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RESUMO

A evolucdo do conhecimento das bases
bioquimicas da isquemia miocérdica tem
permitido definir em pormenor partes
importantes da complexa cadeia de eventos
intracelulares subjacente a cardiopatia
isquémica, nas suas diversas manifestacdes.
Deste extraordindrio esforgo cientifico
sobressai claramente a importincia do papel
desempenhado pelas mitocondrias cardiacas
em todo este processo. Associadas
inicialmente apenas a producdo de energia,
as mitocondrias tém vindo a revelar outras
fungdes ndo menos importantes, tais como a
promogdo da homeostase do célcio, o
desenvolvimento de precondicionamento
isquémico e ndo isquémico e o controlo de
mecanismos-chave na determinacio da
sobrevivéncia ou morte celular.

Este trabalho tem essencialmente dois
objectivos. Em primeiro lugar, rever o
conhecimento actual sobre a morfofisiologia
das mitocondrias e de que modo ela pode ser
alterada por fenémenos de isquemia e
isquemia-reperfusdo. Em segundo lugar, este
artigo pretende sumarizar o papel das
mitocondrias cardfacas na promocdo da
cardioprotec¢do e na modulacdo dos
mecanismos de morte celular.
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ABSTRACT

Mitochondria: Role in Ischemia,
Reperfusion and Cell Death

Recent advances in the knowledge of the
biochemical basis of myocardial ischemia
have enabled a better understanding of the
complex sequence of events occurring in
ischemic cardiomyopathy, whatever its
manifestations. This has clearly highlighted
the important role played by cardiac
mitochondria in these events.

At first only associated with energy
production, mitochondria have been clearly
shown to have other important functions, like
the maintenance of calcium homeostasis, as
well as ischemic and non-ischemic
preconditioning, and also modulation of
cellular life and death.

The aims of this review are twofold: firstly, to
review the current knowledge on
mitochondrial morphology and structure, and
how these can be affected by ischemia and
ischemia-reperfusion; and secondly, to
summarize the role of cardiac mitochondria
in cardioprotection and modulation of cell
death mechanisms.
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INTRODUCAO

Aisquemia miocdrdica caracteriza-se por
um claro desequilibrio entre a «oferta» e a
«procura», isto é, entre o fornecimento e as
necessidades das células miocdrdicas em oxi-
génio (O2) e nutrientes.

Este desequilibrio pode ocorrer a custa de
trés situacdes. A primeira, ocorre perante um
aumento da necessidades miocardicas de O: e
nutrientes (isquemia de consumo). Vdrios fac-
tores poderfio contribuir para este quadro, pois
em caso de obstru¢do corondria pré-existente,
a necessidade de um maior fornecimento de O:
e nutrientes, condicionada pelo exercicio fi-
sico, taquicardia ou emogdes, provoca um de-
sequilibrio transitério. Esta é a causa da maio-
ria dos episédios de angina estdvel crénica. A
segunda situag¢do consiste numa diminuig¢do do
aporte de O: e nutrientes (isquemia de aporte),
devida a um maior ténus vascular corondrio ou
a agregados ou trombos corondrios, os quais
estdo habitualmente na base dos episédios de
angina instdvel e de enfarte agudo do miocar-
dio. Finalmente, pode também ocorrer uma si-
tuagdo mista, em que estdo simultaneamente
presentes os dois factores anteriormente referi-
dos @.

Quando uma situac¢do de desequilibrio
aporte/consumo se concretiza (independente-
mente do mecanismo que lhe estd subjacente),
dela decorrem consequéncias bioquimicas, me-
cnicas, eléctricas, cuja intensidade estd larga-
mente (embora ndo totalmente) relacionada com
a magnitude da isquemia miocdrdica, podendo,
inclusivamente, culminar na morte celular.

Este trabalho de revisdo tem como objectivo
apresentar o estado actual dos conhecimentos
sobre o papel das mitocondrias cardfacas no
contexto da isquemia e isquemia-reperfusio
(IR) miocdrdicas, bem como o seu papel na
modulagio da vida e morte dos cardiomiécitos.

Fisiopatologia da isquemia miocardica

A cada momento os cardiomiécitos conso-
mem a quase totalidade da energia que produ-
zem, pelo que as suas reservas energéticas sdo
muito reduzidas (permitem apenas assegurar a
contracc¢do cardfaca durante alguns segundos) ®.
Além disso, o cora¢do possui reservas muito
escassas de O: pelo que, apés uma oclusio co-
rondria, a taxa relativamente elevada de con-
sumo energético dos miéeitos determina uma
diminuicéo rdpida e substancial da tensdo de
0: e da contractilidade miocardica.

INTRODUCTION

yocardial ischemia is characterized by a

marked imbalance between supply and
demand, that is between the provision of oxy-
gen (02) and nutrients to myocardial cells and
their needs.

This imbalance may arise for any of three
reasons. The first results from an increase in
the myocardium’s need for O: and nutrients
(demand ischemia). Various factors can contri-
bute to this situation. Firstly, in the case of
pre-existing coronary artery obstruction, the
need for a greater supply of O: and nutrients
arising from physical exercise, tachycardia or
emotional stress can cause a temporary imbal-
ance. This is the cause of most episodes of
chronic stable angina. The second type con-
sists in a decrease in the supply of O: and nu-
trients (supply ischemia) due to greater coro-
nary vascular tone or to coronary aggregates or
thrombi, which are usually the cause of un-
stable angina and acute myocardial infarction.
Finally, the imbalance may result from a mixed
situation in which the above two factors are si-
multaneously present .

When such an imbalance of supply and de-
mand occurs, whatever its underlying mecha-
nism, it has biochemical, mechanical and elec-
trical repercussions, the intensity of which is
largely (although not completely) dependent on
the magnitude of myocardial ischemia, and
which can even result in cell death.

This review aims to present the current
state of knowledge of the role of cardiac mito-
chondria in myocardial ischemia and ische-
mia-reperfusion (IR), as well as their role in
modulating cardiomyocyte life and death.

Pathophysiology of myocardial ischemia

At any given moment, cardiomyocytes con-
sume almost all the energy they produce,
which means that their energy reserves are
very small, only sufficient to maintain cardiac
contraction for a few seconds ®. Furthermore,
the heart has very small O: reserves, so that
after coronary occlusion the relatively high rate
of myocyte oxygen consumption leads to a ra-
pid and substantial fall in O: tension and myo-
cardial contractility.

Under these circumstances, the ability of
heart muscle to survive will be greatly reduced
unless it is able to adapt rapidly to the new
conditions V. One of the specific characteristics
of cardiomyocyte metabolism is their ability to




Em face desta realidade, a capacidade de
sobrevivéncia do misculo cardiaco seria muito
reduzida se ele ndo fosse capaz de se adaptar a
novas condi¢des de forma bastante rdpida ®.
Uma das caracteristicas particulares do meta-
bolismo dos cardiomidcitos é a sua capacidade
de produzir energia a partir de dcidos gordos,
num processo conhecido como B-oxidagdo. Nao
obstante, as células cardiacas sdo também ca-
pazes de produzir energia a partir de outros
substractos energéticos, como sejam a glicose,
o piruvato e o lactato. Isto permite ao miocér-
dio passar de um metabolismo energético
quase totalmente baseado nos dcidos gordos
(ap6s uma grande ingestdo de alimentos ricos
em lipidos), para um metabolismo mais balan-
ceado (por exemplo, em caso de diabetes, exer-
cicio fisico intenso ou escassez de nutrientes).
O consumo de O: associado a estas alternativas
metabélicas é muito diferente (a oxidacéo de
glicose consome menos O: do que a (3-oxidagdo
de dcidos gordos)® Y. O excesso de oxidacdo
de dcidos gordos estd intimamente associado 2
disfuncdo cardiaca, pois caracteriza-se por um
excessivo consumo de O: para produzir um
mesmo nivel de trabalho cardfaco. Durante a
isquemia, a oxidac¢fo de substractos lipidicos é
subitamente bloqueada; em contraste, ela au-
menta marcadamente durante a reperfusio, le-
vando a acumulacfo de diversos metabolitos
potencialmente téxicos, tais como acil-carniti-
nas, lisofosfolipidos e acil-coenzima A ©.

Para além da capacidade de adapta¢do me-
tabélica, o miocardio é ainda capaz de modular
a sua actividade contrdctil, permitindo que ela
se reduza de forma transitéria em perfodos de
aporte nutricional deficiente (miocdrdio «hi-
bernante») ou em momentos de grande siress
oxidativo (miocérdio «atordoado»).

