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INTRODUGCAO

A enzima mitocondrial transidrogenase de NAD(P)* (NNT), situada na membrana mitocondrial
interna, desempenha a funcéo fisioldgica de transferir um hidreto entre NADH e NADP*, com a
formacgéo de NADPH na matriz mitocondrial. A transferéncia desse hidreto ao NADP* esta acoplada a
translocagdo de um proton entre o espacgo intermembranas e a matriz mitocondrial (). Esta fungéo é de
suma importancia, uma vez que o NADPH, neste compartimento celular, atua como um doador de
elétrons essencial para sistemas enzimaticos antioxidantes responsaveis pela detoxificacdo de
peréxido de hidrogénio (Figura 1), além de ser um componente vital em vias metabdlicas de
biossintese, como a sintese de cortisol, neurotransmissores monoaminérgicos, tetrahidrobiopterina

(BH,) e aminoacidos®.
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/ MATRIZ Figura 1: O O, gerado pela cadeia respiratéria mitocondrial (R.C.) pode ser transformado em
H,O, que sera metabolizado pela glutationa peroxidase (GPX) e peroxirredoxina (PRX)
Hzo, NAI:IPH utilizando o poder redutor da glutationa (GSH) e tiorredoxina (TRX,4), respectivamente. As
:(:GSSG formas oxidadas dessas moléculas (GSSG e TRX,y) serdo reduzidas pela glutationa
mx ) o redutase (GR) e tiorredoxina redutase (TR), respectivamente, utilizando como doador de

elétrons o NADPH gerado pela NNT em sua reagao direta. Adaptado de Vercesi et al. (2018).
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Devido a essa importdncia a multiplas reagdes metabdlicas, organismos que apresentam
deficiéncia ou auséncia da enzima NNT podem sofrer impactos significativos em suas funcdes

metabdlicas, resultando em desbalango redox mitocondrial e até mesmo desencadeando insuficiéncia



adrenal primaria @ 4. Essa condigdo evidencia a importancia critica da NNT na homeostase metabdlica
e destaca suas implicagdes potenciais.

O presente projeto foi conduzido no LABIME (Laboratério de Bioenergética e Metabolismo
Celular), situado na FCM - UNICAMP. Este laboratério é reconhecido como um dos principais centros
de estudo na enzima NNT, destacando-se pela sua significativa contribuicdo cientifica nesse campo.
Seus estudos concentram-se principalmente na investigagdo dos aspectos fisiopatoldogicos da NNT,
especialmente em relagdo ao equilibrio redox, tanto a nivel mitocondrial quanto celular .

O objetivo principal deste projeto foi realizar uma caracterizagao sistematica da atividade da
NNT em mitocéndrias isoladas de diferentes tecidos, incluindo cérebro, coracao, figado, musculo
esquelético e rim de camundongos. Essa abordagem abrangente permitirda uma compreensao mais
profunda do papel da NNT em diferentes contextos teciduais, fornecendo entendimentos sobre sua

funcao e regulacdo em diversos 6rgaos e sistemas.

METODOLOGIA

e Isolamento das mitocondrias

O isolamento das mitocéndrias de cérebro, coragdo, figado, musculo esquelético e rim foi
realizado através de homogeneizacao dos tecidos seguida por centrifugagdo diferencial. Apds o
deslocamento cervical e decapitagao do camundongo, os tecidos foram extraidos e submetidos a uma
série de processos para obtencdo de uma suspensao enriquecida de mitocondrias. Embora os
procedimentos empregados fossem semelhantes, houve especificidades para cada 6rgado. Apds
obtidas as suspensbes de mitocdndrias, as concentracbes de proteina nas mesmas foram
determinadas utilizando o método de Bradford. Os procedimentos foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da UNICAMP (CEUA, 6202-1/2023).

e Taxa de consumo de oxigénio

A taxa do consumo de oxigénio (OCR) foi medida utilizando um respirdmetro de alta resolugao
(Oxygraph-2k, Oroboros) ©. As adigdes iniciais consistiram em piruvato (5 mM), malato (2,5 mM) e
glutamato (5 mM), os quais foram utilizados como substratos para a respiracdao mitocondrial. Em
sequéncia, foi adicionado ADP (500 uM), para estimular a cadeia respiratéria. Apos alguns minutos, foi
adicionado oligomicina (1 pg/mL), um composto capaz de inibir a ATP sintase ©, para inibir a
fosforilacdo oxidativa. Por fim, foram feitas subsequentes adi¢des de CCCP, um desacoplador da

membrana mitocondrial, para estimular a cadeia respiratéria novamente .
e Determinagao da atividade da NNT

A atividade da NNT foi quantificada utilizando um espectrofotometro (UV-1800, Shimadzu). A
avaliagdo da reacao direta foi realizada mediante a medi¢cdo da redugao de thio-NADP* por NADH,

sendo esta monitorada pela absorbancia diferencial entre 400 e 460 nm. Ja a verificagcdo da reacéo
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reversa foi conduzida através da medicdo da redugao de APAD* por NADPH, com monitoramento da

absorbancia diferencial entre 375 e 425 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 2 mostra um tragado representativo da medi¢do do OCR. Nela, temos que a adi¢ao de
ADP resulta no primeiro aumento do fluxo de oxigénio (linha vermelha), devido ao estimulo da ATP
sintase. O decaimento em seguida corresponde a adi¢cao de oligomicina, que inibe a ATP sintase. Os
posteriores picos correspondem as subsequentes adigbes de CCCP, translocando prétons através da

membrana mitocondrial interna e levando ao funcionamento maximo da cadeia respiratéria.
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Figura 2: Tracado representativo de uma medi¢cao completa
de OCR utilizando mitocéndrias de figado, mostrando a
concentragdo de oxigénio na cuba do equipamento (linha
azul) e o fluxo de oxigénio por massa (linha vermelha) ao
longo de todas as adigdes.

