
proteinas desacopladoras (UCP) (KADENBACH, 2003).

As UCPs sdo proteinas integrais de membrana, pertencentes a
superfamilia das proteinas mitocondriais carreadoras de anions, e se
localizam na membrana interna mitocondrial. Sua forma monomérica tem
peso molecular de aproximadamente 30 kDa, apresentando ambas
extremidades N- e C-terminal voltadas para o espaco intermembranas da
mitocondria. Acredita-se que a forma funcional das UCPs seja a de
homodimero (ECHTAY, 2007).

Os mamiferos expressam cinco proteinas UCP homologas (UCP1-
UCP5), que se encontram distribuidas de forma tecido-especifica. UCP2 e
UCP3 tém 59 e 57% de identidade, respectivamente, com a UCP1, e 73%
de identidade entre si (KRAUSS et al, 2005). A UCP4 e a UCP5 (proteinas
carreadoras de mitocondria de cérebro) sdo largamente expressas no
sistema nervoso central (SANCHIS et al, 1998; MAO et al, 1999) e possuem
muito menos identidade de seqliéncias com a UCP1, sendo suas funcdes
ainda pouco conhecidas. Ja foi descrita também, uma homologia entre as
UCPs e o translocador de nucleotideos de adenina (ANT) presente na
membrana interna mitocondrial.

A UCP1 foi primeiramente identificada no tecido adiposo marrom
(BAT) e é a proteina mais estudada dessa familia (Fig. 10). Estudos
iniciados na década de 1960, utilizando mitocondrias isoladas de BAT,
revelaram a existéncia de uma alta taxa de respiracdo desacoplada nédo
controlada por ADP nessas mitocdndrias, 0 que provoca uma robusta

termogénese mediada pela UCP1 (Fig. 10). Em resumo, o escape de
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protons do espago intermembranas para a matriz mitocondrial através da
UCP1 desacopla a oxidacdo de substratos pela CTE, da sintese de ATP, o
que resulta em um rapido aumento no consumo de O, e conversdo livre da
energia da oxidacdo dos substratos na forma de calor. O BAT é capaz de
regular a termogénese ndo associada a tremor em recem-nascidos,
mamiferos capazes de se aclimatar ao frio e hibernar, e pequenos roedores
(CANNON e NEDERGAARD, 2004).
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FIGURA 10. Mecanismo de producéo de calor mediado pela UCP1. (Adaptado de
ECHTAY, 2007).
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Ja em outros tecidos, o escape de protons provocado pelos os
homologos de UCP1 ndo parece estar relacionado a geracdo de calor, mas
sim ao controle da producdo de O, e outras ERO (Fig. 11). Alguns
trabalhos recentes tém mostrado que a inducdo de estresse oxidativo e o
aumento da produgdo de ERO estimulam a expressdo e o aumento da
atividade de alguns tipos de UCPs (ECHTAY et al, 2002; MATTIASSON et al,
2003; LIU et al, 2006).
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FIGURA 11. Ativacdo da UCP2 por O;" . (A) A producéo de O, pela CTE aumenta,
(B) como resultado da aceleracdo da reducdo parcial do oxigénio molecular nos
complexos | e Ill. O O," entdo ativa a UCP, provavelmente, pela acdo de outros
intermediarios (C), aumentando a volta de prdtons para o interior da matriz
mitocondrial. Isso causa um decréscimo do AW, (D), o que diminui a producdo de O,"
pela CTE. (Adaptado de KRAUSS et al, 2005).
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De fato, o papel das UCPs na fisiologia normal permanece
desconhecido. Sabe-se que essas proteinas sdo fortemente ativadas por
acidos graxos (geralmente liberados dos estoques intracelulares de
triacilglicerois apds estimulos B-adrenérgicos em resposta ao frio), e
inibidas por nucleotideos de purina di- e trifosfatos, tais como ATP, ADP,
GTP e GDP, que se ligam fortemente ao sitio de ligacdo de nucleotideo
presente nessas proteinas.

Dois mecanismos foram propostos para ativacdo das UCPs pelos
acidos graxos. O primeiro modelo € chamado de “modelo de
tamponamento de protons”, e propde que as UCPs possuem um canal de
translocacdo através do qual os protons entrariam na matriz mitocondrial. A
movimentagdo dos protons ocorreria com o0 auxilio de aminoacidos
tamponadores de protons (KLINGENBERG e HUANG, 1999; WINKLER e
KLINGENBERG, 1994).

A outra hipotese, o “modelo de ciclagem de acidos graxos”, sustenta
que os anions de acidos graxos, e ndo 0s protons, sdo transportados para
fora da matriz mitocondrial pela UCP1 (GARLID et al, 1998; SKULACHEV,
1991; JEZEK et al, 1994; GARLID et al, 1996; JABUREK et al, 2001). Na auséncia
de um carreador, anions de acidos graxos de dentro da matriz ndo seriam
capazes de passar a membrana mitocondrial interna. Uma vez que o0 anion
de acido graxo é transportado através da membrana interna pela UCP1, este
aceita um préton no espaco intermembranas e entdo faz o flip-flop de volta
para a matriz através da membrana mitocondrial interna. Na seqliéncia o
proton é liberado na matriz, e a UCP1 transporta o anion de acido graxo
monovalente de volta para o espaco intermembranas, onde o ciclo pode

entéo recomecar.

39



INTRODUCAO

Anion de &ac.
graxo

Bombeamento
de préitons pela
CTE

H*
I

Canal de

translocagéo da

UCP

Ht
b WW. CcooH <-4WWcoo-

Espago
intermembranas

Face externa

hMembrana
— mitocondrial
interna

Face interna

VWW. COOH TMCOO‘ ___ Matriz mitocondrial
H'F

Figura 12. Mecanismos propostos para a ativacdo das UCPs pelos acidos graxos.

(A) Primeiro modelo: “modelo de tamponamento de prétons”. (B) Segundo modelo:
“modelo de ciclagem de acidos graxos” (Adaptado de KRAUSS et al, 2005).
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O AY, também pode ser modulado pelos diferentes estados
respiratorios da mitocéndria, como definido por Britton Chance em 1955
(CHANCE e WILLIAMS, 1955). A figura 13 mostra um esquema desses

estados respiratorios e seus efeitos sobre 0 AW,.
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FIGURA 13. Esquema representando o0s estados respiratérios da
mitocondria e seus efeitos sobre o AW, A linha preta corresponde ao consumo de
oxigénio pela mitocondria (percentagem de O, por minuto), onde 0s nldmeros
representam o: (1) estado 1, mitocdndria sem substrato (na presenca de Pi ); (2) estado
2, respiracdo com substrato limitada pela falta de ADP; (3) estado 3, respiracdo ativada
pela adicdo de ADP; (4) estado 4, todo ADP convertido em ATP, respiragdo diminui;
(5) estado 5, anoxia. A linha vermelha representa o percentual de polarizagdo do AW¥y,
nos diferentes estados respiratorios (representados pelos mesmos nimeros, s6 que em
vermelho). Pode-se observar que ap6s a adi¢do de substrato respiratorio (piruvato, por
exemplo), ha um dréstico aumento do A¥, (estado 2), provocado pelo aumento da
oferta de elétrons para a CTE mitocondrial. O A¥r, diminui cerca de 10 a 20 % com a
adicdo de ADP a mitocondria (estado 3), pois a atividade de fosforilagdo do ADP pela
FoF1 ATPase dissipa 0 A¥r,. Quando todo o ADP é convertido em ATP (estado 4), o

A¥, retorna a valores maximos.
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A taxa fisiologica da producéo de ERO é inversamente proporcional
a disponibilidade de ADP (BOVERIS e CHANCE, 1973; KORSHUNOV et al,
1997), e a diminuicdo nos niveis de ADP (estado 4 da respiracdo
mitocondrial) resulta num aumento do A¥,, , que por sua vez, leva a um
decréscimo na taxa respiratoria mitocondrial, estimulando a producéo de
ERO devido ao estado reduzido dos complexos da CTE. Quando os niveis
de ADP aumentam (estado 3 da respiracdo mitocondrial), 0 inverso ocorre
(KORSHUNOV et al, 1997). Isto se deve a diminuigdo parcial do AW, pela
atividade do complexo da F,F; ATP sintase e a atividade do translocador de
nucleotideos (ANT).

1.5 Cinases mitocondriais e a geragdo de ERO na mitocondria

Da-Silva e colaboradores (2004), e Meyer e colaboradores (2006)
demonstraram recentemente a importancia das atividades de duas enzimas
comumente relacionadas ao metabolismo energético celular, mas que nédo
sdo consideradas como participantes das defesas antioxidantes enzimaticas
celulares, a hexocinase mitocondrial (mt-HK) e a creatina cinase
mitocondrial (mt-CK), na prevenc¢édo da formacdo de ERO durante a FosOx
em mitocondrias de cérebro de rato, em condigdes de hiperglicemia. A
implicagdo desse mecanismo antioxidante preventivo em patologias nas
quais os pacientes apresentam quadros hiperglicémicos, como por exemplo,
a diabetes e a sepse, permanece desconhecida.

A hexocinase (HK) catalisa a transferéncia de um grupamento
fosfato da posicéo y do ATP para o carbono 6 de uma hexose, produzindo
hexose 6-fosfato e ADP. Essa reacao estd exemplificada abaixo, utilizando-

se nesse caso, a glicose e 0 ATP como substratos.
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Glicose+ Mg.ATP — "€ Glicose 6-PO,2 + Mg.ADP + H*

Essa enzima foi descrita pela primeira vez em extratos de levedura
(MEYERHOF, 1927) e desde entdo, verificou-se que é uma enzima ubiqua ao
longo da evolugdo biologica, estando presente em quase todos 0s seres
vivos (CARDENAS et al, 1998), tamanha a importancia de sua funcédo
bioldgica. A atividade da HK inicia vérias vias de utilizagdo de glicose,
dentre elas a via de pentose fosfato, responsavel por gerar potencial redutor

para a célula, a via glicolitica, a sintese de glicogénio, etc (Fig. 14).
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FIGURA 14. Esquema das diversas vias de utilizacdo de glicose iniciadas pela

reacao da hexocinase.
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Em mamiferos, existem quatro isoformas de HK (HK-1 a HK-1V)
diferindo na afinidade por glicose, inibicao por glicose-6-P (G6P) e Pi, e na
distribuicdo subcelular (WILSON, 1997). A isoforma | é a forma
predominantemente expressa em cerebro, eritrocitos, rins e diversos outros
tecidos. A isoforma Il esta presente em masculo, coragédo e adipdcitos. A
isoforma Ill esta distribuida em varios tecidos e a isoforma IV, tambeém
conhecida como glucocinase, é expressa no figado, no pancreas e em
algumas células neuroendocrinas raras. As isoformas | e Il podem estar
tanto associadas a mitocondria quanto solaveis no citosol. A isoforma Il se
situa associada ao nucleo das células e a isoforma IV pode se translocar
entre o0 interior do nucleo e o citoplasma em resposta as variagdes nas
concentracGes de glicose (GOSHANI-HEBRONI e BESSMAN, 1997).

Foi demonstrado que as HK | e HK Il se ligam & membrana
mitocondrial externa, podendo ser dissociadas da mitocéndria dependendo
dos niveis de G6P (BUSTAMANTE e PEDERSEN, 1980; WILSON, 2003). A mt-
HK de mamiferos tem preferéncia pelo ATP, gerado pela FosOx, sendo
este mandado para o exterior da mitocondria atraves da proteina canal de
anions dependente de voltagem (VDAC)/ANT, local onde a mt-HK esté
fisicamente ligada (BELTRANDELRIO e WILSON, 1992) (Fig. 15).
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Glucose —» G-6-P

FIGURA 15. Localizacdo da mt-HK ligada & membrana externa da mitocéndria
através da associacdo ao VDAC e ao ANT (Adaptado de BRDICKZA et al, 2006 ).
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As associagOes das isoformas HK-1 e HK-II com mitocéndria tém
sido identificadas em varios 6rgdos como cérebro, rins, musculo
esquelético e cardiaco. Além disso, células tumorais possuem grandes
quantidades de HK-II associadas a mitocéndria, quando comparadas com
outros tecidos (BUSTAMANTE e PEDERSEN, 1977). Esta associacdo também
foi demonstrada em mitocondrias de plantas (GALINA e DA SILVA, 2000;
GALINA et al, 1995). Em praticamente todos os tecidos onde a HK se
encontra ligada a mitocondria, a sua atividade foi capaz de estimular
dramaticamente o consumo de O, levando a um estado respiratorio
permanentemente estimulado pela presenca de ADP (estado 3), gerado a
partir de sua reacdo. Como ja descrito anteriormente, nosso grupo
demonstrou em 2004 (DA-SILVA et al, 2004), que a atividade da mt-HK do
tipo | associada as mitocondrias pelo VDAC da membrana mitocondrial
externa de cérebro de ratos, participa do mecanismo de controle da geragéo
de ERO induzida pela glicose, ja que a sua atividade é capaz de acelerar o
consumo de O,. Nos tecidos de mamiferos e em tumores, a mt-HK do tipo |
e/ou Il se associam ao VDAC que fazem sitios de contato com a membrana
mitocondrial interna pelo ANT podendo trocar ATP e ADP as custas da
dissipacdo do A¥n. Assim, esses resultados mostraram que, de fato, o
complexo mt-HK-VDAC-ANT, junto com a F,F; ATP-sintase podem
formar um sistema de ciclagem de ADP, que usa glicose e ATP para a
manutencdo de niveis menores de AY,, , prevenindo a geragdo de ERO.
Deste modo, a mt-HK em normoglicemia funcionaria como uma defesa

antioxidante preventiva (Fig.16).
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Cell
metabolism