O conceito de miocdrdio «hibernante» foi
introduzido por Rahimtoola ®, para descrever o
estado de redu¢do da fun¢do ventricular em re-
pouso no contexto de doenga corondria. Este
fené6meno ocorre em cerca de um terco dos
doentes com insuficiéncia corondria crénica @,
funcionando como mecanismo protector do mio-
cédrdio sujeito a hipoperfusdo crénica, pelo
qual se evitam fenémenos de necrose em troca
de uma reduc¢io reversivel da actividade con-
tractil dos cardiomiéeitos. A hibernacéo, total
ou parcialmente reversivel apés terapéutica de
revascularizacdo, foi elucidativamente caracte-
rizada por Hearse ® como «uma extraordindria
forma de adaptag¢do da actividade tecidular as
circunstincias do meio». J4 o «atordoamento»

produce energy from fatty acids, in a process
known as P-oxidation. However, cardiac cells
are also able to produce energy using other
energy substrates, such as glucose, pyruvate
and lactate. This enables the myocardium to
change from an energy metabolism
based almost entirely on fatty acids (after a
large meal rich in lipids) to a more balanced
metabolism (for example, with diabetes, stren-
uous physical exercise or shortage of nutr-
ients). O» consumption associated with these
alternative types of metabolism is very differ-
ent, the oxidation of glucose using less O: than
the B-oxidation of fatty acids ®%. Excessive
oxidation of fatty acids is closely linked to car-
diac dysfunction, as it requires greater O: con-
sumption for the same level of cardiac work.
During ischemia, the oxidation of lipid sub-
strates is suddenly blocked; by contrast, it in-
creases markedly during reperfusion, leading
to the accumulation of various potentially toxic
metabolites, such as acylcarnitines, lysophos-
pholipids and acyl-coenzyme A ©.

Besides its capacity for metabolic adapta-
tion, the myocardium is also able to modulate
its contractile activity, reducing it temporarily
in periods of inadequate supply of nutrients
(“hibernating” myocardium) or at times of se-
vere oxidative stress (“stunned” myocardium).

The term “hibernating myocardium” was
coined by Rahimtoola® to describe the state of
reduced ventricular function at rest in the con-
text of coronary artery disease. This pheno-
menon occurs in around a third of patients
with chronic heart failure ®, and functions as a
protective mechanism for myocardium under-
going chronic hypoperfusion, preventing necro-
sis by means of a reversible decrease in cardio-
myocyte contractile activity. Hibernation,
completely or partially reversible after revas-
cularization, was well described by Hearse ® as
“an extraordinary form of adaptation of tissue
activity to environmental circumstances”. Myo-
cardial stunning is characterized by reduced
myocardial contractility in the presence of nor-
mal perfusion levels, and often occurs after se-
vere ischemic insults such as episodes of un-
stable angina® and acute myocardial in-
farction. This phenomenon, probably associat-
ed with the production of reactive oxygen spe-
cies (ROS) and changes in calcium (Ca?) ho-
meostasis 1, is usually at least partially
reversible, and the degree of recovery of ven-
tricular function has important prognostic im-
plications V.
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miocdrdico caracteriza-se por uma reducdo da
contractilidade miocérdica na presenga de ni-
veis normais de perfusdo, ocorrendo frequente-
mente apés insultos isquémicos graves, como
episédios de angina instdvel ” e enfarte agudo
do miocéardio; este fenémeno, provavelmente
associado com a produg¢do de radicais livres de
oxigénio (ROS) e alteragdes da homeostase do
célcio (Ca?) 1, ¢ habitualmente reversivel
(pelo menos parcialmente), sendo que o grau
de recuperacdo da funcéo ventricular tem im-
portantes implica¢des prognésticas V.

A série de fenémenos bioquimicos pelos
quais a isquemia do miocérdio pode conduzir a
depressdo funcional da contractilidade miocdr-
dica ndo estd ainda completamente esclarecida.

Em relacdo ao «miocdrdio hibernante» es-
tudos recentes tém levantado a hipétese da im-
portancia da apoptose, eventualmente mediada
por citocinas, proteinas de choque térmico,
stress oxidativo e/ou é6xido nitrico ”, embora
para ja existam mais duvidas do que certezas .

Foram também propostos diversos mecanis-
mos para explicar o «atordoamento» miocar-
dico, incluindo a produc¢édo insuficiente de
energia pelas mitocondrias ¥, a redugdo do uso
de energia pelas miofibrilhas ™, a menor reac-
tividade dos neurénios simpdticos ¥, lesdes da
matriz de colagénio extracelular, menor sensi-
bilidade dos miofilamentos ao célcio, desaco-
plamento excita¢do-contrac¢do por disfuncéo
do reticulo sarcoplasmdtico ', sobrecarga in-
tracelular de cédlcio "*'? e maior geracdo de
ROS "2, Mecanismos pouco provéveis sdo a
insuficiente produgdo de energia (apesar de
esta ser um facto ™), o seu menor uso pelas
miofibrilhas e a perfusio deficiente do miocar-
dio ™, porque a contractilidade do miocérdio
«deprimido» pode restaurar-se de forma r4-
pida, embora transitéria, pela estimulagéo ino-
trépica @, Entre os mecanismos mais prova-
veis encontram-se a sobrecarga transitéria de
Ca* nos miécitos (imediatamente apés a reper-
fusdo) 119 o desacoplamento da excitagdo-
-contrac¢do pela disfungfo isquémica do reti-
culo sarcoplasmético™ e a geragdio de ROS 472,

Enumeradas as principais altera¢des sub-
jacentes a isquemia (e reperfusdo), importa co-
nhecer melhor as bases ultraestruturais e me-
tabélicas das mitocondrias e de que forma
podem elas influenciar e serem influenciadas
pela isquemia e IR.

Mitocondrias: ultraestrutura e fisiologia

Ao longo do processo evolutivo da vida no
nosso planeta, as mitocondrias desenvolveram

The series of biochemical phenomena by
which myocardial ischemia can lead to func-
tional depression of myocardial contractility is
not fully understood.

With regard to hibernating myocardium, re-
cent studies have suggested the important role
of apoptosis, possibly mediated by cytokines,
heat shock proteins, oxidative stress and/or ni-
tric oxide @, although there are as yet more
questions than answers 2.

Various mechanisms have also been propos-
ed to explain myocardial stunning, including
insufficient energy production by mitochondria ®,
reduction in energy use by myofibrils ™, low-
ered reactivity of sympathetic neurons ¥, dam-
age to the extracellular collagen matrix, reduc-
ed sensitivity of myofilaments to calcium 19,
excitation-contraction decoupling due to
dysfunction of the sarcoplasmic reticulum "9,
intracellular calcium overload > '® and greater
generation of ROS "™, The less likely mech-
anisms include insufficient energy production
(although this indeed occurs @), reduced energy
use by myofibrils, and inadequate perfusion of
the myocardium ¥, since the contractility of
“depressed” myocardium can be rapidly (but
only temporarily), restored by inotropic stimu-
lation ®#. Among the more likely mechanisms
are transient Ca* overload in myocytes im-
mediately after reperfusion "9, excitation-con-
traction decoupling through ischemic dysfunc-
tion of the sarcoplasmic reticulum ™ and the
generation of ROS 72,

Having described the main alterations under-
lying ischemia (and reperfusion), we should now
consider in more detail the ultrastructure and
metabolism of mitochondria and how they in-
fluence and are influenced by ischemia and IR.

Mitochondria: ultrastructure
and physiology

Over the course of evolution of life on this
planet, mitochondria have developed a strategy
of producing adenosine triphosphate (ATP)
based on the transfer of electrons from reduc-
ing compounds such as reduced nicotinamide
adenine dinucleotide (NADH) to O:. At the
same time, they eject protons (H*), generating
an electrical potential across the inner mito-
chondrial membrane. They have also created a
system of lipid oxidation by transporting long-
chain fatty acids, as well as a method of regu-
lating their function according to the energy
needs of the cell that is dependent on the con-
centration of intramitochondrial Ca* (Ca* act-




uma estratégia para a producio de adenosina
trifosfato (ATP), baseada na transferéncia de
electrdes desde compostos redutores (como a
nicotinamida adenina dinucleétido reduzida —
NADH) até ao O.. Ao mesmo tempo, ejectam
protdes (H*) para o exterior, gerando um poten-
cial eléctrico através da membrana mitocon-
drial interna. Criaram também um sistema de
oxidacdo de lipidos, por meio de um transporte
especifico de dcidos gordos de cadeia longa;
possuem igualmente um sistema que regula o
seu funcionamento em fun¢do das necessida-
des energéticas da célula, o qual estd depen-
dente da concentracdo de Ca* intramitocon-
drial (o Ca* activa vdrias enzimas-chave nas
mitocondrias). O metabolismo mitocondrial
produz ROS, sendo que a quantidade de ROS
que «escapam» das mitocondrias poderd con-
trolar a duracdio da vida de cada célula. Tran-
sitoriamente, podem formar-se nas mitocon-
drias poros proteicos, por onde se liberta parte
do contetddo mitocondrial, incluindo citocromo
¢, o qual desencadeia uma série de eventos
conducentes a morte celular («programada» —
apoptose — ou ndo programada — necrose); este
poro gigante é modulado por diversas substan-
cias (incluindo proteinas da familia Bcel-2), as
quais, por este meio, podem controlar a morte
celular @),