Foram determinados 4 valores em cada tragado obtido, sendo eles OCRppp (OCR apds a
adicdao de ADP), OCRg co (OCR apds a adigdo de oligomicina), OCRcccp (OCR maximo apds as
adicdes de CCCP) e CR (controle respiratorio, correspondente a razdo entre OCRppp € OCRgyc0)-
Para o OCRppp, 0s valores obtidos foram de: 1629,01 para mitocondrias de cérebro, 3761,1 para
coragdo, 1271,1 para figado, 1916,4 para musculo e 2339,7 para rim, valores estdo em pmol
O,/(s*mg). Ja para o controle respiratorio, os valores obtidos foram de: 17,4 para mitocéndrias de

cérebro, 10,9 para coracao, 8,1 para figado, 5,1 para musculo e 8,1 para rim.

A figura 3 ilustra dois tragados representativos da atividade da NNT em mitocdndrias de figado.
No painel A, é apresentada a medicdo da reacdo direta da NNT, monitorada pela absorbancia
diferencial entre 400 e 460 nm. A seta indica 0 momento da adicdo de NADH, iniciando assim a reacao
de redugdo do thio-NADP*. No painel B, temos a representacdo da reagdo reversa da NNT,
monitorada pela absorbancia diferencial entre 375 e 425 nm. A seta indica 0 momento da adigéo de
NADPH, dando inicio a reacado de reducao do APAD*. Ambos os tragados foram obtidos utilizando 100

Mg/mL de mitocdndria de figado. O aumento da absorbancia indica o aumento da redugdo de
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thio-NADP* ou de APAD?, refletindo diretamente o funcionamento da enzima. A atividade enzimatica da

NNT foi determinada pelo valor do aumento da absorbancia no primeiro minuto de reacéo.
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Figura 3: Tragados representativos da atividade da NNT em mitocdndrias de figado de camundongo. (A) Reagdo direta da
NNT; o tragado azul corresponde a reagdo com 100 ug de mitocdndria, enquanto o tragado vermelho representa a reagédo
sem mitocondria. (B) Reagéo reversa da NNT,; o tragado verde corresponde a reagao com 100 pg de mitocéndria, enquanto
o tragado vermelho representa a reagao sem mitocéndria.

Para a atividade da reacdo direta da NNT, os valores obtidos foram de: 0,0014 para
mitocéndrias de cérebro, 0,0161 para coragao, 0,0041 para figado, 0,0054 para musculo e 0,0086 para
rim. Ja para a atividade da reacdo reversa da NNT, os valores obtidos foram de: 0,0037 para
mitocéndrias de cérebro, 0,0898 para coragao, 0,0158 para figado, 0,0130 para musculo e 0,0299 para

rim. Todos os valores estao em absorbancia por minuto por 50 ug de mitocondria.

Analisando estatisticamente a correlagdo entre os valores médios obtidos para as reagdes
direta e reversa da NNT, foi observado um R2? de 0,9509 e um p-valor de 0,0047, utilizando um
intervalo de confianga de 95%. Esses resultados indicam uma correlagéo significativa entre os
resultados de atividade de NNT nas reagdes direta e reversa. Em outras palavras, as atividades da

enzima em ambas as diregdes estdo correlacionadas, sugerindo um funcionamento interdependente

dessas duas vias metabdlicas.

CONCLUSOES

Quanto ao OCR, as mitocéndrias apresentaram pequenas variagdes entre os isolamentos.
Todas apresentaram Controle Respiratério maior que 5, um indicativo de uma boa qualidade das

organelas isoladas ®, e, conforme o esperado, as mitocondrias de coragdo apresentaram a maior taxa
de respiragdo ©.
Quanto a atividade de NNT, houve uma certa variacdo de atividade de NNT entre os tecidos,

embora nao haja diferenca significativa entre mitocéndrias de musculo e figado para a reagao direta e

entre musculo e figado, assim como figado e rim, para a reacao reversa. Nota-se também que as
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amostras de mitocéndria de coragdo mostraram significativamente a maior atividade de NNT, enquanto
as amostras de cérebro exibiram consistentemente a menor atividade, tanto na reagao direta quanto

na reversa.

Ao compararmos os valores de atividade de ambas as reagdes para cada tecido, observa-se
que a reacgao reversa da NNT apresentou valores aproximadamente 5 vezes maiores que a reacao
direta. Esta inferéncia considera que a absortividade molar de APADH e thio-NADPH sao semelhantes
@, Os resultados de atividade da NNT sugerem que a expressao e a atividade desta enzima podem
variar consideravelmente entre os diferentes tecidos, refletindo as diferentes demandas metabdlicas e

fisioldégicas de cada um.

Esses achados fornecem uma compreensao mais profunda sobre a interagcao entre a atividade
da NNT e a bioenergética mitocondrial, destacando a complexidade e a especificidade das reagdes
metabdlicas nos diferentes tecidos. Essas informagdes sido relevantes para compreensdo dos
mecanismos subjacentes ao funcionamento das mitocondrias e podem ter implica¢des significativas no

entendimento de disfungdes mitocondriais e desordens metabdlicas.
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