FIGURA 16. Atividade da mt-HK, influenciando a geracdo de ERO nas
mitocdndrias em glicemia normal. As setas e linhas continuas significam o alto fluxo

metabolico, e as linhas pontilhadas representam o baixo fluxo (DA-SILVA et al, 2004).
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Ja com altos niveis de glicose no meio, a geracdo de ERO induzida
em cultura de neurdnios aumenta, acompanhando o aumento dos niveis
intracelulares de G6P, um potente inibidor da atividade da mt-HK (Fig.
17). Além disso, a G6P foi capaz de induzir aumento do AW, e da geragéo
de ERO em mitocondrias isoladas de cérebro de rato quando a mt-HK se
encontrava ativa (DA-SILVA et al, 2004). Portanto, a modulacdo da acéo
catalitica da mt-HK pode estar envolvida no mecanismo de toxicidade da
glicose observada na hiperglicemia. Assim, a mt-HK seria importante para
manter os altos niveis de ADP nas proximidades do trocador ANT, sendo a
producdo de ATP ativada e conseqlientemente o AW, caindo juntamente

com a producéo de ERO (Fig. 16).
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FIGURA 17. Atividade da mt-HK em alta glicose. Nesta situa¢do o acimulo de G6P
leva a inibicdo do sistema de reciclagem de ADP (complexo mt-HK/VDAC/ANT)
resultando na geracdo de ERO (DA-SILVA et al, 2004).
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Outra cinase mitocondrial que teve seu papel antioxidante preventivo
verificado foi a creatina cinase (CK) que catalisa a reacdo na qual o grupo y
fosfato do ATP é transferido para a creatina (Cr), resultando em ADP e
fosfocreatina (PCr). Essa reacdo é reversivel, e pode ser representada da
seguinte forma:

Mg.ATP + Cr <> PCr + Mg.ADP + H”

Por muitos anos a atividade de CK foi relacionada apenas a producgéo
de PCr como uma forma de armazenar moléeculas de alta energia, formando
assim um “tampdo energetico” em locais com alta demanda de energia.
Porém, a identificagdo de isoformas distintas de CK, uma citosolica e outra
mitocondrial, nas décadas de 1960 e 1970, levou Saks e colaboradores
(1978) e Bessman e Geiger (1981) a proporem a existéncia de uma
“langadeira mitocondrial de PCr”. De acordo com esta hipotese, o sistema
CK/PCr/Cr aumentaria consideravelmente a capacidade intracelular total de
transporte de fosfato de alta energia, e a PCr ndo serviria unicamente como
um tampéo local imediato, mas também como uma fonte de energia vinda
da mitocondria e/ou glicolise, para locais onde normalmente ha um
consumo alto de energia (ATPases do musculo esquelético, cardiaco e
neurdnios, por exemplo), porém que séo distantes de fontes de sintese de
ATP (SAKS et al, 1978; BESSMAN e GEIGER, 1981; WALLIMANN e HEMMER,
1994). Portanto, a isoforma citosolica catalisa a conversao reversivel de PCr
e ADP para ATP e Cr, enquanto a isoforma mitocondrial, a qual é
ubiguamente expressa, catalisa a conversdo reversivel de Cr e ATP gerando
ADP e PCr, com o intuito de fornecer energia para o citosol (Fig. 18). A
maioria dos tecidos dos vertebrados expressa as duas isoformas da CK,

sendo a citosélica dimérica, e a mitocondrial normalmente octamérica.
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mitocéndria Citosol \

Cr =
ATP ATP ATP y
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ADP P
+ PCr

k FosOx Glicolise /

Mt-CK ATPases citosolicas

CK citosélica

FIGURA 18. O sistema Cr/PCr. Compartimentalizagdo especifica das isoformas da
CK e envolvimento destas com 0s processos de liberagcdo de ATP, FosOx ou glicélise, e
processos de consumo de ATP (ATPases que mantém as taxas locais de ATP/ADP). A
PCr é exportada para o citosol, enquanto o0 ADP produzido é bombeado de volta para a
matriz mitocondrial via ANT, deste modo estimulando a FosOx e mantendo as taxas
citosélicas de ATP/ADP. (Adaptado de SCHALATTNER et al, 2006)
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Foi descrito por Beutner e colaboradores em 1996 e 1998, que a mt-
CK esté localizada no espaco intermembranar da mitocondria, associada ao
VDAC e ao ANT (Fig. 19). Porém, isso s6 ocorre se enzima estiver na sua
forma octamérica. A atividade da mt-CK acopla a FosOx e a producgéo
mitocondrial de PCr, catalisando a conversdo de Cr para PCr as custas do
ATP produzido intramitocondrialmente (Fig. 18). A PCr é exportada para o
citosol enquanto o ADP produzido ¢ bombeado de volta para a matriz
mitocondrial via ANT, deste modo estimulando a FosOx (WALLIMANN et
al, 1992; SAKS et al, 1991; JACOBUS e SAKS, 1982). De fato, a Cr é um
estimulante excelente para a respiracdo mitocondrial durante a geracdo de
PCr (JACOBUS e LEHNINGER, 1973; KERNEC et al, 1996; O'GORMAN et al,
1996), como mostra um estudo recente em humanos utilizando a técnica de
ressonancia magnética nuclear, que observou que a re-sintese de PCr estava

acoplada a respiracdo mitocondrial (SMITH et al, 2004).
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Membrana externa mitocondrial

Membrana intema mitocondrial

FIGURA 19. Localizagdo da mt-CK no espago intermembranar da mitocondria,
através da associagdo ao VDAC e ao ANT, em verde esta representada a
cardiolipina. (Adaptado de BRDICKZA et al, 2006).
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Assim, nosso grupo em um trabalho recente (MEYER et al, 2006),
demonstrou que quando as concentragcdes de glicose no meio sdo altas,
condicdo que leva a supressdo da acdo antioxidante preventiva da mt-HK
(DA-SILVA et al, 2004), a reciclagem de ADP ¢ garantida pela atividade da
mt-CK. Nessa situacdo, a disponibilizacdo de ADP para a mitocondria,
promovida pela atividade da mt-CK induzida por Cr, é suficiente para
reduzir tanto o A¥y, quanto a geracdo de ERO em neurénios corticais de
embrido de rato.

Os processos de formacéo e detoxificagdo de ERO nas mitocondrias
sdo tecido-especificos, e dependem das caracteristicas e demandas
metabdlicas de cada tecido (ADAM-VIZI e CHINOPOULOS, 2006). Os
experimentos realizados durante essa tese buscaram contribuir com o
entendimento da distribuicdo e do papel desempenhado pelo mecanismo
antioxidante preventivo dependente de mt-HK e mt-CK, em diferentes
modelos, no caso, diferentes tecidos de rato, e cérebros de camundongos
em diferentes estagios do desenvolvimento pds-natal (1 a 60 dias de vida).

Dentre os tecidos estudados, o cérebro é especialmente susceptivel a
danos causados por ERO, por diversos motivos, o primeiro é o alto
contetdo de acidos graxos insaturados facilmente peroxidaveis; o segundo
um grande conteudo de ferro e ascorbato; e o terceiro, o fato desse tecido
consumir grandes quantidades de oxigénio e glicose por unidade de peso,
se comparado com outros tecidos (FLOYD, 1999; FLOYD e HENSLEY, 2002).
As atividades das enzimas antioxidantes em cérebro também sdo de baixas
a moderadas quando comparadas com 0s outros tecidos estudados, o rim, o

coracdo e o figado (TIAN et al, 1998; COOPER e KRISTAL, 1997).
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As mitocondrias derivadas de figado e rim, 6rgdos implicados em
processos de detoxificacdo e que freqlientemente entram em contato com
substancias pro-oxidantes, tém uma grande quantidade de defesas
antioxidantes detoxificadoras diretas (ANDREYEV et al, 2005). Ja& as
mitocondrias de coracdo possuem altos niveis de MnSOD, mas por outro
lado, esse tecido consome grandes quantidades de ATP e O, com o intuito
de garantir sua ininterrupta atividade contratil (CHEN et al, 2006). Sabe-se
que assim como o cérebro, durante episodios isquémicos, o coragdo é
altamente comprometido pela exacerbagdo da produgdo de ERO (CHEN et
al, 2006). Dessa forma, como para outras patologias ja citadas
anteriormente, também nos casos de isquemia e reperfuséo, a ativacdo de
mecanismos antioxidantes que previnam a formagéo ou retirem o ERO ja
formado dos tecidos atingidos, podem representar uma alternativa
interessante para combater danos oxidativos.

E descrito na literatura que o cérebro de individuos adultos é
responsavel pela metabolizacdo de aproximadamente 20% de todo o O,
consumido pelo organismo, apesar de sua pequena massa (BLOMGREN e
HAGBERG, 2006). Essa discrepancia é ainda maior em criangas, que tém
COrpos muito menores, mas nao cérebros proporcionalmente menores.
Cérebros imaturos sdo particularmente sensiveis a injarias por estresse
oxidativo, pois possuem sistemas antioxidantes pouco desenvolvidos e alta
disponibilidade de ferro, que pode ser utilizado em reacdes de formacdo de
ERO (BLOMGREN e HAGBERG, 2006). O sistema nervoso central de ratos e
camundongos € relativamente imaturo no nascimento. Em ratos ocorre um
acréscimo substancial na taxa metabdlica cerebral para glicose (NEHLIG et
al, 2006) e oxigénio (KREISMAN et al, 1989), utilizacdo de energia (DUFFY et
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al, 1975; SAMSON et al, 1958; SIESJO, 1978; VANNUCCI e VANNUCCI, 1978), e
fluxo sanguineo cerebral (NEHLIG et al, 1989) entre 7 e 21 dias do
desenvolvimento pos-natal, que corresponde a fase de aumento da
transmissao sinaptica e demanda de energia para manter o equilibrio iénico
(ERECINSKA et al, 2004). Essas mudangas bioquimicas sdo acompanhadas
por mudancas na estrutura e atividade funcional mitocondrial. Diversos
estudos tém mostrado que durante processos inflamatdrios, tais como 0s
causados por hemorragia cerebral, e isquemia e reperfusdo, individuos
jovens s@o muito mais atingidos por danos oxidativos do que adultos
(MCLEAN et al, 2005; CHANG et al, 2005; BLOMGREN e HAGBERG, 2006).
Assim, a ativagdo de mecanismos antioxidantes como o mediado pelas
atividades das cinases mitocondriais, também poderia ser interessante
nessas situagdes. Durante estudos da regulacdo de genes mediadores da
internalizacdo e manutencdo de glicose em cérebro de murinos em
desenvolvimento, foram realizados experimentos que demonstraram que 0S
niveis de atividade de HK do tipo | em homogenados totais de cérebro
aumentavam com a idade dos camundongos (1 a 35 dias em camundongos
Balb-C) (KHAN et al, 1999).
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2. OBJETIVOS

Considerando a diversidade das atividades das enzimas antioxidantes
mitocondriais classicas (MnSOD, CAT, GPx e GR) e das cinases
mitocondriais mt-HK e mt-CK em diferentes tecidos de mamiferos, o
objetivo dessa tese foi investigar a existéncia de uma relacdo de
compensacdo entre esses dois mecanismos enzimaticos envolvidos na
regulacdo dos niveis de ERO produzido nas mitocondrias de diferentes
tecidos de rato, e cérebros de camundongo em diferentes fases do

desenvolvimento pds-natal (1 a 60 dias de vida).