Para controlar todas estas funcionalidades,
as mitocondrias possuem um genoma reduzido
que codifica algumas das proteinas essenciais
ao seu funcionamento; cada mitocondria tem
varias cépias de dcido desoxirribonucleico mi-
tocondrial (ADNw) e cada cépia é constituida
por uma s6 hélice de 16 569 nucleétidos, os
quais codificam 13 protefnas (das quais 7 per-
tencem ao complexo 1) #2. O ADN.. é muito
susceptivel a lesdes oxidativas, dado ndo pos-
suir histonas, ter mecanismos de reparagio
pouco eficientes e estar espacialmente préximo
da cadeia respiratéria, local de producdo dos
ROS. A oxidag¢do do ADN.. por ROS pode
resultar em mutagdes (até porque o ADN. nfo
possui intrdes, logo todo ele codifica proteinas
essenciais) que levardo a inibi¢do da fosfori-
lacdo oxidativa, aumento do leak de electrdes
(logo, dos ROS) e redugéio da producéo de ATP
@29 () ADNmt sofre um ntimero de mutac¢des
10 vezes superior ao que ocorre no genoma nu-
clear (este valor aumenta com o envelheci-
mento e em todas as situac¢des de siress meta-
bélico). Sabe-se, por exemplo, que diversas
doengas (incluindo certas miopatias e cardio-
miopatias) sdo devidas a muta¢des mitocon-

ivates various key enzymes in mitochondria).
The mitochondrial metabolism produces ROS,
and the amount of ROS that “escapes” from
the mitochondria can control the lifespan of
each cell. Protein pores can form temporarily
in the mitochondrial membrane, through which
part of the contents of the mitochondrion is re-
leased, including cytochrome ¢, which triggers
a series of events that leads to cell death (pro-
grammed — apoptosis — or unprogrammed — ne-
crosis). These large pores are modulated by var-
ious substances, including proteins of the
Bel-2 family, which in this way are able to
control cell death @2

To control all these functions, mitochondria
have a small genome that codes for some of the
proteins that are essential to their functioning.
Each mitochondrion has several copies of mito-
chondrial deoxyribonucleic acid (mtDNA),
each copy consisting of a single helix of 16
569 nucleotides that codes for 13 proteins, se-
ven of which belong to complex 129, As it
lacks histones, has inefficient repair mecha-
nisms, and is very close to the respiratory
chain, where ROS are produced, mtDNA is
highly susceptible to oxidative damage. Oxida-
tion of mtDNA by ROS may result in muta-
tions (since mtDNA has no introns, all its genes
code for essential proteins) that can lead to the
inhibition of oxidative phosphorylation, increase
in electron leakage (and therefore increased
production of ROS), and decrease in ATP
production ®*?¥. The rate of mutations in
mtDNA is 10 times higher than in nuclear
DNA, and this rate increases with aging and in
all situations of metabolic stress. It is known,
for example, that several diseases (including
some forms of myopathy and heart disease) are
caused by mitochondrial mutations and/or mi-
tochondrial damage resulting from cellular cal-
cium ion overload.

Within the mitochondrion, the carboxyl
groups of organic acids are metabolized to car-
bon dioxide (CO2), while hydrogen atoms are
transferred to specialized molecules, oxidized
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD*) and
oxidized flavin adenine dinucleotide (FAD),
producing NADH and reduced flavin adenine
dinucleotide (FADH:). When NADH is oxidiz-
ed to NAD* by complex I in the mitochondrion,
protons are pumped out of the mitochondrion,
creating a membrane electrical potential.
In turn, the electrons are transferred in a ser-
ies of steps to O2, producing molecules of water
(Fig. 1). The relation between the production
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driais e/ou a lesdes mitocondriais favorecidas
pela sobrecarga celular de iges cdlcio.

No interior das mitocondrias, os grupos car-
boxilo dos 4cidos organicos sdo metabolizados
sob a forma de diéxido de carbono (CO:), en-
quanto que os dtomos de hidrogénio sfo trans-
feridos para moléculas especializadas, a nicoti-
namida adenina dinucleétido oxidada (NAD") e
a flavinamida adenina dinucleétido oxidada
(FAD), dando origem ao NADH e a flavina-
mida adenina dinucleétido reduzida (FADH>).
Quando o NADH é oxidado a NAD* pelo com-
plexo I da mitocondria, os protdes sdo bombea-
dos para o exterior da mitocondria, criando um
potencial eléctrico membranar. Por sua vez, os
electrdes sdo transferidos numa série de etapas
até ao 02, com producdo de moléculas de dgua
(Fig. 1). A relacdo entre a producgio de dgua
(composto inerte) e a de radical superéxido (O:-
composto bastante reactivo) varia consoante o
tecido e a idade @,

A transferéncia de electrdes até ao O: s6 é
possivel porque a membrana mitocondrial in-
terna possui uma série de complexos proteicos,
organizados em cinco complexos ®. O com-
plexo I (NADH: Coenzima () reductase) é com-
posto por 41 polipéptidos diferentes, sendo ca-
paz de oxidar o NADH. Bombeia protdes para
o exterior da mitocondria, contribuindo para o
gradiente electroquimico de protdes e pode

of water (an inert compound) and of the super-
oxide radical (O2), a highly reactive com-
pound, varies according to tissue and age ®* .

The electron transfer to O: is only possible
because the inner mitochondrial membrane
contains a series of five protein complexes @°.
Complex I (NADH: coenzyme Q reductase) is
made up of 41 different polypeptides and can
oxidize NADH. It pumps protons out of the mi-
tochondrion, contributing to the proton electro-
chemical gradient, and can lead to ROS gene-
ration. This complex is inhibited by the
neurotoxin 1-methyl-4-phenylpyridine (MPP*),
by rotenone and by nitric oxide. Complex 11
(succinate: ubiquinone reductase), which is
composed of four proteins, catalyzes the oxida-
tion of succinate to fumarate, with the forma-
tion of ubiquinol from ubiquinone; the supply
of succinate (via the Krebs cycle) enables a
‘short-circuit’ to be established, bypassing com-
plex I. Complex II is inhibited by 3-nitropro-
pionic acid, malonate and nitric oxide. Com-
plex III (ubiquinol: cytochrome ¢ reductase)
results from the association of 11 different pro-
teins. This complex uses ubiquitin to expel a
proton from the mitochondrion amd to simulta-
neously transfer an electron to cytochrome c.
This complex appears to be involved in the
formation of ROS. Complex IV (cytochrome ¢
oxidase) reduces O: to water and uses the re-

Fig. 1 Representagio esquema- DCCD
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conduzir & geracdo de ROS; este complexo é
inibido pela neurotoxina 1-metil-4-fenilpiri-
dina (MPP*), pela rotenona e pelo é6xido ni-
trico. O complexo II (Succinato: Ubiquinona
reductase) é constituido por quatro proteinas;
cataliza a oxidacfio do succinato em fumarato,
com a formacfo de ubiquinol a partir da ubi-
quinona; o aporte do succinato (a partir do ci-
clo de Krebs), permite fazer um «curto-cir-
cuito» relativamente ao complexo I; o
complexo II é inibido pelo dcido 3-nitropropis-
nico, malonato e 6xido nitrico. Quanto ao com-
plexo III (Ubiquinol: Citocromo ¢ redutase),
ele é constituido por 11 proteinas. Através do
ubiquinol, e a0 mesmo tempo que ocorre a ex-
pulsdo de um protdo para fora da mitocondria,
um electrdo é transferido para o citocromo c.
Este complexo parece estar envolvido na for-
mag¢do de ROS. O complexo IV (Citocromo ¢
oxidase) reduz o O: a dgua e utiliza a energia
produzida para bombear protdes para o exterior
da mitocondria. Este complexo é inibido por
cianeto, azeto e monéxido de carbono. No com-
plexo V (FoFi-ATPase ou ATP sintase) o gra-
diente de protdes estabelecido pelos complexos
I, III e IV ¢é utilizado para a sintese de ATP.
Através deste complexo, os protdes fluem para
a matriz mitocondrial, gracas a combinagdo de
dois gradientes: o de concentra¢do de protdes
(diferenca de pH — superior no espaco inter-
membranar mitocondrial em relacdo ao exte-
rior) e o do potencial eléctrico membranar (ne-
gativo no interior da mitocondria). Este
complexo é inibido pela oligomicina.