2.1 Objetivos especificos

v Avaliar como a modulacgdo da atividade de mt-HK pelo seu produto,
GG6P, regula 0 A¥Y, e a geracdo de H,O, em mitocondrias de cérebro de
rato. Este estudo permite avaliar o efeito do acimulo de G6P em neurénios
em cultura, submetidos a condi¢des de hiperglicemia.

v Comparar os niveis de atividade de mt-HK e mt-CK, e o0s niveis de
atividades das enzimas antioxidantes (MnSOD, CAT, GPx e GR),
localizadas exclusivamente nas fragdes mitocondriais em diferentes tecidos
de rato. Para minimizar a0 maximo a contaminacdo das fracdes
mitocondriais por peroxissomos e membranas microssomais, as
mitocondrias foram isoladas por centrifugacdo diferencial em gradiente de
percoll.

v Avaliar o potencial de reciclagem de ADP das mitocondrias dos

diferentes tecidos de rato, na presenca dos substratos de mt-HK e mt-CK,
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relacionando esse potencial a capacidade de previnir a formacdo de ERO
dessas mitocondrias.

v' Avaliar a respiracdo mitocondrial, 0 A¥,, e a geracdo de H,O, pelas
mitocondrias de diferentes tecidos de rato, e cérebros de camundongos de
1, 14, 35 e 60 dias de vida, na presenca dos substratos de mt-HK e mt-CK,

v' Correlacionar a geracdo de H,O, basal (estado 2 da respiracéo), com
as atividades das cinases e das enzimas antioxidantes mitocondriais em
diferentes tecidos de rato, e cérebros de camundongos de 1, 14, 35 e 60 dias
de vida.

v Avaliar o perfil das atividades de mt-HK e mt-CK, e das enzimas
antioxidantes (MnSOD, CAT, GPx e GR) localizadas exclusivamente nas
fracbes mitocondriais de cerebro, ao longo do desenvolvimento de

camundongos (1, 14, 35 e 60 dias de vida).
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais e isolamento das mitocondrias

Os animais utilizados neste trabalho foram mantidos e sacrificados
segundo as normas de biosseguranca determinadas pelo comité de ética da
UFRJ. Para a obtengdo das mitocondrias utilizadas na primeira parte desse
trabalho, foram utilizados ratos Wistar machos de 3 meses de idade,
pesando 200-230 g. Os animais foram sacrificados, e as mitocondrias de
cerebro (SIMS, 1990), rim, coracdo e figado foram isoladas por
centrifugacéo diferencial. O procedimento de isolamento descrito a seguir
foi utilizado para as mitocondrias de cérebro, rim e figado.
Resumidamente, os trés tecidos foram rapidamente removidos para um
tampdo de isolamento a 4°C contendo 0,32 M de sacarose, 1 mM de
EDTA, 1 mM de EGTA, e 10 mM de Tris-HCI (pH 7,4). Apos cinco
lavagens para retirar todo o sangue residual, os tecidos foram cortados em
pequenos pedacos dentro do tampdo de isolamento e manualmente
homogeneizados em trés ciclos de 10 segundos em um homogeneizador de
vidro com pistdo de teflon. Os homogenados foram entdo centrifugados a
1.330 x g por 3 min a 4°C em uma centrifuga Hitachi Himac SCR20B com
rotor RPR 20-2. Os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos e
reservados, engquanto 0s precipitados eram ressuspensos, homogeneizados e
novamente centrifugados a 1.330 x g por 3 min a 4°C. Os sobrenadantes
das duas centrifugacdes foram misturados e centrifugados a 21.200 x g por
10 min a 4°C. Os precipitados obtidos foram ressuspensos em solucgéo
tampao de isolamento contendo Percoll 15% (v/v). Gradientes descontinuos

de densidade foram preparados manualmente, ap0s a adicao de fracdes de 3
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mL dos precipitados ressuspensos, sobre duas camadas pré-formadas
constituidas por 3,5 ml de solucéo de Percoll 23%, sobre 3,5 mL de solugéo
de Percoll 40%. Os tubos contendo os gradientes foram centrifugados por 5
min a 30.700 x g a 4°C. O material encontrado, em cada amostra, proximo
a interface das camadas de Percoll 23 e 40%, foi gentilmente removido e
diluido em uma propor¢do de 1:4 v/v no tampéo de isolamento, e entéo
centrifugados a 16.700 x g por 10 min a 4°C. Precipitados firmes foram
obtidos, e novamente ressuspensos no tampdo de isolamento, no qual a
sacarose foi substituida por 0,32 M de manitol e suplementado com 0,2
mg/mL de soro albumina bovina livre de acidos graxos (BSA FAF). Apds
uma centrifugacdo a 6.900 x g por 10 min a 4°C, os sobrenadantes foram
rapidamente decantados e 0s precipitados ressuspensos no mesmo tampao
com o auxilio de um fino pistdo de teflon. A concentracdo de proteina nas
amostras foi determinada pelo método de Folin-Lowry utilizando-se soro
albumina bovina (BSA) como padrdo (LOWRY et al, 1951).

As mitocondrias de coragdo foram isoladas segundo anteriormente
descrito por Starkov e Fiskum (STARKOV e FISKUM, 2001) com algumas
modificacdes. O coracdo foi retirado e rapidamente removido para um
tampdo de isolamento a 4°C contendo 75 mM de sacarose, 225 mM de
manitol, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, e 10 mM de Hepes (pH 7.4). O
musculo ventricular resfriado foi lavado exaustivamente para a retirada de
todo o sangue, e separado da gordura e dos tenddes. O tecido foi cortado
em pequenos pedacos e incubado por 10 minutos em tampé&o de isolamento
contendo 0,4 mg/L de protease do tipo XXIV (Sigma Aldrich). O excesso
de protease foi removido apds diversas lavagens dos fragmentos de

ventriculo com 6 mL de tampé&o de isolamento contendo 1 mg/mL de BSA.
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O tecido foi homogeneizado cinco vezes em um homogeneizador de vidro
com o auxilio de um pistdo de Teflon. O homogenado foi centrifugado a
600 x g por 4 minutos a 3°C. O precipitado foi ressuspenso em 10 mL de
tampéo de isolamento contendo 1 mg/mL de BSA, e entdo centrifugado a
9.000 x g por 8 minutos a 4°C. Este procedimento foi repetido mais uma
vez, e o precipitado final foi ressuspenso em tampdo de isolamento. A
concentracdo de proteina nas amostras foi determinada pelo método de
Folin-Lowry utilizando-se BSA como padrdo (LOWRY et al, 1951). Todos 0s
experimentos com as mitocondrias isoladas de tecidos de rato foram
realizados a 37°C, com agitacdo constante, e em um tampdo de respiracdo
padrdo contendo 10 mM de Tris-HCI pH 7,4, 0,32 M de manitol, 8 mM de
fosfato inorganico, 4 mM de MgCl,, 0,08 mM de EDTA, 1 mM de EGTA e
0,2 mg/mL de BSA FAF.

Na segunda parte do trabalho foram utilizados camundongos suigcos
de 1, 14, 35 e 60 dias de idade. Os isolamentos das mitocondrias de cérebro
desses animais foram realizados por um método mais simplificado
(ROSENTHAL et al, 1987), descrito a seguir:

Os animais foram sacrificados e seus cérebros removidos
rapidamente para um recipiente contendo o tampédo de homogeneizacédo a
4°C formado por 300 mM de manitol, 1 mM de EGTA-K", 0,1% de BSA e
10 mM de Hepes-K". Foram retiradas as meninges e o material restante foi
exaustivamente lavado até que fosse removido todo o residuo de sangue
ainda presente no tecido. O material foi cortado em pequenos pedacos e
homogeneizado manualmente com o auxilio de um homogeneizador de
vidro, com tampdo de homogeneizacdo 1:10 (v/v). O homogenado foi

centrifugado por 3 minutos a 1.330 x g a 4°C, o pellet foi descartado e o
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sobrenadante foi centrifugado por 8 minutos a 13.250 x g a 4°C. O pellet
foi ressuspenso em tampao de homogeneizacao contendo digitonina 0,1% e
centrifugado por 8 minutos a 13.250 x g a 4°C. O pellet contendo as
mitocondrias foi entdo gentilmente ressuspenso no tampdo de
homogeneizacdo. A dosagem de proteina da amostra foi realizada segundo
0 método de Folin-Lowry utilizando BSA como padrdo (LOWRY et al, 1951).
Todos o0s experimentos com as mitocondrias isoladas de cérebro de
camundongos foram realizados a 28°C, com agitacdo constante, e em um
tampé&o de respiracdo padrdo contendo 10 mM de Tris-HCI pH 7,4, 0,32 M
de manitol, 8 mM de fosfato inorgéanico, 4 mM de MgCl,, 0,08 mM de
EDTA, 1 mM de EGTA e 0,2 mg/mL de BSA FAF.

3.2. Determinacéo da atividade de mt-HK

A atividade da hexocinase ligada a mitocondria foi determinada com
base em um método previamente descrito com pequenas modificacdes
(WILSON, 1989). Resumidamente, foram utilizados 0,1 mg/ml de proteina
das amostras de mitocondrias isoladas e as atividades de hexocinase foram
determinadas pela formacdo de NADH observada por espectrofotometria a
340 nm a 37°C. O meio de reacdo continha 10 mM de Tris-HCI pH 7,4, 5
mM de D-glucose, 10 mM de MgCl,, 1 mM de B-NAD", 1 U/mL de
Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) de Leuconostoc mesenteroides e
50 pM de P!, P°-di(adenosina 5)-pentafosfato (Ap5A) (inibidor da
atividade de adenilato cinase), em um volume final de 1 mL. A reacdo foi

iniciada com a adicdo de 1 mM ATP.
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Os ensaios radiométricos de determinacdo da atividade da mt-HK
foram realizados como descrito por Newsholme e colaboradores
(NEWSHOLME et al, 1967), utilizando 2-DOG [H?].

3.3. Determinacéo da atividade de mt-CK

Para estes ensaios foram usados 0,05mg/mL de proteina mitocondrial
e as atividades foram determinadas pela formagdo de NADH observada por
espectrofotometria a 340 nm a 37°C. O meio de reagdo continha: 50 mM de
Tris-HCI pH 7,4, 10 mM de D-glucose, 5 mM de MgCl,, 2mM de ADP, 1
mM de B-NAD", 5 U/mL de hexocinase de levedura, 1 U/mL de G6PDH
de Leuconostoc mesenteroides e 50 uM de Ap5A. A reagdo foi iniciada

com a adicdo de 5 mM de creatina fosfato.

3.4. Determinacéo da atividade de mt-AK

Para estes ensaios foram usados 0,1mg/mL de proteina mitocondrial
e as atividades foram determinadas pela formacdo de NADH observada por
espectrofotometria a 340 nm a 37°C. O meio de reagdo continha: 50 mM de
Tris-HCI pH 7,4, 10 mM de D-glucose, 5 mM de MgCl,, 1 mM de B-
NAD®, 5 U/mL de hexocinase de levedura e 1 U/mL de G6PDH de
Leuconostoc mesenteroides. A reagéo foi iniciada com a adi¢édo de 2 mM
ADP (ADAM, 1965).

3.5. Determinacéo da atividade de MnSOD
A velocidade de reducéo de citocromo C pelo radical superdxido foi
monitorada a 480 nm, utilizando-se o sistema xantina/xantina oxidase

como fonte de radicais superdéxido (MCCORD e FRIDOVICH, 1969).
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Resumidamente, a fracdo mitocondrial (5-20 pg de proteina/mL) foi
misturada a 50 uM de xantina, 20 uM de cianeto de potassio (inibidor das
outras isoformas de SOD), 20 uM de citocromo C ¢ 2 mU/mL de xantina
oxidase em um volume final de 1 mL, e a mudanga na absorbancia foi
observada. Uma unidade de MnSOD inibe a velocidade de redugdo do
citocromo C em 50% na reacdo acoplada ao sistema xantina/xantina
oxidase em pH 7,8 a 25°C, como determinado com uma curva padrdo feita

com a enzima SOD purificada.

3.6. Determinacéo da atividade de CAT

A atividade de CAT foi determinada de acordo com o0 método
descrito por Aebi (AEBI, 1984). Em resumo, a fra¢do mitochondrial (50 pg
de proteina/mL) foi adicionada a um tampédo fosfato (50 mM, pH 7,0)
contendo 15 mM de H,0, como substrato, e a mudanca na absorbancia foi
observada a 240 nm. As atividades enzimaticas foram determinadas com
base numa curva padrdo feita com CAT purificada, onde uma unidade de
CAT corresponde a decomposigdo de 1 pmole de H,O, por minuto em pH
7,0 a 25°C. Em nossas preparacOes de mitocondria de figado de rato, a
atividade especifica da CAT foi muito similar as descritas para outras
preparacdes de mitocondrias isoladas de figado de rato (SALVI et al, 2007),
indicando que ndo houve contaminacdo das preparagfes utilizadas, com

outros componentes celulares.
3.7. Determinacéo da atividade de GPx

A atividade de GPx foi medida indiretamente monitorando-se a
oxidacdo de NADPH (FLOHE e GUNZLER, 1984). O meio de reacdo continha
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0,5 mM de glutationa reduzida (GSH), uma fragdo mitocondrial de 50ug de
proteina/mL e 0,24U/mL de GR pré-incubada por 10 min a 37°C em
tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0) totalizando um volume final de 1 mL. Ao
meio foi adicionado 0,15 mM de NADPH e o consumo de NADPH
independente da adicdo de hidroperoxido foi monitorado por
aproximadamente 3 min. A reacdo de GPx em si, foi disparada pela adi¢céo
ao meio de 1,2 mM de t-butil hidroperoxido (solugéo pré-aquecida a 37°C).
O decréscimo na absorcdo a 340 nm foi monitorado por 5 min. O controle
da queda de absorcdo ndo correspondente a reacdo enzimética foi
monitorado adicionando-se ao meio tampdo ao invés da fracdo
mitocondrial. Uma unidade de GPx ¢ equivalente a oxidagdo de 1 pmol de

NADPH por minuto em pH 7,0 a 37°C.

3.8. Determinacéo da atividade de GR

A atividade de GR foi medida monitorando-se a oxidagdo do
NADPH (FLOHE e GUNZLER, 1984). O meio de reacdo continha 1 mM de
glutationa oxidada (GSSG) e 0,1 mM de NADPH em tampdo fosfato (0,1
M, pH 7,0) totalizando um volume final de 1 mL na temperatura de 30°C.
A reacdo foi iniciada com a adi¢do da fragdo mitocondrial (50 ug de
proteina/mL) & cubeta, sendo o decréscimo na absorbancia a 340 nm
monitorado a 30°C. Uma unidade de GR ¢ equivalente a oxidagdo de 1
umol de NADPH por minuto em pH 7,0 a 30°C.

3.9. Medidas de consumo de oxigénio
O consumo de oxigénio foi medido em um oxigrafo adaptado a uma

jaqueta de agua circulante para controle da temperatura com um eletrodo
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do tipo de Clark (Yelow Springs Instruments Co, modelo 5.300).
Mitocondrias (0,2 mg/mL de proteina) foram incubadas em 1,5 mL de
volume final de tampéo de respiracdo padrdo contendo Tris-HCI 10 mM
pH 7,4, 0,32 M de manitol, 8 mM de Pi, 4 mM de MgCl,, 0,08 mM de
EDTA, 1 mM de EGTA, 0,05 mM de ApsA e 0,2 mg/mL de BSA FAF.
Coeficientes de controle respiratorio foram medidos usando substratos
respiratérios do complexo | (piruvato e malato) e do complexo Il
(succinato, em presenca de 2 uM de rotenona) da CTE das diferentes
preparacdes mitocondriais para avaliacdo de seus respectivos estados de
acoplamento e integridade (SIMS, 1990). Cada experimento foi repetido no

minimo trés vezes com diferentes preparac6es de mitocondriais isoladas.

3.10. Determinacéo do potencial de membrana mitocondrial (A¥,)

O potencial de membrana mitocondrial foi medido pelo uso do sinal
de fluorescéncia do corante cationico safranina O, que é acumulado no
interior da mitocondria e tem sua fluorescéncia suprimida (AKERMAN e
JARVISALO, 1980). As mitocondrias (0,2 mg/mL de proteina) foram
incubadas no tampao de respiracdo padrdo (vide secdo 3.9) com a adi¢do de
10 uM de safranina O. FCCP (p-trifluorometoxifenilhidrazona carbonil
cianeto) 5 uM, um ionoforo de prétons, foi usado como um controle
positivo do colapso do A¥.. A fluorescéncia foi detectada em um
comprimento de onda de excitagdo de 495 nm (slit 5 nm) e um
comprimento de onda de emissdo de 586 nm (slit 5 nm) usando um
espectrofluorimetro Hitachi (Tokyo, Japan) modelo F-3010. Os dados estédo
representados como percentagem da depolarizagdo méxima. Cada

experimento foi repetido no minimo trés vezes com diferentes preparacoes
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de mitocondrias isoladas. As adi¢Ges de substratos e reagentes as cubetas se

encontram devidamente indicadas na legenda da figura 25.

3.11. Determinacéo da geragao de H,O, mitocondrial

A produgdo de H,O, foi detectada utilizando-se o0 sistema
fluorogénico Amplex red (Invitrogen)/peroxidase, por este ser um sistema
muito sensivel a producédo de perdxido. As mitocondrias (0,2 mg/mL de
proteina) foram incubadas no tampé&o de respiracdo padrdo (ver acima) com
a adicdo de 10 uM de Amplex red com 5 U/mL de peroxidase (horseradish
peroxidase). A fluorescéncia foi detectada em um comprimento de onda de
excitacdo de 563 nm (slit 5 nm) e um comprimento de onda de emisséo de
587 nm (slit 5 nm) usando um espectrofluorimetro Hitachi (Tokyo, Japan)
modelo F-3010 (volume final de 2 mL por cubeta) ou um
espectrofluorimetro com leitor de placas Spectra Max® M5 (Molecular
Devices) (volume final de 0,2 mL por poc¢o). A calibracdo do sistema de
medidas foi feita pela adicdo de quantidades conhecidas de H,0,. Cada
experimento foi repetido no minimo trés vezes com diferentes preparacoes
de mitocondrias isoladas. As adi¢Bes de substratos e reagentes as cubetas se
encontram devidamente indicadas na legenda da figura 20, 26, 31 e 32.
Pequenas mudancas na velocidade de formacdo de H,O, induzida por 10
mM de succinato (estado 2), foram detectadas ao longo dos experimentos
com diferentes preparagbes do mesmo tecido, porém as respostas aos
diferentes estimulos e moduladores utilizados ndo foram afetadas.
Assumimos que a velocidade maxima de formagdo de H,O, mitocondrial
(100%) consistia na diferencga entre a velocidade de formacéo de H,O, na

auséncia de substrato respiratério, e apos a adigdo de succinato.
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3.12. Analise estatistica

Os resultados representam a média entre 0S experimentos + 0 erro
padrdo (£SE), e na anélise estatistica foi utilizado o método one-way
ANOVA seguido por Tukey’s test para comparagdes multiplas. Os dados

foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Cinases mitocondriais na defesa antioxidante preventiva em

mitocdndrias de cérebro, rim, coracdo e figado de rato.

4.1.1 A atividade de mt-HK regula a geracdo de ERO nas mitocéndrias
de cérebro de rato.

As enzimas mt-HK, mt-CK e mt-AK catalizam reagdes que
produzem ADP, e consequentemente desempenham um papel importante
no metabolismo celular de nucleotideos, no controle da FosOx
mitocondrial e no controle de pardmetros bioenergéticos da mitocdndria,
tais como AW, respiracdo mitocondrial e geracdo de ERO.

Recentemente foi demonstrado pelo nosso grupo que a mt-HK
desempenha um papel antioxidante preventivo em mitocondrias de cérebro
de rato devido a ciclagem de ADP que ela realiza (DA-SILVA et al, 2004).
Assim sendo, o primeiro experimento realizado durante essa tese (MEYER
et al, 2006) determinou como a modulacdo da atividade de mt-HK pelo seu
produto, G6P, regula 0 A¥, e a geracdo de H,O, em mitocdndrias de
cérebro de rato (Fig. 20A). Este estudo permitiu avaliar o efeito do
acumulo de G6P em neurdnios em cultura, submetidos a condicbes de
hiperglicemia (MEYER et al, 2006).

A inducdo da atividade da mt-HK por 2-DOG apds a ativacdo da
respiracdo por ADP (estado 3), levou a uma persistente despolarizacdo do
A%, que foi progressivamente revertida por G6P. A producdo de ERO em
mitocondrias de cérebro de rato € inversamente relacionada com a atividade
da mt-HK ativada por 2-DOG e ATP gerado intramitocondrialmente (Fig.

20B). Isso ocorre porque a G6P inibe a atividade da mt-HK bloqueando a
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ciclagem de ADP atraves da membrana mitocondrial interna, o que
aumenta o A¥,, e a geracdo de H,0,. E importante notar também que os
aumentos observados no AW, estdo estritamente correlacionados com a
inibicdo da atividade da mt-HK (Fig. 20B, circulos brancos e tridngulos
pretos), porém as quantidade de G6P necessaria para provocar 0 aumento
da geragdo de H,0, é maior do que a requerida para aumentar o AW¥y, (Fig.
20B, circulos pretos). Essa observacdo esta de acordo com dados de
Boveris e Chance (BOVERIS e CHANCE, 1973), e Korshunov e colaboradores
(KORSHUNOV et al, 1997), que demonstraram que grandes mudangas na
velocidade de geracdo de H,O, ocorrem dentro de uma pequena faixa de
variacdo do A¥Yy, quando este apresenta valores proximos ao maximo de

polarizacéo.
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FIGURA 20. G6P induz a hiperpolarizagdo do AW, e estimula a producéo de H,0O,
quando a mt-HK est4 fosforilando 2-DOG em mitocondrias de cérebro de rato. (A)
medidas de A¥,, com safranina O. Os nimeros indicam as concentracdes finais de G6P
adicionadas as cubetas: 1, 10 uM; 2, 25 uM; 3, 50 uM; 4, 200 uM e 5, 350 uM. A linha
pontilhada representa as medidas de AW, nas quais foram adicionadas 300 uM de G6P
em uma dose Unica. (B) a atividade da mt-HK foi medida pela quantidade de [*H]2-
DOG-6P formada a partir da fosforilagdo de [*H]2-DOG por ATP sintetizado pela
FosOx das mitocdndrias de cérebro de rato (circulos brancos). A formacdo de H,O; foi
medida utilizando-se a sonda fluorescente Amplex Red (circulos pretos). Os aumentos
no AWy, induzidos por G6P estéo representados pelos triangulos pretos. Nas medidas de
AWy, foram utilizados 4,5 uM de rotenona, 10 mM de succinato, 10 mM de 2-DOG,
0,15 mM de ADP e 0,5 mg/mL de mitocondria purificada em percoll. Os detalhes das
técnicas utilizadas estdo descritos na secdo 3 “Metodologia”. Os mesmos resultados

foram obtidos com no minimo cinco preparac6es de mitocondrias diferentes.
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4.1.2 Efeitos da ativacdo das atividades de cinases mitocondriais sobre
0 consumo de O; e a geragdo de H,O, nas mitocondrias de diferentes

tecidos de rato.

Na figura 21 foi avaliado como as atividades da mt-HK e da mt-CK
afetam o consumo de oxigénio e a geracdo de H,O, em mitocéndrias
isoladas de cerebro, rim, coracéo e figado de rato. Nas curvas de consumo
de O, ficou demonstrado que a adi¢do dos substratos das cinases (2-DOG e
Cr) durante o estado 4 da respiracio mitocondrial, aumenta
consideravelmente mais a velocidade de consumo de O, nas mitocondrias
de cérebro (Fig. 21A) do que nas mitocondrias de rim (Fig. 21C) e coragéo
(Fig. 21E), sendo que nédo é observada nenhuma ativagdo na respiracdo das
mitocondrias de figado (Fig. 21G). Esse perfil se repete nas curvas de
geracdo de H,0,, nas quais as adi¢des dos substratos das cinases (2-DOG e
Cr) séo capazes de praticamente abolir a geragdo de H,O, nas mitocondrias
de cérebro (Fig. 21B), diminuir a producdo nas mitocondrias de rim (Fig.
21D) e coracdo (Fig. 21F), mas ndo provocar alteracdes nas mitocondrias
de figado (Fig. 21H).
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FIGURA 21. Atividades de mt-HK e mt-CK afetando o consumo de oxigénio e a
geracdo de ERO em mitocdndrias de cérebro (A,B), rim (C,D), coragdo (E,F) e
figado (G,H) de rato. (A,C,E,G), Consumo de oxigénio apos adicdo de 10mM de
succinato e 0,15 (ou 0,3) mM de ADP, com ou sem adi¢do dos substratos das cinases.
(B,D,F,H), Geragao de H,O, quando adicionado ao meio de reacdo 10 mM de succinato
e 1ImM de ATP com ou sem adi¢do dos substratos das cinases (Cr e 2-DOG). Todas as
medidas foram realizadas nas condigbes descritas previamente na segdo 3
“metodologia”. A concentragdo de mitocondria utilizada em cada experimento foi de
0,2 mg de proteina/mL. Nos tracados 1 foram adicionadas doses de 10 mM de 2-DOG e
nos tragcados 2 foram adicionadas doses de 7 mM Cr. Os tracados apresentados
representam 0s experimentos realizados com cinco preparagdes mitocondriais

diferentes, para cada tecido.
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A adicdo dos substratos das cinases aumentam a ciclagem de ADP, e
consequentemente a respiracdo (Fig. 22A) por estimular a FosOx nas
mitocondrias de cérebro, rim e coracdo, resultando numa inibicéo
significativa da geracdo de H,0, (Fig. 22B). Na figura 22 estéo
representadas as quantificagdes da ativacdo da respiragdo durante o estado
4 induzidas pelos substratos das cinases (2-DOG e Cr) (Fig. 21A) em
comparacdo com a velocidade de consumo controle (estado 4), e da
inibicdo de geracdo de H,0O, (Fig. 22B) induzidas pelos mesmos substratos
(2-DOG e Cr) nas diferentes fragcbes mitocondriais. Em mitocéndrias de
cerebro, o consumo de O, aumentou duas vezes apés a adi¢do de 10 mM de
2-DOG, se comparado com o controle (estado 4), e aumentou
aproximadamente quatro vezes apos adi¢do de 7 mM de Cr (Fig. 22A). Em
mitocondrias de rim e coracdo, a respiracdo foi levemente ativada (por
volta de 40% do valor do controle em ambos os tecidos) apés adicdo de 2-
DOG, e 60% and 75% apds adicdo de Cr, em rim e coracéo,
respectivamente (Fig. 22A). A inibicdo da geragdo de H,O, em
mitocondrias de cérebro foi praticamente completa apos a adicdo de 2-
DOG ou Cr (Fig. 22B), enquanto que em mitocéndrias de rim e coracao a
inibicdo da geracdo de H,O, foi de 70-80% com a adicdo de ambos
substratos (Fig. 22B). Como demonstrado na figuras 21G e 21H, as
preparacdes de figado ndo responderam as adi¢cdes de 2-DOG e Cr em
nenhum dos dois tipos de medida (Fig. 22A e 22B).
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FIGURA 22. As atividades das cinases mitocondriais aumentam o consumo de O, e
inibem a geracgdo de H,O, em mitocondrias de diferentes tecidos de rato. (A) As
medidas de consumo de O, foram realizadas como descrito previamente na se¢édo 3
“metodologia”, apds a adigdo de 10 mM de succinato e 0,2 mM de ADP ao meio de
reacdo padrdo contendo 0,2 mg de proteina/mL de mitocondria isoladas de cérebro, rim,
coracdo e figado, com os substratos das cinases (10 mM de 2-DOG (barras brancas) e 7
mM de Cr (barras pretas)). (B) As velocidades de geracdo de H,O, foram medidas ap6s
a adicdo de 10 mM de succinato e 1 mM de ATP ao meio de reacdo padrdo contendo
0,2 mg de proteina/mL de mitocéndria isoladas de cérebro, rim, coracdo e figado, com
0s substratos das cinases (10 mM de 2-DOG (barras brancas) e 7 mM de Cr (barras
pretas)). Os dados representam a média £ o erro padrdo (SE), de cinco preparacdes
mitocondriais diferentes, para cada tecido. (A) *p< 10 comparado com 0s outros
tecidos; **p< 10 comparado com os outros tecidos. (B) *p< 0.01 comparado com 0s

outros tecidos.
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A tabela 2 confirma os dados da figura 22B, descritos acima,
expressos agora por valores absolutos de velocidade de producdo de H,0;
(pmoles de H,0O,/mg de ptn da fracdo mitocondrial.min). Vale ressaltar na
tabela 2 as diferengas na producdo de H,O, induzida por succinato (estado
2), que é 2 vezes maior em mitocondrias de cérebro do que em
mitocondrias de rim, 3 vezes maior que em mitocéndrias de coragdo e mais
de 10 vezes maior que em mitocondrias de figado. A incluséo de 2-DOG
ou Cr diminuiu as velocidades de geracdo de H,0, a valores equivalentes a
menos de 5% dos ndmeros do controle (respiracdo em estado 2) em
mitocondrias de cérebro, a 20% em rim e 30% em coracéo (tabela 2). N&o
houve reducdo na producéo de H,O, nas mitocondrias de figado.