Em condigdes de aerobiose, a oxidagdo dos
hidratos de carbono estd acoplada ao bombea-
mento de protdes da matriz mitocondrial para o
espaco intermembranar, enquanto que, durante
a geracdo de ATP, os protdes fluem de novo
através da membrana mitocondrial, atraves-
sando as subunidades Fo e Fi do complexo V
em direc¢do A matriz. Neste processo, denomi-
nado fosforila¢do oxidativa, o movimento de
electroes através da membrana estd acoplado a
geracdo de uma forca protomotriz, fazendo com
que o processo de transporte de electrdes,
bombeamento de protdes e geragdo de ATP se
tornem interdependentes. A geragio deste gra-
diente electroquimico de protdes e a sua sub-
sequente utilizacdo para a sintese de ATP
ocorrem normalmente em simultineo e estdo
intimamente relacionados (Fig. 1).

Por cada molécula de NADH ou succinato
oxidada, dois electrdes sdo transportados e re-
duzem um 4dtomo de oxigénio. A eficiéncia da

sulting energy to pump protons out of the mito-
chondrion. This complex is inhibited by cya-
nide, azide and carbon monoxide. In complex
V (FoF1-ATPase or ATP synthase), the proton
gradient established by complexes I, 111 and
IV is used to synthesize ATP. Via this complex,
protons flow to the mitochondrial matrix, due
to the combination of two gradients: that of
proton concentration (higher pH in the mito-
chondrial intermembrane space than outside)
and of membrane electrical potential (negative
inside the mitochondrion). This complex is
inhibited by oligomycin.

In aerobic conditions, oxidation of carbo-
hydrates is coupled to the pumping of protons
from the mitochondrial matrix into the inter-
membrane space, while during ATP generation
protons flow across the mitochondrial mem-
brane once more, crossing the Fo and F1 sub-
units of complex V towards the matrix. In this
process, called oxidative phosphorylation, the
movement of electrons across the membrane is
linked to the generation of a protomotive force,
so that the processes of electron transport, pro-
ton pumping and ATP synthesis become inter-
dependent. The generation of this electroche-
mical gradient and its subsequent use to
synthesize ATP normally occur simultaneously
and are closely linked (Fig. I).

For every molecule of NADH or succinate
oxidized, two electrons are transported and re-
duce an oxygen atom. The efficiency of oxidat-
ive phosphorylation can be expressed by the
adenosine diphosphate/oxygen ratio (ADP/0),
being the number of ATP molecules produced
per atom of oxygen consumed. If isolated intact
mitochondria have an available energy sub-
strate (succinate, glutamate/malate), O: and
inorganic phosphate (Pi), but limiting adenos-
ine diphosphate (ADP), the oxidation of the
substrate and the reduction of O: decrease rap-

idly as ADP is converted to ATP.

Mitochondria and ischemia

Mitochondria are known as the power-
houses of the cell. This is particularly true in
the case of cardiomyocytes, in which mito-
chondria make up around 40 % of cell volume.
Besides ATP synthesis, cardiac mitochondria
perform another essential activity: maintenance
of cytosolic Ca** homeostasis ®". They perform
these two functions using the same energy
source, the electrochemical H* gradient.

During myocardial ischemia there are alte-
rations in intracellular Ca?* homeostasis; in
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fosforilagdo oxidativa pode ser expressa pelo
rdcio adenosina difosfato/oxigénio (ADP/0O), ou
seja, o nimero de moléculas de ATP produzi-
das por dtomo de oxigénio consumido. Se mito-
condrias intactas isoladas dispuserem de subs-
tratos energéticos (succinato, glutamato/
malato), O: e fosfato inorganico (Pi), mas ade-
nosina difosfato (ADP) limitante, a oxida¢do
dos substratos e a reducdo do O: diminuem ra-
pidamente, & medida que o ADP for convertido
em ATP.

Mitocondrias e isquemia

As mitocondrias sdo conhecidas como as
«centrais energéticas» celulares. Isto é parti-
cularmente verdade no que diz respeito aos
cardiomiécitos, onde as mitocondrias represen-
tam cerca de 40 % do volume celular. Para
além da sintese de ATP, as mitocondrias car-
dfacas participam igualmente noutra actividade
essencial: a manuten¢do da homeostase do Ca*
citosélico ®. Estas duas actividades sdo execu-
tadas gracas & mesma fonte de energia: o gra-
diente electroquimico de H*.

Durante a isquemia miocdrdica ocorre uma
alteracdo da homeostase do Ca** intracelular, o
que leva a que as mitocondrias tentem tampo-
nizar o Ca* citosélico, o que resulta em limita-
¢bes na capacidade de sintese de ATP ©». Por
esta razdo, diminuem gradualmente as reservas
tecidulares de fosfatos de alta energia. Os
depésitos de creatina fosfato diminuem mais
rapidamente do que os de ATP, sendo que a
creatina fosfato acaba por se esgotar por trans-
feréncia de fosfatos de alta energia para o
ADP, & medida que diminui a sintese oxidativa
de ATP. Como ndo ocorre a fosforilacdo oxida-
tiva normal, o ADP converte-se em adenosi-
na monofosfato (AMP) (numa reac¢do catali-
zada pela miocinase), o qual, por sua vez, é
convertido em adenosina e finalmente inosina,
hipoxantina e xantina ®. Estas modifica¢des
metabélicas sdo mais notdveis ao nivel do su-
bendocdrdio. A diminui¢do das reservas de
ATP interfere com as trocas de sédio (Na*) e
potéssio (K*) ao nivel do sarcolema, fazendo
com que aumente o sédio intracelular, o qual é
depois trocado pelo Ca*, com aumento do Ca*
intracelular. A lesdo do miocdrdio induzida por
isquemia conduz a formacéo de complexos de
Ca*, detectdveis por microscopia electrénica ®V.
A diminuic¢do das reservas de ATP também re-
duz a captacdo de Ca* pelo reticulo sarcoplas-
mético e diminui a saida de Ca* dos cardio-
midcitos através de célcio-adenosina trifosfatases

this setting, mitochondria will attempt to se-
quester cytosolic Ca*, which decreases their
capacity to synthesize ATP ¢?. Consequently
there is a gradual reduction in tissue reserves
of high-energy phosphates. Reserves of crea-
tine phosphate are depleted more rapidly than
those of ATP, since they are used up by trans-
fer of high-energy phosphate to ADP as oxida-
tive synthesis of ATP decreases. As normal
oxidative phosphorylation does not take place,
ADP is converted to adenosine monophosphate
(AMP) in a reaction catalyzed by myokinase,
and this is in turn converted to adenosine and
finally to inosine, hypoxanthine and xanthine
#). These metabolic changes are more marked
in the subendocardium. Reduction in ATP re-
serves affects sodium (Na*) and potassium (K*)
exchange in the sarcolemma, leading to an in-
crease in intracellular sodium, which is then
replaced by Ca*, with a rise in intracellular
Ca*. Myocardial damage caused by ischemia
leads to the formation of Ca* complexes that
can be detected by electron microscopy ©V. Lo-
wer ATP reserves also reduce Ca* uptake by
the sarcoplasmic reticulum and reduce Ca*
egress from cardiomyocytes in the form of cal-
cium-adenosine triphosphatases (Ca*-ATPa-
ses). The increase in intracellular Ca* concen-
trations leads to increased intramitochondrial
calcium levels, which further reduces ATP pro-
duction ®. In isolated mitochondria with similar
matrix Ca* concentrations to those found in is-
chemia, there is «futile» O: consumption, as the
mitochondrion attempts to retain Ca*. It can
thus be stated that the mechanism through
which Ca* affects ATP synthesis depends on the
uncoupling of phosphorylation and mitochondrial
respiratory chain activity (oxidation) ®%.

When damage to cardiac tissue caused by
ischemia is reversible and the myocardium re-
tains its viability after coronary perfusion is re-
established, ATP reserves may still exceed
60 % of normal. For instance, electron micro-
scopy may show only glycogen depletion, or
accumulation of nuclear chromatin, interfibril-
lar swelling or edema or mitochondrial swel-
ling, with no accumulation of dense amorphous
bodies in the mitochondria or damage to the
sarcolemma . However, if the quantity of ATP
falls below 20 % of its normal value, the cells
are unable to regenerate high-energy phospha-
tes or to maintain physiological ion gradients
and cell volume. The activation of intracellular
Ca*-ATPases accelerates ATP consumption
and activates phospholipases in the sarco-




(Ca*-ATPases). O aumento da concentracdo in-
tracelular de Ca?, ocasiona o aumento da sua
concentrac¢do intramitocondrial, o que contri-
bui para uma redugéo ainda maior da produg¢éo
de ATP®. Em mitocondrias isoladas com con-
centragdes matriciais de Ca* semelhantes as
que ocorrem na isquemia, existe um consumo
«futil» de Oz, de modo a tentar reter o Ca* no
interior da mitocondria. Pode, pois, afirmar-se
que o mecanismo pelo qual o Ca* afecta a sin-
tese de ATP depende do desacoplamento entre
a fosforilagdo e a actividade da cadeia respira-
téria mitocondrial (oxidaggo) ¢+,

Quando o tecido cardiaco sofre apenas
uma lesdo reversivel causada pela isquemia,
mantendo a sua viabilidade apés restabeleci-
mento da perfusdo corondria, as reservas de
ATP podem, ainda assim, ultrapassar os 60 %
do normal. Por exemplo, em microscopia elec-
trénica, pode demonstrar-se apenas uma
depleccio de glicogénio, acumulagdes de cro-
matina nuclear, turgescéncia ou edema interfi-
brilhar e turgescéncia das mitocondrias, sem
que ocorra acumulacd@o de corpos densos amor-
fos nas mitocondrias nem lesdes do sarcolema™.
Quando o contetido de ATP diminui para me-
nos de 20 % do valor normal, as células dei-
xam de ser capazes de regenerar os fosfatos de
alta energia e de preservar os gradientes i6ni-
cos fisiolégicos e o volume celular. A activagéo
das Ca*-ATPases intracelulares intensifica o
consumo de ATP e activa as fosfolipases do
sarcolema, as quais libertam produtos de de-
gradacdo dos fosfolipidos da membrana, cujas
propriedades detergentes lesam a integridade
membranar ©7.

A redug¢do das reservas de fosfatos de alta
energia, a turgescéncia celular e as lesdes do sar-
colema (possivelmente por lipoperoxidagéio) sdo

decisivas na morte celular por isquemia ¢ ),

Mitocondrias e reperfusao

Em condi¢des normais, o consumo de O:
pelas mitocondrias é bastante eficiente, uma
vez que cerca de 90 % sofre reducéo tetrava-
lente ao nivel do complexo IV e s6 cerca de
2-4 % sofre redugdo univalente (sobretudo a
partir da forma reduzida da coenzima Q), com
formagdo de ROS (como o O» e o peréxido de
hidrogénio — H:0:) ®. A mitocondria possui
um sistema antioxidante, habitualmente capaz
de neutralizar eficientemente estes compostos;
este sistema é fundamentalmente constituido
pela superéxido dismutase (SOD) e pela gluta-
tiona peroxidase (GPX) -1, A SOD converte o

lemma; these release breakdown products from
the membrane phospholipids whose detergent
properties compromise membrane integrity #7.

Reductions in high-energy phosphate reser-
ves, cell swelling and damage to the sarco-
lemma (possibly by lipoperoxidation) are decis-
ive in ischemic cell death ®'-3+ 3,

Mitochondria and reperfusion

Under normal conditions, O: consumption
by mitochondria is highly efficient, since
around 90 % undergoes tetravalent reduction
by complex IV and only 2-4 % undergoes uni-
valent reduction (mainly by the reduced form
of coenzyme (), with the formation of ROS
such as O» and hydrogen peroxide, H20: .
The mitochondrion, has an antioxidant system
that is usually able to neutralize these com-
pounds effectively; this system consists basic-
ally of superoxide dismutase (SOD) and gluta-
thione peroxidase (GPX)®%. SOD converts O*
to H:0: and GPX reduces H:0: to water (H:0),
using as substrate reduced glutathione (GSH),
which is converted to oxidized glutathione
(GSSG). When O is reintroduced with reperfu-
sion, production of Os increases, not only out-
side the mitochondrion, but also in the mito-
chondrial electron transport chain ® (Fig. 2).
It has been shown that the quantity of Os pro-
duced under these circumstances depends on
the duration of ischemia and reperfusion “?; at
the same time, the severity and duration of cel-
lular hypoxia are important in the regulation of
levels of antioxidant enzymes and other ROS
scavengers, and ultimately determine the ex-
tent of reperfusion injury ®**. In experimental
models of IR, it has been possible to reduce
mitochondrial ROS production by using respi-
ratory chain inhibitors *, but not with allopuri-
nol an inhibitor of xanthine oxidase, an impor-
tant source of ROS originating from outside the
mitochondria “. The respiratory chain of mito-
chondria that have undergone hypoxia and
reoxygenation is less efficient due to oxidative
damage, not only in proteins of the respiratory
chain, but also through lipoperoxidation of the
lipid membrane, confirmed by elevated levels
of malonyldialdehyde, a marker of this pheno-
menon “?. The harm done by these processes
can be even greater when, during reperfusion,
antioxidant defenses (SOD, GPX and GSH) are
weakened *. SOD deficiency can result in
dangerously high levels of peroxynitrite (result-
ing from the reaction between O and nitric
oxide, NO), and low levels of GSH are associat-
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02 em H:0: e a GPX reduz o H:0: a dgua
(H:20), utilizando a glutationa reduzida (GSH)
como substrato, a qual é convertida em gluta-
tiona oxidada (GSSG). Quando o O: é reintro-
duzido na reperfusio, ocorre um aumento da
producéio de O», ndo s6 a nivel extramitocon-
drial, mas também ao nivel da cadeia de trans-
porte de electrdes da mitocondria ™V (Fig. 2).
Foi ja demonstrado que a quantidade de O»
produzida nestes eventos depende da duragdo
do periodo de isquemia e de reperfusio “?; pa-
ralelamente, a severidade e duracdo do perfodo
de hipéxia celular é importante na regulacgéo
dos niveis de enzimas antioxidantes e outros
scavengers dos ROS o que, em tltima andlise,
ird determinar a extensdo das lesdes de reper-

54 Em modelos experimentais de IR,

fusdo !
foi possivel reduzir a produgdo mitocondrial de
ROS utilizando inibidores da cadeia respiraté-
ria *, mas néo com o alopurinol (inibidor da
xantina-oxidase, uma importante fonte de ROS
de origem extra-mitocondrial) ". As mitocon-
drias submetidas a hipéxia-reoxigenacgfo apre-
sentam um decréscimo da eficiéncia da cadeia
respiratéria, secunddrio a lesdes oxidativas
(ndo s6 de proteinas da cadeia respiratéria,
mas também de lipidos membranares — lipope-
roxidagdo — confirmada pela elevag¢do do malo-
nildialdeido, um marcador deste fenémeno) *7.
Estes processos poderfo ser ainda mais devas-

ed with increased production of the hydroxyl
radical (OH). These phenomena are important
because 90 % of the oxygen found in cardiac
mitochondria immediately after reperfusion is
in the form of OH . Mitochondrial ROS genera-
tion may also be stimulated by pro-inflamma-
tory cytokines (such as tumor necrosis factor-
-TNF) that are elevated after IR .

This combination of oxidative stresses (in-
creased ROS production and reduced antioxid-
ant defenses) results in three main types of
damage. The first is protein oxidation, particu-
larly in the respiratory chain, leading to struc-
tural alterations (formation of crosslinks) and
consequently inhibition of mitochondrial respi-
ration, increased futile O: consumption and
further reduction in ATP synthesis (compared
to the ischemic period) ®". This phenomenon
may occur even during short periods of IR ©V.
The second type of damage consists of altera-
tions in lipid metabolism (B-oxidation of fatty
acids and/or the activity of enzymes such as
phospholipidases that control lipid catabolism)
©2_ Under these conditions lipoperoxidation oc-
curs, particularly of phospholipids, with the
formation of products such as 4-hydroxynone-
nal that can damage the integrity of mitochon-
drial membranes, increasing the permeability
of the inner membrane ®®. Furthermore, these
products also alter membrane fluidity, thereby
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tadores pelo facto de, durante a reperfuséo,
ocorrer uma diminuicdo das defesas antioxi-
dantes (SOD, GPX e GSH)“. A deficiéncia
em SOD pode conduzir & formacdo de niveis
perigosos de peroxinitrito (resultante da reac-
¢do entre o Oz e o 6xido nitrico — NO) e baixos
niveis de GSH associam-se a uma produg¢io
elevada do radical hidréxilo OH'. Estes fené-
menos sdo importantes, pelo facto de 90 % do
O: presente nas mitocondrias cardiacas logo
ap6s a reperfusdo se encontrar na forma de
OH ®. A produ¢do mitocondrial de ROS pode
também ser estimulada por citocinas pré-infla-
matérias (como o tumour necrosis factor —
TNF), as quais se encontram elevadas apés IR ©.