As velocidades de formacdo de H,O; nas diferentes preparacdes de
mitocondria podem ser fungdo das diferentes velocidades de respiragdo
dessas mitocondrias. Assim, procurando avaliar o grau de escape de
elétrons para a formacdo de H,0O,, as velocidades de consumo de O, das
diferentes mitocondrias foram medidas ap6s a adicéo de succinato (estado
2) (Tabela 3). As mitocondrias de cérebro apresentaram niveis mais altos
de escape de elétrons, do que os observados para rim, coracdo e figado
(Tabela 3).
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Tabela 2
Geragéo de H,O, em mitocondrias de cerebro, rim, coracdo e figado de rato.

Geragéo de H,0, (pmoles/ mg ptn.min)

Controle (n=8) ATP + 2-DOG ATP + Cr
(estado 2 com succinato) (n=5) (n=5)
Cérebro 220,6 £ 29,9 * 9,2+5.3 8,2+54
Rim 98,7 +11,7° 22477 25,9 + 6,2
Coracdo 653+1338" 21,6 £54 11,7+ 5,2
Figado 195+ 1,7 25,1 +5,8 22,0+3,0

As taxas de geragdo de H,0O, foram medidas ap06s a adi¢do de 10 mM de succinato e 1 mM de
ATP ao meio de reacdo padrdo, que continha 0,2 mg ptn/mL de mitocondria derivada de
cérebro, rim, coracéo e figado de rato, com e sem a adi¢do dos substratos das cinases (10 mM
2-DOG ou 7 mM Cir). Os resultados apresentados sdo a média dos n experimentos indicados
para cada grupo com os respectivos erros padrdo. Obtivemos ap0s andlise estatistica que *p<
0.01 comparando com os outros tecidos; °p< 10 comparando com coragio e figado; e 'p<
10" comparando com figado. Os valores obtidos para geragdo de H,O, ap6s a adicdo dos
substratos das cinases ndo foram significantemente diferentes, p> 0.05.

Tabela 3
Escape de elétrons para formacdo de H,O, em mitocondrias de diferentes
tecidos de rato.

(A) Geracdo de H,0, (B) Consumo de O,

(nmoles/ mg ptn.min) (nmoles/mg ptn.min) A/B (x107)
(estado 2 com succinato) (estado 2 com succinato)
Cérebro 0,221 £ 0,030 109 + 25,4 2,02
Rim 0,099 + 0,012 85+ 19,7 1,16
Coracéo 0,066 + 0,014 75+21,9 0,88
Figado 0,020 + 0,002 127 + 22,3 0,15

As taxas de producdo de H,O, e de consumo de O, foram obtidas como descrito na se¢éo 3
“metodologia”, apds a energizacdo das mitocondrias com a adicdo de 10 mM de succinato. Os
valores obtidos para A/B (x10°®) foram significantemente diferentes entre os tecidos, p[1 0.01.
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4.1.3 As atividades das cinases mitocondriais e das peroxidases variam

inversamente em diferentes tecidos de rato.

Apds a constatacdo de que os substratos das cinases (mt-HK e mt-
CK) tém diferentes atuacbes na respiragdo e na producdo de ERO
dependendo da fonte de mitocondrias, o proximo passo foi avaliar se havia
diferengas entre as atividades especificas da mt-HK, da mt-CK e das
enzimas antioxidantes CAT, GPx, MnSOD e GR entre as preparacdes de
mitocondrias isoladas de cerebro, rim, coragédo e figado de rato (Fig. 23).
Os niveis de atividade especifica de mt-HK foram pelo menos trés vezes
maiores em mitocondrias de cérebro do que em mitocondrias de rim e
coracdo, e ndo detectaveis em mitocondrias de figado (Fig. 23A). Ja as
atividades especificas de mt-CK foram muito altas em mitocdndrias de
cerebro e coragdo, sendo cerca de duas vezes maior em coragdo que em
cerebro, e pelo menos trés vezes menor em mitocondrias de rim que em
mitocondrias de cérebro, e ndo detectaveis em mitocondrias de figado (Fig.
23A). Isso explica o incremento na velocidade de consumo de O, e na
inibicdo da geragdo de H,0O, pelas mitocondrias de cérebro, rim e coragéo,
pois estes parametros sdo alterados de acordo com as quantidades de ADP
reciclado e disponibilizado pelas reagdes dessas enzimas para as
mitocondrias. O perfil das atividades enzimaticas encontrado nesses 0rgaos
parecem se inverter quando sdo avaliadas as atividades especificas das
enzimas antioxidantes mitocondriais (Fig. 23B). As atividades de CAT,
GPx e GR sdo maiores nas mitocondrias de figado e de rim, do que nas
mitocondrias de cérebro e coragdo. As atividades de MnSOD séo

comparaveis entre cérebro, rim e figado, porém muito maiores em coracao.
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Esse resultado mostra que quanto a capacidade antioxidante enzimatica
classica, o cérebro é um tecido que possui mitocdndrias muito mais
susceptiveis a danos oxidativos do que o rim, o coragdo e o figado. Essa
caracteristica em conjunto com o0s dados que demonstram que as
mitocondrias de cérebro tem uma producédo de ERO em estado 2 bem mais
elevada do que os outros dois tecidos (tabela 2), torna qualquer mecanismo

que previna a producdo de ERO muito interessante para essas mitocondrias.
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FIGURA 23. (A) Atividades especificas das cinases mitocondriais recicladoras de
ADP (mt-HK and mt-CK) e (B) das enzimas antioxidantes mitocondriais (CAT,
GR, GPx e MnSOD) em cérebro, rim, coracdo e figado de rato. (A) Atividades
especificas (mU/mg de proteina) de mt-HK (barras brancas) e mt-CK (barras pretas);
(B) Atividades especificas (mU ou U/mg de proteina) de GR (barras cinzas), GPx
(barras pretas), MnSOD (barras listrada) e CAT (barras xadrez). O contetdo de
mitocondrias das preparagdes foi normalizado pela atividade de F,F; ATPase (dados
nao mostrados). Os dados representam a média dos experimentos + SE de oito
preparacdes mitocondriais diferentes para cada tecido. (A) **p< 10 comparado com o0s

outros tecidos; (B) *p< 10 comparado com 0s outros tecidos.
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Como os perfis das atividades de cinases e enzimas antioxidantes
pareciam se inverter nas mitocondrias dos diferentes tecidos, a figura 24
apresenta uma serie de graficos de correlacdo entre as atividades dessas
enzimas. Apesar de ndo ter sido demonstrada uma correlagdo negativa
estatisticamente significativa entre essas enzimas nos tecidos testados, foi
observada uma tendéncia das atividades especificas de CAT e GPx a variar
inversamente aos niveis de atividade da mt-HK e da mt-CK (Fig. 24A a
24D). As atividades de MnSOD e GR néo se correlacionaram as atividades
das duas cinases mitocondriais, com excecdo da atividade de GR que
tendeu a diminuir com o aumento da atividade da mt-CK (Fig 24H).
Possivelmente, somente com o aumento do nimero de tecidos estudados, a
falta de significancia estatistica observada para a correlagdo entre as
peroxidases e as cinases mitocondriais possa ser resolvida. A tendéncia de
inversdo dos niveis dessas atividades enzimaticas, sugerida nos
experimentos realizados, sugere a existéncia de um mecanismo
compensatorio, direcionado a manter o balanco entre os niveis de producgéo

e detoxificacdo de ERO nas mitocondrias.
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FIGURA 24. Correlacdo entre os niveis de atividade das cinases mitocondriais (mt-
HK e mt-CK) e as enzimas antioxidants mitocondriais (CAT, GPx, MnSOD e GR)
em diferentes tecidos de rato. Cérebro (circulos), rim (quadrados), coracdo (lozangos)
e figado (tridngulos). As atividades especificas das enzimas estdo representadas em mU
ou U/mg de proteina. O conteldo de mitocondrias das preparacdes foi normalizado pela
atividade de FoF1 ATPase (dados ndo mostrados). Os dados representam a média dos
experimentos + SE de oito preparacdes mitocondriais diferentes para cada tecido. R é o
coeficiente de regressdo da reta. As correlagdes tiveram significancia estatistica quando

p < 0,05.

85



RESULTADOS

CAT (U/mg ptn)

Mn-SOD (U/ mg ptn) GPx(mU/ mg ptn)

GR (mU/ mg ptn)

AW ——— 3 Bl Yo gty
1000 - ,_*H . ,+, 1000
100 | | 100

HiH a
10 . ! 10
B 2
C ) RI = -o,oz:;- 6,3 D o R= 3,54 q: 12,3
200 - h}‘ . n-.}-u 200
100 - '{" : + 100
» B.}‘
0‘ T T T A Y ~ 0
E R=.0,58 +/-6 . F R=.0,59+/-58 |
400 - ,.{.‘ + 400
200 - H}_‘ HH E J + - ,E . 200
0 T T T . 1 4 ] - 0
300- G R=-0,034/-489 | ‘H R=-091+-207300
200 - 200
100 - % 100
[ ,i, ]
0 Ll I}-‘1 L 1 Ll | 1‘ o
01 1 10 100 1000 01 1 10 100 100010000

mt-HK (mU/ mg ptn)

mt-CK (mU/ mg ptn)

86



RESULTADOS

As enzimas mt-HK, mt-CK e mt-AK catalizam reagdes que
produzem ADP, e consequentemente desempenham um papel importante
no metabolismo celular de nucleotideos, no controle da FosOx
mitocondrial e no controle de pardmetros bioenergéticos da mitocdndria,
tais como AW, respiracdo mitocondrial e geracdo de ERO.

Assim, também foram testadas as atividades da adenilato cinase
mitocondrial (mt-AK) em mitocéndrias isoladas de cérebro, rim, coracédo e
figado de rato (Fig. 25). Como os niveis de atividade dessa cinase nao
foram significativamente diferentes entre esses tecidos, ao contrario do que
ocorre com as atividades especificas de mt-HK e mt-CK, nédo foi dada
continuidade a investigacdo do papel antioxidante dessa enzima,

priorizando-se o0s estudos com mt-HK e mt-CK.
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FIGURA 25. Atividades especificas de mt-AK em mitocéndrias isoladas de
diferentes tecidos. Os testes estatisticos indicaram que P> 0,05 comparando as

atividades encontradas nos diferentes tecidos.
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4.1.4 O A¥,, e a geragdo de ERO sdo diferentemente regulados pelas

atividades das cinases mitocondriais em diferentes tecidos de rato.