Deste duplo conjunto de stresses oxidativos
(aumento da producdo de ROS e reducdo das
defesas antioxidantes) véio resultar trés grandes
tipos de lesdes. A primeira consiste na oxida-
céo de proteinas (sobretudo na cadeia respira-
téria), com alteracdes estruturais (formacdo de
ligacbes cruzadas) e consequente inibi¢do da
respira¢do mitocondrial, aumento do consumo
fatil de O: e maior reduc¢do da producdo de
ATP (em relagéo ao periodo isquémico) ®". Este
fenémeno pode ocorrer mesmo durante breves
periodos de IR ©V. A segunda consiste na alte-
ra¢do do metabolismo lipidico (ao nivel da
B-oxidagdo dos dcidos gordos e/ou da actividade
de enzimas que controlam o catabolismo lipi-
dico, como as fosfolipidases) . Esta situagfio
leva a fenémenos de lipoperoxida¢do (nomea-
damente ao nivel dos fosfolipidos), com forma-
cdo de produtos como o 4-hidroxinonenal, ca-
pazes de lesar a integridade das membranas
mitocondriais (daf resultando um aumento da
permeabilidade da membrana interna) ®¥. Para
além disso, eles alteram também a fluidez
membranar (daf resultando o agravamento da
perturbacéo do transporte de electrdes e um
aumento da produ¢do de H»0:) ®57, e activam
diversas cascatas de sinalizacio intercelular.
Finalmente, pode também ocorrer a oxidagdo
dos nucleétidos de piridina, com alterag¢do da
permeabilidade membranar, desacoplamento
da fosforila¢do oxidativa e colapso da produgéo
de ATP &),

Mas a reperfusdio nfo é apenas sinénimo de
lesdes oxidativas, dado que o Ca* e o pH in-
tracelular contribuem também para o impacto
negativo final. A entrada excessiva de Ca* na
mitocondria durante a reperfusdo “ pode tam-
bém levar a inibicéo da fosforilacdo oxidativa e
a um aumento da permeabilidade da mem-
brana mitocondrial interna ®?. Quanto ao pH

worsening disturbances in electron transport
and increasing production of H20:%*, and trig-
ger various intercellular signaling cascades.
Finally, oxidation of pyridine nucleotides may
occur, with changes in membrane permeability,
uncoupling of oxidative phosphoryla- tion and
the collapse of ATP production ©*>.

Besides oxidative damage, reperfusion has
also a negative impact on intracellular pH and
CA?* homeostasis. Excessive influx of Ca*" into
the mitochondrion during reperfusion © can
also lead to inhibition of oxidative phosphoryla-
tion and increased permeability of the inner
mitochondrial membrane ©2. Intracellular pH
falls during ischemia and rises again during
reperfusion, which may hasten cell death, pe-
rhaps by increasing mitochondrial membrane
permeability ©V.

It is thus not surprising that, when isolated
after a period of reperfusion, cardiac mitochon-
dria show significant ultrastructural changes,
including substantial accumulation of Ca* by
exchange with sodium ions “® and generation of
large quantities of ROS. These phenomena
lead to significant alterations in proteins, li-
pids and mtDNA, that can culminate in the
formation of pores in the structure of the mito-
chondrial membrane and subsequent mito-
chondrial dysfunction . However, despite all
the data indicating that reperfusion-induced
cell alterations are at least one of the causes of
depressed myocardial function, it is unlikely
that circulatory recovery (reperfusion) alone
can explain all post-ischemic lesions. It is
more likely that myocardial ischemia is accom-
panied by multiple severe metabolic disturban-
ces, from which immediate recovery of con-
tractile function is not to be expected, even
when reperfusion does not cause additional dam-
age (63, 64).

Mitochondria and cell death

Another important function of mitochondria
is to modulate programmed cell death or apop-
tosis. This mechanism is essential throughout
the life of any organism to eliminate “useless”
cells in the absence of inflammatory mech-
anisms. However, excessive loss of cardio-
myocytes through apoptosis ceases to be bene-
ficial and can lead to acute or chronic heart
failure.

There is now considerable evidence that
mitochondria play a central role in regulating
cell death by necrosis or apoptosis . The
multiple alterations that mitochondria undergo
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intracelular, ele diminui durante a isquemia e
volta a aumentar durante a reperfusdo, o que
pode acelerar a morte celular, talvez por esti-
mular a permeabilidade membranar mitocon-
drial ©.

Nso é, pois, de estranhar que, quando iso-
ladas apés um periodo de reperfusdo, as mito-
condrias cardfacas apresentem importantes al-
teragdes ultraestruturais, mostrando grande
acumulacdo de Ca* (por troca com ides sédio) @
e gerando uma grande quantidade de ROS. Es-
tes fenémenos acabam por condicionar impor-
tantes alteragdes nas proteinas, lipidos e
ADN.., podendo culminar na formacéo de po-
ros na estrutura membranar mitocondrial, com
a consequente disfuncionalidade mitocondrial .
Porém, apesar de todos os dados segundo os
quais as altera¢des celulares induzidas pela re-
perfusdo sdo pelo menos uma das causas de
depressdo funcional do miocérdio, é pouco
provavel que a recuperacdo circulatéria (reper-
fusdo) explique s6 por si todas as lesdes pés-
-isquémicas. K mais provdvel que a isquemia
miocédrdica se acompanhe de miiltiplas pertur-
bacoes metabdlicas intensas, ndo sendo de es-
perar uma recupera¢do instantdnea da fun¢ado
contrictil, mesmo quando a reperfusdo ndo in-
duz lesdes adicionais .

Mitocondrias e morte celular

Outra das fung¢des importantes das mitocon-
drias é modular a morte celular programada —
a apoptose. A apoptose é um mecanismo ne-
cessdrio ao longo da vida de cada ser, a fim de
suprimir células «indteis», na auséncia de me-
canismos inflamatérios. Porém, a excessiva
perda de cardiomiéceitos através da apoptose
deixa de ser benéfica e pode conduzir a insufi-
ciéncia cardfaca aguda ou crénica.

Existem hoje numerosas evidéncias que
apontam para um papel central das mitocon-
drias na regula¢do da morte celular por ne-
crose e apoptose . As miltiplas alterac¢des
mitocondriais subjacentes a IR podem, isola-
damente ou em conjunto, desencadear apop-
tose ©@. Diversos estudos demonstraram que a
apoptose é precedida por altera¢des das mem-
branas mitocondriais, levando a perda do nor-
mal gradiente electroquimico, desenvolvimento
do fenémeno de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (TPM), produc¢do de ROS e liber-
tacdo de factores apoptéticos (como o cito-
cromo ¢ e o apoptosis inducing factor — AlF)
para o citosol “. Dois mecanismos foram pro-
postos para explicar a safda de citocromo ¢ do

in IR can trigger apoptosis . Various studies
have shown that apoptosis is preceded by
changes in the mitochondrial membrane that
result in the loss of the normal electrochemical
gradient and lead to the phenomenon known as
the mitochondrial permeability transition
(MPT), production of ROS and release of apop-
totic factors, such as cytochrome ¢ and apopto-
sis-inducing factor (AIF), into the cytosol €%,
Two mechanisms have been proposed to ex-
plain the egress of cytochrome ¢ from the mito-
chondrial intermembrane space. The first is
the MPT, in which the outer membrane ruptu-
res after mitochondrial swelling, which leads to
the opening of non-specific high-conductance
channels in the inner membrane, known as mi-
tochondrial permeability transition pores.
These cause the collapse of the transmembrane
electrical potential and the loss of compounds
with a mass of less than 1500 Dalton, not only
cytochrome ¢, but also other important subs-
tances such as Ca* and GSH)®*®™. The se-
cond mechanism is the transport of cytochrome
¢ through specific pores formed from pro-apop-
totic proteins, like Bax, inserted in the outer
membrane, and from porines, components of
the outer mitochondrial membrane. It is
thought that some pro-apoptotic signals may
induce the transport of Bax proteins to mito-
chondria and/or the activation of Bax proteins
by another pro-apoptotic protein, Bid. In either
case, this mechanism does not require any
change in the properties of the inner mitochon-
drial membrane ™.

The evidence increasingly points to the great-
er importance of the MPT and the formation of
pores in the mitochondrial membranes ™. The
precise nature of these pores is still poorly un-
derstood, but it may involve voltage-dependent
anion channels, adenine nucleotide translocator
(ANT) and matrix protein cyclophyllin © 67,
The most important aspect of the MPT is that
it may play a central role in cell death by
either necrosis or apoptosis ™. It has been de-
monstrated that the MPT can be induced by
conditions that may occur during IR, such as
the accumulation of inorganic phosphate ™V,
oxidation of pyridine nucleotides ®**, produc-
tion of ROS #%#), decrease/oxidation of GSH ©®,
the formation of sphingolipids ® and lower ma-
trix pH ©".