Com o intuito de investigar as concentracdes de ADP que levam a
despolarizacbes do AY, dentro das faixas obtidas pela adicdo dos
substratos da mt-HK ou da mt-CK, o AW, foi titulado com ADP e a curva
de despolarizacdo do AW, expresso em percentual da despolarizacéo
maxima com ADP, estd apresentada na figura 26. Nos experimentos
apresentados nas figuras 26 e 27, procuramos utilizar mitocéndrias com
perfis bem diferentes de atividades de cinases mitocondriais, e 0s tecidos
escolhidos foram o cérebro, o rim e o figado. O A¥Y,, das mitocondrias de
cerebro, rim e figado exibiram dependéncias parecidas ao ADP (Fig. 26A).
Entretanto, a ativacdo das enzimas mt-HK ou mt-CK, por 10 mM de 2-
DOG ou 7 mM de Cr, promoveu a despolarizacdo de 65% e 75% do AYp,
respectivamente, em mitcondrias de cérebro, e 45% e 78% em
mitocondrias de rim (Fig. 26B). O AW, das mitocdndrias de figado foram
insensiveis aos dois substratos das cinases (Fig. 26B), o que esta de acordo
com a auséncia de estimulacdo da respiragdo mostrada na figura 21G. Na
verdade, os efeitos da ativagdo das cinases na despolarizacdo do A¥, em
diferentes tecidos € diretamente proporcional aos niveis de ADP gerados e
disponibilizados por essas enzimas em cada tecido. Esses resultados
sugerem que, nas condicBes utilizadas nos experimentos, a atividade de
reciclagem do ADP induzida pelas cinases (mt-HK ou mt-CK)
despolarizam o AY¥, de forma equivalente a pulsos de 125 e 150 uM ADP,

respectivamente (Fig. 26A, circulos brancos) em mitocondrias de cérebro
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de rato, e de 30 uM e 150 uM em mitocondrias de rim de rato (Fig. 26A,

circulos pretos).
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FIGURA 26. Comparacdo entre a percentagem da despolarizacdo méxima

induzida por ADP no AW, provocadas por doses crescentes de ADP (A) ou pela

adicao dos substratos das cinases mitocondriais (B) em mitocondrias de cérebro,

rim e figado de rato. As magnitudes do AW, foram medidas apos a adicdo de 10 mM

de succinato e (A) quantidades crescentes de ADP em mitocOndrias de cérebro (circulos

brancos), rim (circulos pretos) e figado (circulos cinzas) de rato; (B) substratos da
cinases, 10 mM de 2-DOG ou 7 mM de Cr apds um pulso de 0,25 mM de ADP. Os

dados representam a média dos experimentos + SE de cinco preparacdes mitocondriais

diferentes para cada tecido. *p<0.01 comparado com 0s outros tecidos.
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A afinidade aparente das diferentes mitocondrias por ADP para
controlar a geracdo de ERO parece ser uma caracteristica intrinseca de cada
mitocondria, e estaria envolvida no mecanismo de geracdo de H,O,,
podendo refletir diferentes afinidades do sistema ANT-F,F; ATP sintase.
Para testar esta possibilidade, na figura 27, a dependéncia de ADP para
inibir a geracdo de H,O, foi avaliada em duas diferentes condicdes: (i)
quando as trés mitocéndrias tém uma alta velocidade de reciclagem de
ADP garantida pela adicdo de um excesso de HK de levedura (exogena)
(5U/mL) ao meio de reacdo, com o intuito de igualar as condicGes de
disponibilidade de ADP em todas as mitocéndrias testadas (Fig. 27A) e (ii)
quando a reciclagem de ADP depende exclusivamente das atividades
endogenas de mt-HK e mt-CK de cada tecido (Fig. 27B). Os niveis
mitocondriais de geragdo de H,O, decairam de forma similar nos trés
tecidos com o aumento das concentragfes de ADP na presenca de um
excesso de HK exdgena (Fig. 27A). Perfis completamente diferentes foram
obtidos para as curvas de inibicdo da geracdo de H,O, quando apenas as
atividades enddgenas de mt-HK e mt-CK estavam ativadas. Nas
mitocondrias de cérebro, o ADP foi mais eficiente em inibir a geragédo de
H,0, do que nas mitocondrias de rim, sendo a menor eficiéncia observada
nas mitocondrias de figado (Fig. 27B). Como as afinidades aparentes por
ADP nas mitocondrias dos trés tecidos foram muito parecidas na figura
27A, fica descartada a possibilidade das atividades do ANT e da F,F; ATP
sintase serem os fatores limitantes na utilizacdo dos pulsos de ADP pelos
tecidos, uma vez que somente quando as atividades das cinases variam
percebe-se uma grande diferenca do ICsy para inibigéo da geragéo de H,O,

por ADP. A figura 27C mostra que, quando a mt-HK e a mt-CK foram
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estimuladas por 2-DOG e Cr e uma concentracdo alta de ADP (0,5 mM),
quase toda a geragdo de H,O, foi abolida em mitocondrias de cérebro,
enquanto que em mitocondrias de rim e figado foram promovidas inibigcdes
de 80% e 40%, respectivamente. Quando oligomicina foi adicionada ao
meio de reacdo, condicdo que bloqueia a sintese de ATP e aumenta 0 AYy,,
a geracdo de H,0O, foi maxima nas mitocéndrias dos trés tecidos (100%), o
que confirmou que a atividade da F,F; ATP sintase ndo era um fator

limitante no uso das doses de ADP oferecidas as mitocondrias (Fig. 27C).
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FIGURA 27. A geracao de H,0, é diferentemente regulada por ADP em tecidos de
rato que exibem niveis variados de atividades de mt-HK e mt-CK. A geracdo de
H,O, foi expressa como percentual da velocidade maxima obtida durante a respiracéo
mitocondrial em estado 2 induzida por 10 mM de succinato, que corresponde no
cérebro a aproximadamente 190 pmols/ mg ptn.min (circulos brancos), em rim a 91
pmols/ mg ptn.min (circulos pretos) e em figado a 17,5 pmols/ mg ptn.min (circulos
cinzas). (A) O meio de reacdo continha 5 U/mL de HK de levedura e 10 mM de glicose.
(B,C) O meio de reagéo continha 10 mM de 2-DOG e 7 mM de Cr, sem a adigdo de HK
exogena. A oligomicina estava numa concentracdo final de 1 pg/mL. Os dados
representam a média dos experimentos + SE de cinco preparacdes mitocondriais
diferentes para cada tecido, em cada condicdo de ensaio. *p<0.01 comparado com 0s

outros tecidos.
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4.1.5 As atividades das peroxidases se correlacionam negativamente

com a geracdo de H,O, em mitocondrias de diferentes tecidos de rato.

A figura 28A mostra uma correlacdo inversa entre as atividades das
peroxidases mitocondriais CAT e GPx, e as velocidades de geracdo de
H,0,, induzida por 10 mM de succinato, nas mitocondrias dos diferentes
tecidos testados. No entanto, ndo h& correlagdo entre as atividades de
MnSOD e as velocidades de geracdo de H,O, para as diferentes
mitocondrias (Fig. 28C). Interessantemente, os valores de ICsq para a
inibicdo da geracdo de H,0O, pelo ADP gerado pelas atividades de mt-HK e
de mt-CK, mostraram uma correlacdo inversa com as velocidades de
geracdo de H,0, induzida por succinato para mitocondrias de cérebro, rim
e figado de rato (Fig. 28B). As afinidades por ADP para inibir a geracdo de
H,0, estdo na mesma faixa se comparadas as diferentes preparacdes de
mitocondria (Fig. 27A).
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FIGURA 28. Correlagéo entre as velocidades de geragdo de H,O, induzidas por 10 mM
de succinato, em mitocondrias de cérebro (circulos), rim (quadrados), coragao
(lozangos) e figado (tridngulos) de rato, com: (A) as atividades de CAT (simbolos
cinza) e de GPx (simbolos brancos); (B) valores de ICs para a inibicdo da geracdo de
H,0; com ADP (uM), quando apenas as atividades endogenas de mt-HK e mt-CK estéo
ativadas (0 meio de reacdo continha 10 mM de 2-DOG e 7 mM de Cr); e (C) atividades
de MnSOD. Os dados representam a média dos experimentos + SE de no minimo cinco
preparacGes mitocondriais diferentes para cada tecido, em cada condi¢do de ensaio. R é
o coeficiente de regressdo da reta. As correlagbes tiveram significancia estatistica

quando p <0,05.
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Apdbs constatarmos pelos resultados obtidos na primeira parte dessa
tese, que o cérebro €, dentre 0s quatro tecidos estudados, 0 menos protegido
por defesas antioxidantes enzimaticas classicas, mas em contra partida é o
mais beneficiado pela protecdo antioxidante preventiva fornecida pela
atividade das cinases mitocondriais, decidimos investigar se esse
mecanismo antioxidante protege da mesma forma mitocondrias de cérebro
de camundongos de diferentes idades. Uma vez obtendo resultados
positivos, 0 objetivo era investigar como ocorre a implementacdo desse
sistema durante o desenvolvimento poés-natal desses animais, do

nascimento até sua fase adulta.

4.2. Cinases mitocondriais na defesa antioxidante preventiva em

mitocondrias de cérebro de camundongos em desenvolvimento.

4.2.1 Atividades especificas da mt-HK e da mt-CK em mitocéndrias de

cérebro de camundongos de diferentes idades.

Especula-se que as defesas antioxidantes no cérebro vdo sendo
implementadas durante o crescimento dos individuos (MCLEAN et al, 2005;
CHANG et al, 2005). Assim sendo, decidimos avaliar o impacto que niveis
diferentes de atividades das cinases mitocondriais podem causar em termos
de defesa antioxidante em cérebros de camundongos de diferentes idades
(1, 14, 35 e 60 dias apOs o nascimento). Para isso, o primeiro passo foi
dosar as atividades de mt-HK (Fig. 29A), mt-CK (Fig. 29B) e mt-AK (Fig.

29C) em mitocondrias isoladas dos cérebros desses animais.
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As atividades de mt-HK (Fig. 29A) foram crescentes até o trigésimo
quinto dia de vida dos camundongos, se estabilizando num patamar quatro
vezes maior do que o valor encontrado nas mitocéndrias dos animais de 1
dia. As atividades de mt-CK (Fig. 29B) também foram crescentes até 0s
dois meses de vida dos camundongos, chegando a um patamar quase cinco
vezes maior que o inicial (camundongos com 1 dia de vida). O nivel de
atividade da mt-AK ndo sofreu alteracbes consideraveis durante os

primeiros dois meses de vida dos camundongos.
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FIGURA 29. Atividades especificas das cinases mitocondriais recicladoras de ADP
(A) mt-HK (barras brancas), (B) mt-CK (barras pretas) e (C) mt-AK (barras
listradas) em cérebro de camundongo em diferentes idades. As atividades foram
expressas em uMoles de produto/mg de proteina mitocondrial por minuto, e 0s
experimentos realizados segundo descrito na se¢cdo 3 “metodologia”. Os dados
representam a média dos experimentos + SE de no minimo cinco preparacdes
mitocondriais diferentes para cada idade testada. *p<0,01 comparado com animais de
14, 35, 60 e 75 dias de idade. **p<0,05 comparado com animais de 14, 35, 60 e 75 dias
de idade.
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4.2.2 Atividades especificas de mt-HK e mt-CK em diferentes fracGes

celulares de cérebro de camundongos de 1 e 75 dias.

Na figura 30 foram avaliadas as atividades de HK, CK e AK em
fragbes mitocondriais que representavam 0s extremos, minimo e maximo
de atividade enzimatica dentre as diversas idades estudadas. Objetivo desse
experimento foi verificar a distribuigdo das atividades dessas enzimas entre
0 citosol e a mitocondria em cérebros de camundongos dessas duas idades.

Nos estudos prévios de Khan e colaboradores (KHAN et al, 1999) a
atividade de HK foi avaliada em homogenados totais de cérebro e a
atividade de CK n#o foi estudada. E descrito na literatura que a HK pode se
dissociar de maneira reversivel da mitocondria, ficando soluvel no
citoplasma celular, dependendo dos niveis de G6P nas ceélulas
(BUSTAMANTE e PEDERSEN, 1980; WILSON, 2003). Na figura 30A ficou
demonstrado que a HK ndo estava deslocada para o citosol, sendo as
atividades recuperadas nas duas fragdes (1 e 75 dias) majoritarias nas
mitocondrias, como esperado em cérebro. As atividades de CK aumentam
de modo equivalente nas fragcbes mitocondriais e nas citosolicas de 1 para
75 dias de vida dos camundongos; enquanto a AK ndo aumenta de
atividade nas mitocondrias de 1 para 75 dias, mas tem um acréscimo

significativo no citosol.
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FIGURA 30. Avaliagdo das atividades de (A) HK, (B) CK e (C) AK, nas fragdes

mitocondrial e citosélica das preparacdes de cérebro de camundongos de 1 e 75

dias. As atividades foram expressas em uMoles de produto/mg de proteina mitocondrial

por minuto, e 0s experimentos realizados segundo descrito na secdo 3 “metodologia”.

Os dados representam a média dos experimentos + SE de no minimo cinco preparacées

mitocondriais diferentes para cada idade testada. *p<0,01 comparado com animais de
75 dias de idade.
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4.2.3 Capacidade antioxidante enzimatica em mitocondrias de cérebro

de camundongos de diferentes idades.

Visando avaliar a capacidade antioxidante de cada fragédo
mitocondrial, foram realizados ensaios de atividade para enzimas
antioxidantes classicas, tais como CAT, GPx, GR e MnSOD, nas
preparacdes de cerebro de camundongos de 1, 14, 35 e 75 dias de idade. A
atividade de CAT (Fig. 31A) apresentou um decréscimo significativo apos
0 décimo quarto dia de vida dos camundongos. A atividade de GPx (Fig.
31B) foi crescente até os 35 dias de vida dos animais, e depois se manteve
num patamar aproximadamente 30% maior que os valores obtidos com 0s
animais de 1 dia de idade. A atividade de GR (Fig. 31C) duplica do
primeiro para o décimo quarto dia de vida dos camundongos, tendendo
apos isso a diminuir. A atividade de MnSOD (Fig. 31D) triplica do
primeiro para o décimo quarto dia de vida dos camundongos, mas volta a
cair apds 35 dias de vida, tendo um decréscimo de 50% apds os dois meses

de idade do animal.
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FIGURA 31. Atividades especificas das enzimas antioxidantes mitocondriais (A)
CAT, (B) GPx, (C) GR e (D) MnSOD em cérebro de camundongo em diferentes
idades. As atividades foram expressas em mU ou U/mg de proteina mitocondrial, e 0s
experimentos realizados segundo descrito na se¢do 3 “metodologia”. Os dados
representam a média dos experimentos + SE de no minimo cinco preparacfes
mitocondriais diferentes para cada idade testada. *p<0,05 comparado com animais de
35 e 75 dias de idade.
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4.2.4 A Geragéo de H,O, em mitocondrias de cérebro é diferentemente
inibida pela ativacdo de mt-HK e mt-CK dependendo das idades dos

camundongos.