Another important agent in the induction of
apoptosis is Ca*. In heart tissue, a slight in-
crease in intramitochondrial Ca* concentration




espaco intermembranar mitocondrial. O pri-
meiro, consiste na ocorréncia do fenémeno de
TPM, com ruptura da membrana externa apés
o intumescimento das mitocdndrias, o qual
conduz a abertura de canais inespecificos de
alta condutincia na membrana interna (os cha-
mados «poros transitérios de permeabilidade
mitocondrial»), os quais vao ser responsdveis
pelo colapso do potencial eléctrico transmem-
branar e pela perda de compostos com massa
molecular inferior a 1500 Dalton (nfo s6 o ci-
tocromo ¢, mas também outras substancias im-
portantes, como o Ca* e a GSH)® ™. 0 se-
gundo mecanismo resulta do transporte do
citocromo ¢ através de poros especificos, for-
mados por protefnas pré-apoptéticas inseridas
na membrana externa — semelhantes & Bax — e
por porinas, componentes da membrana mito-
condrial externa. Pensa-se que alguns sinais
apoptogénicos podem induzir a translocacéo de
proteinas Bax para a mitocondria e/ou a activa-
cdo de proteinas Bax por outra proteina pro-
-apoptética — a Bid. Em qualquer dos casos,
este mecanismo ndo requer qualquer altera¢do
das propriedades da membrana mitocondrial
interna - ™,

O peso da evidéncia tem apontado progres-
sivamente para a maior importincia do fené-
meno de TPM e da formacdo de «poros» nas
membranas mitocondriais ™. A natureza
exacta destes «poros» é ainda mal compreen-
dida, mas poderia incluir, entre outros, o canal
aniénico dependente de voltagem, o transloca-
dor de nucledtidos de adenina (ANT) e a pro-
tefna matricial ciclofilina ®* . A principal
importancia da TPM reside no facto de poder
ser fuleral na morte celular, quer por necrose,
quer por apoptose ™. Foi ja demonstrado que a
TPM pode ser induzida em condi¢des que
ocorrem durante a IR, como a acumula¢do de
fosfato inorgénico ™, a oxida¢do de nucledéti-
dos de piridina %, a producdo de ROS®*%), a
diminui¢éo/oxidagdo de GSH ®, a formagdo de
esfingolipidos ®® e o menor pH da matriz ©".

Outro dos agentes importantes na indug¢éo
da apoptose é o Ca*. No tecido cardiaco, um
ligeiro aumento na concentracdo de Ca* intra-
mitocondrial é utilizado para a activagdo da
respiracdo mitocondrial. Porém, durante a is-
quemia (e sobretudo durante a reperfusio), a
concentragiio de Ca* nas mitocondrias eleva-se
largamente ®®. Diversos estudos tém sugerido
que o aumento da concentragdo intracelular de
Ca* pode induzir o fen6meno de TPM. De
facto, quando o Ca** citosélico se eleva, a mito-

is used to activate mitochondrial respiration.
However, during ischemia and even more dur-
ing reperfusion, Ca® levels in mitochondria
rise sharply ®#, Several studies have suggest-
ed that increased intracellular Ca* concentra-
tions can induce the MPT. When cytosolic Ca*
rises, the mitochondrion increases its Ca* up-
take, functioning as a sequestering system, in
order to maintain the stability of cytosolic Ca*
concentrations. This ability to sequester Ca* is
limited by the fact that a rise in matrix Ca*
above a certain threshold is a major factor in
the formation of the above-mentioned high-
conductance channels (pores), which cross the
inner and outer mitochondrial membrane, caus-
ing dissipation of the mitochondrial electrical
potential and loss of cytochrome ¢ to the cyto-
SOl (69, 85)'

Irrespective of the underlying mechanism,
the release of pro-apoptotic factors that are
usually confined to the interior of the mito-
.57 triggers a sequence of events
that begins with the binding of cytochrome ¢
to apoptosis protease-activating factor 1 (Apaf-
1) @229 In the presence of ATP, this complex
converts procaspase 9 to caspase 9, which in
turn cleaves procaspase 3 to caspase 3, trigger-
ing the “caspase cascade” @®. It can thus be
inferred that apoptosis is an energy-dependent
phenomenon and as such can only occur in

chondrion

cells with sufficient ATP reserves to maintain a
process that consumes energy. We can thus
state that apoptosis is programmed cell death
in cells that have low energy reserves, while
necrosis is the non-programmed death of cells
with no energy reserves. It is also clear that
the MPT can be associated with both necrosis
and apoptosis, since what determines the type
of cell death is not the MPT, but the avail-
ability or unavailibility of energy to activate
the caspase pathway (Fig. 3).

However, nothing that has been said alters
the fact that mitochondria play a central role
in the processes of cell death, since what ulti-
mately lies behind those processes is the
quantity of energy available, and in cardio-
myocytes energy is synonymous with mitochon-
dria. At the same time, apoptosis can be in-
hibited (probably via an antioxidant pathway)
by various proteins, particularly some of the
Bel-2 family @ ¢ 7.8.9) " which are transferred

91, 92)

to the outer mitochondrial membrane ©"“2. Here

also, the role of mitochondria is fundamental.
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condria aumenta a sua captacio de Ca*, fun-
cionando como sistema tampdo, por forma a
garantir a estabilidade das concentragdes cito-
s6licas de Ca*. Esta capacidade tamponiza-
dora ¢é limitada, uma vez que um aumento do
Ca* matricial acima de certos limites constitui
um importante indutor da formacdo dos referi-
dos canais de alta condutincia («poros»), os
quais atravessam as membranas mitocondriais
interna e externa, com dissipacdo do potencial
eléctrico mitocondrial e perda de citocromo ¢
para o citosol @,

Independentemente do mecanismo subja-
cente, a libertacdo de factores pré-apoptéticos,
habitualmente confinados ao interior da mito-
condria ®* vai desencadear uma sequéncia de
eventos, a qual se inicia com a liga¢do do cito-
cromo ¢ ao apoplosis protease-activating factor
1 (Apaf-1) @5 Este complexo, na presenca
de ATP, converte a procaspase 9 em caspase 9,
a qual, por sua vez, cliva a procaspase 3 em
caspase 3@, dando inicio & chamada «cascata
das caspases» ®*_ Daqui se infere que a
apoptose é um fenémeno dependente de ener-
gia e, como tal, s6 pode ocorrer em células
com reservas de ATP suficientes para suportar
um processo que consome energia. Pode entdo
afirmar-se que a apoptose é a morte celular
programada por células com baixos niveis de
reservas energéticas, enquanto que a necrose é
a morte ndo programada de células sem reser-
vas energéticas. Igualmente se compreende
que a TPM possa estar associada quer a ne-
crose quer a apoptose, pois o que determina o
tipo de morte celular ndo é a TPM, mas sim a
disponibilidade ou nfo de energia para activar
a via das caspases (Fig. 3).

Porém, nada do que atras foi dito altera o
facto de as mitocondrias desempenharem um
papel central nos processos de morte celular
(pois o que lhes estd, em dltima andlise, subja-
cente, é a quantidade de energia disponivel, e
nos cardiomiéeitos energia é sinénimo de mito-
condrias). Por outro lado, a apoptose pode ser
inibida, provavelmente através de uma via an-
tioxidante, por diversas protefnas, nomeada-
mente algumas da familia Bel-2 ¢ 576890 54
quais sofrem transloca¢do para a membrana
externa das mitocondrias . Também aqui o
papel das mitocondrias volta a ser essencial.

Mitocondrias e precondicionamento
isquémico

Se é verdade que as mitocondrias estdo in-
timamente relacionadas com a morte celular,

Mitochondria and ischemic
preconditioning

Mitochondria also play an essential role in
cellular defenses against several different
types of aggression. One of the best examples
is ischemic preconditioning (IPC). Described for
the first time by Murry et al. in 1986 9, this is
the protection that short periods of ischemia
give against subsequent, more prolonged, is-
chemia or IR #**+%. There is ample evidence
that mitochondria produce ROS during periods
of hypoxia ®. H:0: appears to be one of the
ROS involved in the induction of IPC, since
the use of agents that reduce H:0: production
at the time of IPC results in the loss of the
protective effect *?. Furthermore, ATP-depen-
dent K* (K*-ATP) channels in the inner mito-
chondrial membrane open during IPC, increas-
ing mitochondrial matrix volume and activating
the oxidation of fatty acids *®, which leads to
increased production of ROS -1, These chan-
nels, which control mitochondrial volume
through K* flows and oxidation of fatty acids,
appear to be involved in IPC "% The open-
ing of these channels seems to involve the ep-
silon isoform of protein kinase C (PKC-g) ),
preventing hyperpolarization of the mitochon-
drial electrical potential (induced by the ex-
cess Pi found during ischemia ) and exces-
sive accumulation of Ca?* in the mitochondria "%,
which may prevent the MPT and the release of
cytochrome ¢ 9. Dysfunction of these chan-
nels, such as occurs in diabetes, can affect this
protective ability, which may partly explain the
worse prognosis of coronary artery disease in
diabetic patients %1%,

Besides this form of IPC, known as classi-
cal, which confers powerful but short-lived
protection against ischemia, a second “win-
dow” of IPC, called “late” IPC, has also been
described """ which begins around 24 hours
after the first ischemic insult and lasts for
around 72 hours "'?. Late IPC is able to protect
the myocardium from irreversible damage and
to attenuate myocardial stunning and post-is-
chemic endothelial dysfunction and, in some
models, to reduce ventricular arrhythmias du-
ring IR . The late form of IPC also appears
to be triggered by the phosphorylation of im-
portant proteins by protein kinases, particu-
larly protein kinase C (PKC). In this situation
also, mitochondria appear to play an important
role, through K*-ATP channels. The use of
inhibitors of these channels leads to the sup-
pression of late IPC, not only that induced by
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ndo é menos verdade que elas desempenham
um papel essencial na defesa da célula contra
intimeras agressdes. Um dos melhores exem-
plos disso mesmo é o precondicionamento (PC)
isquémico. Referenciado pela primeira vez por
Murry e colaboradores em 1986 “*, consiste no
facto de perfodos breves de isquemia conferi-
rem protec¢do contra um periodo subsequente
de isquemia ou IR, de dura¢do mais prolon-
gada @+ kxistem abundantes evidéncias em
como as mitocodndrias produzem ROS durante
periodos de hipéxia®. O H:0: parece ser um
dos ROS envolvida na indugdo do PC isqué-
mico, pois a utiliza¢do de agentes que reduzem
a produgéio de H:0: no momento do PC leva a
perda da protec¢do conseguida®?. Além disso,
os canais de K* dependentes de ATP (K*-ATP)
que existem na membrana mitocondrial interna,
abrem durante o PC, aumentam o volume da

ischemia "' but also that induced by other
agents, either constitutional, such as adenosine M
or opioids M9 or those released as a result of
ischemia, such as heat shock proteins "'” or
endotoxins "9, The precise mechanism linking
K*-ATP channels and late IPC is not yet fully
understood, but, like classic IPC, it may in-
volve nitric oxide ">, the production of ROS !
(which may activate nuclear factor B * — NF-
kB — or increase the activity of SOD V), and/or
a mechanism dependent on protein kinase C
122 However, in late IPC, the activation of K*-
ATP channels appears to be preceded by the
activation of other kinases, particularly tyro-
sine kinases and mitogen-activated protein ki-
nases (MAP-kinases), which activate inducible
NO synthase (iNOS), with production of NO.
This NO produced by iNOS, in a process pos-

sibly mediated by PKC, then opens the mito-
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matriz mitocondrial e activam a oxidacdo de
acidos gordos ™, conduzindo, deste modo, a
um aumento da produ¢do de ROS @™, Estes
canais, que controlam o volume mitocondrial
através dos fluxos de K* e da oxidagdo de 4ci-
dos gordos, parecem estar envolvidos no PC 1019,
A sua abertura parece envolver a isoforma ep-
silon da proteina cinase C (PKC-¢) ", impe-
dindo a hiperpolarizacdo do potencial eléctrico
da mitocondria (induzida pelo excesso de Pi
presente durante a isquemia) " e evitando a
excessiva acumulac¢do mitocondrial de Ca? 1%,
o que poderd evitar o fenémeno da TPM e a li-
bertacdo de citocromo ¢ "?. Quando estes ca-
nais sofrem disfunc¢éo, como acontece na dia-
betes, esta capacidade protectora pode ser
afectada® (o que pode, em parte, explicar o
pior prognéstico da doenga corondria em dia-
bétiCOS) (108, l()9)‘

Para além desta forma de PC (dita «clds-
sica»), a qual confere uma potente proteccio
contra a isquemia (embora de curta duracfo),
foi descrita uma segunda «janela» de PC (dito
«tardio») """ a qual se inicia cerca de 24
horas apos o primeiro insulto isquémico e dura
cerca de 72 horas "?. O PC tardio é capaz de
proteger o miocardio de lesdes irreversiveis,
atenuar o fenémeno de «atordoamento» e a
disfun¢do endotelial pés-isquémica e, em cer-
tos modelos, reduzir as arritmias ventriculares
durante a IR ™. Esta forma de PC tardio pa-
rece ser também desencadeada pela fosforila-
¢do de importantes proteinas, por acc¢io de
proteinas cinase (nomeadamente a PKC). Tam-
bém nesta situa¢do as mitocondrias parecem
desempenhar um papel importante, através dos
canais K*-ATP. A utilizacdo de inibidores des-
tes canais leva a aboli¢do do PC tardio, ndo s6
o induzido pela isquemia ", mas também o in-
duzido por outros agentes, quer constitucionais
(como a adenosina ™ e os opioides "'9), quer
libertados no contexto da isquemia (como pro-
tefnas de choque térmico ™ e endotoxinas %)
O mecanismo exacto da relacio entre os canais
K*-ATP e o PC tardio ndo é ainda totalmente
conhecido, mas poderd envolver, tal como no
PC cléssico, o 6xido nitrico "'* " a produgdo
de ROS ™ (que podem activar o factor nuclear
kB 20 — NF-«B — ou aumentar a actividade da
SOD) "2V e/ou um mecanismo dependente da
PKC 2, Porém, no PC tardio, a activacdo dos
canais K*-ATP parece ser precedida da activa-
céio de outras cinases, nomeadamente tirosina-
cinases e mitogen activated protein-kinases
(MAP-cinases), as quais activam a sintase in-

chondrial K*-ATP channels (Fig. 4). Late 1PC
also appears to occur in human myocardium
129 and some pilot studies indicate that the
protection apparently shown by some patients
with exercise-induced stable angina "*"'* or
unstable pre-infarction angina "*® may be a
form of late IPC. It has recently been demons-
trated that nitroglycerine, a known nitric oxide
donor, can induce late IPC both in animal mo-
dels "*” and in humans .

CONCLUSIONS

Traditionally considered the powerhouses of
the cell, mitochondria have been increasingly
shown to be extremely complex organelles that
participate actively, not only in the production
of ATP, through oxidative phosphorylation, but
also in other equally important metabolic pro-
cesses, such as Ca® homeostasis, regulation of
pH and cell volume, production and inactiva-
tion of ROS, and ultimately cell survival or
death. Mitochondria cause many of the typical
alterations found in ischemia and IR and are
simultaneously one of their main targets. It
now seems safe to say that mitochondria are at
the heart of a complex cascade of events that
determines the consequences of various types
of aggressions against the cell, as well as of
the defense mechanisms against these aggres-
sions. Greater awareness of these facts is lead-
ing to an increasing recognition of the need for
therapeutic strategies that will improve cardio-
myocytes’ defenses against such aggressions,
which can only happen by preserving mito-
chondrial metabolism.

It was already known that the survival of
cardiomyocytes was a question of energy. We
now know that it is much more than this. If we
really want to radically change the natural his-
tory of ischemic heart disease, we must
develop more effective ways of protecting the
myocardium’s most valuable asset: its mito-
chondria.

GLOSSARY

ADP - adenosine diphosphate

ADP/O - adenosine diphosphate/oxygen

AIF - apoptosis-inducing factor

AMP - adenosine monophosphate

ANT - adenine nucleotide translocator

Apaf-1 - apoptosis protease-activating factor 1
ATP - adenosine triphosphate

Ca* - calcium




dutivel do NO (iNOS), com producdo de NO. E
esse NO produzido pela iNOS que, num pro-
cesso eventualmente mediado pela PKC, vai
entdo abrir os canais K*-ATP mitocondriais
(Fig. 4). O PC tardio parece também ocorrer
no miocédrdio humano ** e alguns estudos-pi-
loto apontam para que a protec¢do que alguns
doentes parecem exibir com episédios de an-
gina estdvel (induzida pelo exercicio) 21 e de
angina instdvel pré-enfarte ", poder corres-
ponder a uma forma de PC tardio. Recente-
mente foi demonstrado que a nitroglicerina
(um reconhecido dador de 6xido nitrico) é ca-
paz de induzir PC tardio, quer em modelos
animais "*”, quer em humanos %.

CONCLUSOES

Consideradas classicamente as «centrais
energéticas» celulares, as mitocondrias tém
demonstrado cada vez mais serem organelos
extremamente complexos, participando activa-
mente, ndo s6 na producgio de ATP via fosfori-
lagdo oxidativa, como também noutros proces-
sos metabélicos ndo menos importantes e
vitais, como sejam a homeostase do Ca*, a re-
gulagdo do pH e volume celular, a produgdo e
inactivacdo de ROS e, em ultima andlise, na
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determinacdo da sobrevivéncia ou morte celu-
lar. As mitocondrias caracterizam-se por, si-
multaneamente, causarem muitas das altera-
¢oes tipicas da isquemia e IR e serem um dos
seus principais alvos. Parece ser hoje seguro
afirmar que as mitocondrias estdo no centro de
uma complexa cascata de eventos que deter-
mina as consequéncias de variados tipos de
agressdes celulares, bem como o mecanismos
de defesa perante estas agressdes. A conscién-
cia destes factos leva a que, cada vez mais, se
reconheca a necessidade de criar estratégias
terapéuticas que permitam melhorar a defesa
dos cardiomiécitos perante estas agressoes. Tal
s6 serd possivel preservando o metabolismo
mitocondrial.

Ja sabfamos que a sobrevivéncia dos car-
diomiécitos era uma questdo de energia. Sabe-
mos agora que é também muito mais do que
isso. Se de facto queremos mudar radicalmente
a histéria natural da doencga cardiaca isqué-
mica, temos que desenvolver formas mais efi-
cazes de proteger o que o miocdrdio tem de
mais precioso: as suas mitocondrias.
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