Na figura 32 s8o apresentados tragados representativos dos
experimentos que avaliaram como as atividades da mt-HK e da mt-CK
afetam a geragdo de H,0, em mitocOndrias isoladas de cérebro de
camundongos em diferentes idades. Nas curvas de producdo de H,0,, as
respostas das mitocondrias a adicdo dos substratos das cinases, 2-DOG
(Fig. 32A e Fig. 33) e Cr (Fig. 32B e Fig. 33) e a percentagem de inibigédo
da formacdo de ERO (fig. 33C) aumentam acompanhando o

desenvolvimento dos animais.
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FIGURA 32. Atividades de mt-HK e mt-CK afetando diferentemente a geracéo de
H,O, em mitocondrias de cérebro de camundongo de 1, 14, 35 e 60 dias de vida.
(A) Producdo de H,O, quando adicionado ao meio de reacdo 10 mM de succinato e
0,075 (1 e 35 dias) ou 0,15 (14 e 60 dias) mM de ADP, com a adi¢do de 5 mM de
2DOG ¢ 0,5 mM de G6P. Os pulsos de oligomicina (Olig) foram de 1 ug/ mL. (B)
Producéo de H,0, quando adicionado ao meio de reagdo 10 mM de succinato e 0,075
mM de ADP, com a adicdo de 5 mM de Cr. Os tracados apresentados representam 0s
experimentos realizados com cinco preparagdes mitocondriais diferentes, para cada
idade.
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Na figura 33 estdo representadas as quantificacdes das taxas de
geracdo de H,O, induzida por succinato (estado 2 da respiracdo
mitocondrial) de acordo com o aumento da idade dos animais (Fig. 33A), e
das taxas de geracdo de H,O, (Fig. 33B) induzidas por 2-DOG e Cr nas
diferentes fragbes mitocondriais, em comparacdo com a taxa de geracdo de
H,O, do controle (estado 4 da respiragdo  mitocondrial).
Surpreendentemente, ha um aumento de trés vezes na taxa de producédo de
H,0,, induzida por succinato, do primeiro dia de vida até os dois meses de
idade dos camundongos (Fig. 33A). As taxas de formacdo de H,O, sdo
duas vezes menores apo0s a ativagdo da mt-HK, e trés vezes menores apos a
ativacdo da mt-CK em animais com 60 dias do que em animais com 1 dia
de vida (Fig. 33B). Isso € acompanhado por um aumento de quase 100% na
taxa de geragdo de H,0O, do controle (estado 4), de 1 para 60 dias de idade
dos camundongos. Portanto, conforme aumentam as taxas de geracdo de
H,0,, aumentam também as atividades das cinases mitocondriais, que
consequientemente passam a inibir de forma mais eficaz a producdo de

ERO nessas mitocondrias durante o desenvolvimento (Fig. 33C).
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FIGURA 33. Quantificagdes das taxas de geragdo de H,O, nas preparagdes de
mitocondrias de camundongos de diferentes idades. (A) Geragdo de H,O; induzida
por 10 mM de succinato (estado 2 da respiragdo); (B) Geracdo de H,O, ap0s as
mitocondrias consumirem um pulso de 0,075 mM de ADP (estado 4 da respiracao), e
apos a adicdo de 5 mM de 2-DOG ou 5 mM de Cr as mitocondrias de cérebro de
animais com 1, 14, 35 e 60 dias de idade (0 meio de reacdo ja continha 10 mM de
succinato). (C) Inibic&o da geracdo de ERO induzida por 5 mM de 2-DOG (quadrado)
ou 5 mM de Cr (circulo) (o meio de reagdo continha 10 mM de succinato e 0,075 mM
de ADP). Os dados representam a media dos experimentos + SE de cinco preparagdes
mitocondriais diferentes para cada idade testada. *p<0,01 comparado com animais de
14, 35 e 60 dias de idade. *p<0,05 comparado com animais de 14, 35 e 60 dias de idade.
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4.2.5 Correlacdo entre as taxas de geragdo de H,0O, pelas mitocéndrias
de cérebro de camundongo em desenvolvimento e as atividades das

enzimas antioxidantes e cinases mitocondriais.

Os graficos B e D da figura 34 mostram uma correlacdo positiva
entre a geragdo de H,0,, induzido por 10 mM de succinato, e as atividades
de mt-HK e mt-CK, respectivamente. As correlacBes positivas encontradas
entre a geracdo de H,0O, (estado 2) e as atividades das enzimas
antioxidantes mitocondriais GPx (Fig. 34E), MnSOD (Fig. 34C) e GR (Fig.
34F), ndo foram estatisticamente significativas. A atividade de CAT tendeu
a uma correlacdo negativa com a geragdo de H,O, (estado 2), porém
também sem significancia estatistica.

Apos a inducdo da respiracdo com succinato, o H,O, detectado pelo
método de oxidacdo da sonda fluorescente Amplex Red é resultante do
balango entre 0 H,O, que € gerado pela CTE durante a respiracdo em
estado 2, e o H,0O, retirado pela acdo dos mecanismos antioxidantes
mitocondriais detoxificadores, tais como as enzimas antioxidantes
classicas. Dessa forma, o aumento observado nas atividades de GPx, GR e
MnSOD nas mitocondrias de cérebro conforme os animais se desenvolvem,
ndo parecem suficientes para conter o acréscimo significativo na geragéo de
H,O, observado com o aumento das idades dos animais. Isso torna o
aumento na capacidade protetora desempenhada pelas cinases, bastante

importante em mitocondrias de cerebro de animais adultos.
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FIGURA 34. Correlagdo entre as taxas de geracdo de H,O; e as atividades das
cinases e enzimas antioxidantes, em mitocondrias de cérebro de camundongos em
desenvolvimento. Correlacéo entre a geragdo de H,O, apds a inducéo da respiracdo em
estado 2 por 10 mM de succinato e as atividades de (A) CAT; (B) mt-HK; (C) MnSOD;
(D) mt-CK; (E) GPx; e (F) GR, medidas em mitocondrias isoladas de cérebro de
camundongos de 1, 14, 35 e 60 dias de idade. As atividades foram medidas de acordo
com as descricdes encontradas na se¢do 3 “metodologia”. Os dados representam a
media dos experimentos + SE de quatro prepara¢des mitocondriais diferentes para cada
tecido, em cada condicdo de ensaio. R é o coeficiente de regressdo da reta, SD é o
desvio padrdo e n é o nimero de idades diferentes testadas. As correlagdes tiveram

significancia estatistica quando p < 0,05.
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5. DISCUSSAO

Em células eucaridticas a CTE mitocondrial € uma das principais
fontes celulares de ERO, que é gerado pela reducdo parcial do oxigénio
molecular a O,” e H,0,, durante a FosOx. Evidéncias crescentes na
literatura indicam que o desbalanco entre a producédo e a detoxificacdo de
ERO esta associado a diversas patologias, tais como diabetes e estados
hiperglicémicos (DA-SILVA et al, 2004; MEYER et al, 2006 (anexo I);
BROWNLEE, 2001), sepse (VAN DEN BERGHE et al, 2001 (anexo IlI)) e
doencas neurodegenerativas, como as doencas de Parkinson, Alzheimer e
Huntington (SOUCEK et al, 2003; NICHOLLS e BUDD, 2000; MULTHAUP et al,
1997; GIASSON et al, 2002). Os danos causados as mitocondrias estdo entre as
razbes pelas quais injurias teciduais e processos inflamatdrios causam
estresse oxidativo nas celulas, durante o curso dessas doengas. Entre os
motivos que provocam esses danos podemos citar o descontrole na
homeostase de calcio e do pH celulares, e o deshalango do estado redox
celular (disponibilidade de equivalentes redutores para a FosOXx)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; HALLIWELL, 2006). Diversas patologias
envolvem também, a diminuigéo total ou parcial das atividades de um ou
mais complexos da CTE (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Isso pode
acarretar um aumento da geracdo de ERO intramitocondrial, devido a
mudangas na magnitude do A¥,, 0 que induz em dltima instancia, a
formacéo do poro de transi¢cdo de permeabilidade mitocondrial (PTPM) e a
apoptose. Como as mitocéndrias s&o ao mesmo tempo fontes e alvos de
estresse oxidativo, alguns componentes mitocondriais podem ser

severamente afetados pelo ataque por ERO, tais como os complexos I, 1l e
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IV da CTE mitocondrial, e algumas enzimas do ciclo de Krebs, como a
aconitase, a o-cetoglutarato desidrogenase e a succinato desidrogenase
(TURRENS, 2003; ADAM-VIZI e CHINOPOULOS, 2006). O estresse oxidativo
pode causar ainda a peroxidacdo de lipideos das membranas mitocondriais
e danos ao DNA mitocondrial (ANDREYEV et al, 2005).

Tendo em vista que, como foi descrito por Boveris e Chance em
1973 (BOVERIS e CHANCE, 1973), a geracdo de ERO pela mitocondria é
controlada pela magnitude do AY,, nosso grupo demonstrou em dois
trabalhos recentes que a mt-HK e a mt-CK, duas enzimas recicladoras de
ADP localizadas nessa organela, ttém a capacidade de prevenir a producao
de ERO por estimular a atividade da F,F; ATP sintase mitocondrial em
mitocdndrias de cérebro de rato (DA-SILVA et al, 2004; MEYER et al, 2006
(anexo 1)). A manutengdo do AY, baixo, nesse caso, resulta do
acoplamento da FosOx a formacdo de G6P ou PCr. A investigacdo deste
mecanismo antioxidante em condi¢des patologicas nas quais ha a
exacerbacdo da producdo de ERO, como no caso das doencas citadas
anteriormente, constitui um campo promissor de estudos buscando um
maior entendimento dos mecanismos que exacerbam ou controlam a
producdo de ERO nas mitocondrias, para que futuramente seja possivel o
desenvolvimento de novas terapias. Dois trabalhos foram desenvolvidos
nesse sentido durante essa tese. O primeiro investigou o efeito da ativagédo
das cinases mitocondriais em neundnios corticais de cérebro de rato
submetidos a condi¢Bes de hiperglicemia (MEYER et al, 2006 (anexo 1)),
confirmando que a mt-HK pode ser inibida por quantidades de G6P
encontradas fisiologicamente em tecidos submetidos a altas concentracdes

de glicose (Fig. 20). Essa inibicdo exacerba a geracdo de ERO pelas
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mitocondrias de cérebro, mas esse quadro pode ser revertido pela
inducdoda atividade da mt-CK, pela oferta de Cr a essas mitocondrias
(MEYER et al, 2006 (anexo 1)). Um segundo trabalho (anexo Ill) determinou
a ocorréncia de disfuncdo mitocondrial no cérebro de animais sépticos. O
mecanismo responsavel por esse comprometimento dos pardmetros
bioenergéticos e consequentemente das fungdes mitocondriais continua
desconhecido, porém ficou sugerido o envolvimento de ERO nesse
processo.

Os mecanismos de formagdo e detoxificagdo de ERO nas
mitocondrias sdo tecido-especificos, e dependem das caracteristicas e
demandas metabdlicas de cada tecido (ADAM-VIZI e CHINOPOULOS, 2006).
Os experimentos realizados durante essa tese buscaram contribuir com o
entendimento da distribuicdo e do papel desempenhado pelo mecanismo
antioxidante preventivo dependente de mt-HK e mt-CK. Para isso, foram
utilizados dois modelos: mitocondrias isoladas de cérebro, rim, coracéo e
figado de rato; e mitocondrias de cérebro de camundongo em diferentes
estagios do desenvolvimento pés-natal. Os dados obtidos indicam que as
cinases mitocondriais parecem agir em conjunto com as enzimas
antioxidantes classicas (CAT, GPx, GR e MnSOD), por um mecanismo
compensatorio. A expressdo e a contribuicdo desses mecanismos
antioxidantes parecem ser diferentes dependendo do tecido e da idade dos
animais avaliados.

O cerebro, ¢6rgdo alvo de diversas doencas degenerativas
relacionadas com dano oxidativo, é particularmente vulneravel a esse
estresse deletério, pois consome grandes quantidades de O,, produz grandes

quantidades de equivalentes redutores (NADH e FADH,) a partir da
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oxidacdo de glicose, para sintetizar ATP, e esta inadequadamente equipado
com mecanismos de defesa antioxidante detoxificadores (HALLIWELL,
2006). Os resultados dos experimentos com mitocondrias de cérebro de rato
confirmaram essas observagdes, uma vez que, com excecdo da MnSOD, as
atividades de GPx, GR e CAT mitocondriais s&o as menores dentre 0s
tecidos avaliados, e a velocidade de geracdo de ERO mitocondrial é a
maior dentre os tecidos testados (Fig. 21B, Tabela 2). Por outro lado, as
mitocondrias derivadas de figado e rim, érgaos implicados em processos de
detoxificagdo e que freqlientemente entram em contato com substancias
pro-oxidantes, tém uma grande quantidade de defesas antioxidantes
detoxificadoras diretas (ANDREYEV et al, 2005). Experimentos realizados
com mitocondrias de rim e figado de rato confirmam esses dados. (Fig.
21D e 21H, Tabela 2 e Fig. 23B). As divergéncias observadas entre os
valores das atividades especificas das enzimas antioxidantes classicas
mitocondriais dentre os tecidos testados, podem estar relacionadas a
diferengas observadas na producdo basal de ERO mitocondrial em cada
tecido (Tabela 2 e 3), uma vez que o H,0O, detectado pelo método de
oxidacgdo da sonda fluorescente Amplex Red é resultante do balango entre o
H,0, que ¢é gerado pela CTE durante a respiracdo em estado 2, e 0 H,0,
retirado pela acdo dos mecanismos antioxidantes mitocondriais
detoxificadores, tais como as enzimas antioxidantes classicas.

As atividades especificas da mt-HK e da mt-CK variaram muito
entre os tecidos estudados (Fig. 23A). Os maiores niveis detectados de
atividades dessas enzimas foram nas mitocondrias de cérebro, que
consequentemente foram as mais beneficiadas quanto a inibicdo da geracédo

de H,0, quando essas cinases eram ativadas (Fig. 21, 22 e Tabelas 2 e 3). E
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importante notar que in vivo, a atividade de reciclagem de ADP promovida
por ambas cinases mitocondriais, opera em taxas fisiologicas em estado
estacionario. No caso da mt-HK, sob condi¢Ges normais de glicemia, o
balango entre a taxa de internalizacdo de glicose e a taxa de remocdo de
G6P pelo metabolismo celular, asseguram um fluxo continuo de
fosforilagdo pela HK in vivo (FEHR et al, 2003; RODEN e SHULMAN, 1999).
Dessa maneira, uma porcdo da respiracdo celular basal é resultante da
ativacdo do consumo de O, mitocondrial pela reciclagem de ADP
promovida pela reacdo da mt-HK nas células que expressam essa isoforma
de HK. Particularmente durante a degeneracdo do sistema nervoso central,
induzida por estados hiperglicémicos, a atividade da mt-HK parece
desempenhar um importante papel, uma vez que 0 aumento na
concentracdo de glicose leva a um grande aumento na formagdo de ROS
em neurbnios antes de ocorrer a morte celular (RUSSELL et al, 2002). Esse
fendmeno pode ser interpretado como uma inibicdo da atividade da mt-HK
por G6P, 0 que provoca um aumento no AW, que pode ser revertido com a
ativacdo de ambas cinases, tanto a mt-CK quanto a mt-HK (DA-SILVA et al,
2004; MEYER et al, 2006 (anexo 1)). Os beneficios da ativacdo da atividade de
mt-CK dependem do balanco de Cr entre o tecido e o sangue,
especialmente em tecidos com alta demanda energética, como o cérebro.
De fato, existem evidéncias que indicam que a suplementacao de neurénios
com Cr aumenta os estoques intracelulares de ATP e PCr (WYSS et al, 2002;
ROSENSHTRAUKH et al, 1978). Interessantemente, concentracdes de Cr na
faixa de 0,1 mM, sdo capazes de abolir a formacdo de ERO em
mitocondrias isoladas de cérebro de rato, mas esses mesmos niveis de PCr

ndo provocam essa mesma inibicdo (MEYER et al, 2006 (anexo I)). Isso

117



DISCUSSAO

indica que a formagdo de ERO em mitocdndrias de neurdnios depende da
relacdo de concentragdo Cr/PCr, como demonstrado para neurdnios sob
estresse hiperglicémico (MEYER et al, 2006 (anexo 1)). Baseados nessas
observacdes, os dados presentes na figura 27 reforcam a relevancia da
ativacdo das cinases mitocondriais na prevenc¢édo da formacdo de ERO em
mitocondrias de cérebro e, adicionalmente, indicam que em mitocondrias
que ndo apresentam atividades dessas cinases, como as de figado, por
exemplo, a formacdo de ERO é fracamente inibida por baixas
concentracGes de ADP (Fig. 27B). Em patologias neurodegenerativas que
apresentam um aumento da formacdo de ERO, como a esclerose lateral
amiotrofica, e as doencas de Parkinson, Alzheimer e Huntington, ocorre um
decréscimo na atividade de mt-CK (WYSS et al, 2002; ROSENSHTRAUKH et
al, 1978). Quando a mt-CK esta ativa, ela apresenta forma octameérica e se
localiza no espaco intermembranas da mitocondria, associando-se ao
VDAC e ao ANT (BRDICZKA et al, 2006; MANOS et al, 1991; MOLLOY et al,
1992; HEMMER et al, 1994; KALDIS et al, 1996; JACOBS et al, 1964; SCHOLTE et
al, 1973; WYSS e SCHULZE, 2002). Em condig¢des pro-oxidantes, a atividade
da mt-CK fica fortemente inibida, o que faz com que a enzima passe para
sua forma dimérica (forma inativa). O dano oxidativo a mt-CK também
estd associado ao processo de permeabilidade de transicdo, levando a um
aumento da formacdo de ERO e disparando o processo de apoptose (WYSS
e SCHULZE, 2002; ROSENSHTRAUKH et al, 1978). Portanto, comparando com
outros tecidos, a grande ativagdo da respiracdo e a potente inibicdo na
formacdo de H,O, em mitocondrias de cérebro de rato, quando mt-HK ou

mt-CK estdo ativadas (Fig. 21, 22 e Tabela 2), fortalece o conceito de que
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ambos parametros podem ser afetados pelo aumento da disponibilidade de
ADP na presenca do analogo de glicose ou de Cr.

Os dados indicam que provavelmente duas caracteristicas das
mitocondrias de rim, coragdo e figado, corroboram para a menor (rim e
coracdo) ou total (figado) ineficiéncia do mecanismo que previne a geragao
de ERO pela agéo das cinases mitocondriais nesses tecidos: (i) primeiro, 0s
niveis das atividades de mt-HK e mt-CK per se, que sdo baixas em nas
mitocondrias de rim e coragdo (em coracdo a mt-CK é uma excecéo, tem
atividade alta) , e ndo foram detectadas nas mitocondrias de figado de rato
(Fig. 23A); e (ii) uma baixa capacidade intrinseca de utilizar ADP para
controlar a geragédo de H,0,, que ficou refletida no alto ICs, para a inibicéo
da formagéo de H,O, com ADP nessas mitocondrias, induzido pela adi¢édo
de Cr e 2-DOG (Fig. 27B e 28B). Como as afinidades aparentes por ADP
nas mitocondrias dos trés tecidos foram muito parecidas na figura 26A e
27A, foi descartada a possibilidade das atividades do ANT e da F,F; ATP
sintase serem os fatores limitantes na utilizacdo dos pulsos de ADP pelos
tecidos, uma vez que somente quando as atividades das cinases variam
percebe-se uma grande diferenca do ICsy para inibigédo da geragéo de H,O,
por ADP. As atividades de mt-HK e mt-CK podem representar dessa
forma, uma defesa antioxidante preventiva alternativa nas mitocondrias de
cérebro de rato, uma vez que este tecido possui baixas atividades das
enzimas antioxidantes classicas, principalmente das peroxidases. Em rim e
coragéo, a protecdo antioxidante mitocondrial parece ser desempenhada de
modo complementar pelos dois sistemas, as cinases de forma preventiva e
as enzimas antioxidantes como detoxificadores diretos. No figado, as

atividades de mt-HK e de mt-CK estdo ausentes, em contraste com as altas
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atividades observadas para as enzimas antioxidantes. Isso sugere que as
vias antioxidantes classicas de detoxificacdo séo as principais responsaveis
pela protecdo desse tecido contra o ERO formado.

A propriedade de manter o A¥,, em niveis baixos, quando as cinases
mitocondriais estdo ativas, € em alguns aspectos contrario ao mecanismo
antioxidante que envolve a ativagdo das UCPs, que desacoplam o consumo
de O, da sintese de ATP (ECHTAY, 2007). Apesar do fato de valores
similares de despolarizacdo de AYy, serem alcancados por qualquer um dos
mecanismos, 0 balanco entre as razdes de [AMP]/[ATP] e
[NAD(P)*J/[NAD(P)H] podem afetar de maneiras diferentes tanto a energia
celular quanto os sistemas sensores de estado redox, tais como AMP cinase
e Sir2, ativando diferentes vias de sinalizagdo (WU et al, 2006; FULCO et al,
2003; DASGUPTA e MILBRANDT, 2007; ZHANG et al, 2002).

Finalmente, os resultados obtidos com o estudo dos diferentes
tecidos, indicam que as atividades de mt-HK e de mt-CK, além de
acoplarem o metabolismo energético extramitocondrial com a FosOx
intramitocondrial, podem participar também da bioenergética mitocondrial
como uma defesa antioxidante preventiva, particularmente no cérebro, por
provocarem o decréscimo dos niveis de A¥, evitando a formacéao de H,0..
Os dados sugerem ainda que esse mecanismo antioxidante preventivo
proposto para as cinases mitocondriais sdo de maior importancia e mais
ativos em tecidos com baixas atividades de peroxidases (CAT e GPx)
mitocondriais (Fig. 24). Porém, essa correlacdo sugerida na figura 24, so
podera ser confirmada, tendo significAncia estatistica, apds estudos

complementares aumentando a quantidade de tecidos avaliados.
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Os experimentos realizados com mitocondrias de cérebro isoladas de
camundongos de diferentes idades corroboram diversas observacoes
experimentais ja discutidas anteriormente. E descrito na literatura, que
cérebros imaturos sdo particularmente sensiveis a injurias por estresse
oxidativo, pois possuem sistemas antioxidantes pouco desenvolvidos e alta
disponibilidade de ferro, que pode ser utilizado em reac¢des de formacdo de
ERO (BLOMGREN e HAGBERG, 2006). As mudancas bioguimicas que
ocorrem durante o desenvolvimento pos-natal desses animais (1 a 30 dias
de vida) sdo acompanhadas por mudancas na estrutura e atividade
funcional mitocondrial deste tecido. Diversos estudos tém mostrado que
durante processos inflamatdrios, tais como os causados por hemorragia
cerebral, e isquemia e reperfusdo, individuos jovens sdo muito mais
atingidos por danos oxidativos do que adultos (MCLEAN et al, 2005; CHANG
et al, 2005; BLOMGREN e HAGBERG, 2006). Assim, a ativacdo de mecanismos
antioxidantes como o mediado pelas atividades das cinases mitocondriais,
também poderia ser interessante nessas situacdes. Porém, os experimentos
realizados nessa tese demonstraram que, assim cOmo ocorre com 0S
sistemas antioxidantes classicos, as atividades das cinases mitocondriais
mt-HK e mt-CK de cérebro de camundongos somente védo sendo
implementadas conforme ocorre o crescimento desses animais (Fig. 29).
Esse fendmeno ja foi descrito para atividade de HK em homogenados totais
de cérebro de camundongos (KHAN et al, 1999), e para a atividade de mt-CK
de diversos tecidos estudados em diferentes modelos de mamiferos
(KEKELIDZE et al, 2000; INGWALL et al, 1981; PERRY et al,1988). Apesar disso,
0s dados demonstram que uma vez funcionando na sua plenitude, como

ocorre nas mitocondrias de cérebro dos animais adultos, o mecanismo
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antioxidante dependente da ativacdo de mt-HK e mt-CK passa a ser de
grande relevancia na prevencdo da formacdo de ERO nessas mitocéndrias
(Fig. 32 e 33). Quanto as enzimas antioxidantes (Fig. 31), a atividade de
CAT decaiu nas mitocondrias de cerebro conforme os animais cresciam, e
as atividades de GPx, MnSOD e GR mitocondriais, apesar de aumentarem,
ndo foram suficientes para conter a disparada na produgdo de ERO basal
nessas mitocondrias (Fig. 33A). Esse incremento substancial na produgéo
de H,0, que ocorre conforme o0s animais se desenvolvem, provavelmente €
resultante do aumento da taxa metabdlica das células desse tecido com a
idade. Portanto, nossos experimentos com as mitocondrias de cérebro de
animais em desenvolvimento, demonstraram que existe uma correlagdo
positiva entre 0 aumento das atividades de mt-HK (Fig. 34B) e mt-CK (Fig.
34D) e 0 aumento na producdo de H,O, basal (respiragdo em estado 2)
mitocondrial; e que conforme os animais se desenvolvem, maiores séo as
inibi¢cdes na producgéo de H,0O, induzidas pela ativagdo das atividades das
cinases mitocondriais (Fig. 32, 33B e 33C).

Finalmente, outros estudos sdo necessarios para a elucidacdo do
controle da expressdo génica das enzimas antioxidantes mitocondriais e das
cinases recicladoras de ADP das mitocondrias dos diferentes modelos
testados. A investigacdo deste mecanismo antioxidante, em condicfes
patoldgicas nas quais hd a exacerbacdo da producdo de ERO e quadros
hiperglicémicos associados, como é o caso da sepse, sera o foco de futuras

investigacoes.
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