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RESUMO

Os vegetais superiores possuem uma via mitocondrial alternativa de

transporte de elétrons, resistente ao cianeto, catalisada pela enzima oxidase

alternativa, cuja papel fisiológico no metabolismo celular ainda não foi

definitivamente esclarecido. Diferentes mecanismos bioquímicos, baseados ou na

influência do estado redox da enzima ou na sua ativação por a-cetoácidos controlam

a atividade dessa enzima. No presente trabalho mitocôndrias foram isoladas

(purificadas em gradiente de Percoã) de hipocótilos estiolados de Vigna unguiculata,
cv. Vita 5 (susceptível ao estresse salino) e a via alternativa de transporte de elétrons

foi posta em evidência em presença de cianeto e de antimicina A. O consumo de

oxigênio foi medido polarograficamente. A presença da oxidase alternativa nas

mitocôndrias foi detectada por anticorpo monoclonal contra a oxidase alternativa de

Sauromafum guttatum tendo revelado a presença da enzima sob duas formas com

massas moleculares dotadas de 35 e 70 kDa. O efeito do pH sobre a respiração

resistente ao cianeto foi estudado numa faixa de pH de 5,75 a 8,25, com NADH

como substrato, em presença de DIT. A mais alta taxa de respiração resistente ao

cianeto foi obtida no pH 6,25. Em valores de pH acima e abaixo de 6,25 houve um

progressivo decréscimo no consumo de oxigênio. Foi também demonstrado um efeito

estimulador do piruvato, em concentrações aumentadas progressivamente até 500

J.1M, sobre a respiração resistente ao cianeto nos pHs 6,25, 7,25 e 7,75 e o maior

estímulo verificou-se no pH 7,25. O efeito exercidos pelo pH sobre a respiração

resistente ao cianeto permaneceu inalterado mesmo em presença de nigericina,

ionóforo conhecido por abolir o ópH entre a membrana mitocondrial interna e o

espaço intermembranar. A reversão do pH do meio (6,25 para 7,75 e de 7,75 para

6,25) fez igualmente reverter os efeitos do pH e do piruvato sobre a respiração

resistente ao cianeto. O efeito do pH sobre a atividade da oxidase alternativa foi
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tentativamente atribuído a um novo "status" de protonação/desprotonação desta

proteína de acordo com um esquema onde a forma mais ativa é H+Ered-Pir seguida

da forma H+Ered.

+pír +DTT +pir

E-pir <=> E => Ered Ereõpir

Ul1 Ul1 Ul1 Ul1 pH

H+E-pir <=> H+E => H+Ered ~ H+Ered-pir

Ul1 Ul1 Ul1 Uft
H+H+E-pir <=> H+H+E => H+H+Ered <=> H+H+Ered-pir
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ABSTRACT

Ali higher plants eontain a CN-resistant pathway catalyzed by the enzyme

altemative oxidase whose function still remains unelear. Different mechanisms, based

either on the influenee of the redox state of the enzyme or on its activation by a-

keto aeids control the altemative oxidase activity. In the present work, mitochondria

were isolated (purified on Pereoll gradient) from etiolatecl hypocotyls of Vigna
unguiculata cv. Vita 5 (susceptible to salt stress) and the electron altemative

pathway was measured in the presenee of cyanide and antimyein A. <h uptake was

polarographycally estimated. The presenee of the altemative oxidase was detected

by monoclonal antibodies against altemative oxidase proteins of Sauromatum
guttatum and revealed two forms of the enzyme under 35 and 70 kDa. The effect of

pH on the CN-resistant respiration was investigated in a pH range from 5.75 to 8.25

with NADH as substrate, in the presenee of DlT. The highest rate of CN-resistant

respiration was obtainecl at pH 6.25. Inerease in pH over 6.25 and decrease below

6.25 resultecl in progressive decrease in O2 uptake. It has also been demonstratecl

the stimulatory effect of inereasing concentrations of pyruvate (until 500 J.1M) on the

CN-resistant respiration at pH 6.25, 7.25 and 7.75. The highest stimulation of CN-

resistant respiration by pyruvaate was observed at pH 7.25. The pH effect on CN-

resistant respiration was shown to be the same in the presenee of nigeriein, an

ionophore known to abolish (pH between matrix and intermembrane sides. The

reversion of reaction medium pH (6,25 to 7,75 and 7,75 to 6,25) also indueed a

reversibility in the effect of pH and pyruvate on the CN-resistant respiration. The pH

effect on the altemative oxidase activity was tentatively attributed to a new status of
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this protein namely a protonated/deprotonated status according to a scheme in

which the most active form is H+Ered-Pir followed by H+Ered.

+pyr +DTT +pyr

E-pyr E Ered Ered-pyr

Uft Uft Uft Uít pH

H+E-pyr Ç:} H+E => H+Ered H+Ered-pyr

Uít Uít Uít Uít
H+H+E-pyr Ç:} H+H+E => H+H+Ered Ç:} H+H+Ered-pyr



INTRODUCÃO

A primeira referência, embora não de forma direta, da presença de uma via

alternativa de transporte de elétrons catalisada por uma oxidase terminal em

vegetais superiores surgiu a partir da observação de processos termogênicos em

plantas. A termogênese é um processo bastante comum em inflorescênciasde várias

espécies, que utilizam o aumento da temperatura interna para volatizar compostos

que atuam como atrativos de agentes polinizadores, e também ocorre por ocasiãodo

dimatério de diversos frutos e raízes, principalmente quando armazenados

(DIAMOND, 1989)

Segundo MEEUSE(1975), foi de Lamark, em 1778 a primeira descrição da

termogênese, ao observar a floração de espécies de Arum. VANLERBERGHE&

MdNTOSH (1997), transcreveram esta descrição nos seguintes termos:

"Ie gouet d1talie •••. acquiert à une certain époque de Ia floraison une chaleur

considérable.... Cette chaleur s'éleve à 21,8 degres, l'air ambiant étant à 14,9

deçrés".

Em 1851, Garreau, citado por MEEUSE(1975), demonstrou a existência de

uma relação íntima entre o aumento da temperatura e o consumo de oxigênio nas

plantas, sendo que a hipótese da existência de uma segunda via respiratória

somente foi formulada, segundo SLUSE& JARMUSKIEWICZ(1998), por Genevoisem

1929, com a descoberta de uma rota de consumo de oxigênio insensívelao daneto e

ao monóxido de carbono.

De acordo com VANLERBERGHE& MdNTOSH (1997), em 1937 van Herk

relacionou a respiração CN- insensível a uma rota metabólica que prescindia da

dtocromo oxidase e que ocorria em presença de uma flavoproteína autoxidável e

essa hipótese permaneceu até metade da década de 50, quando os trabalhos de

Simon, em 1957 e 1959, e de Yocum em 1955 e 1957, mostraram a presença do

sistema clássico de transferência de elétrons em tecidos que apresentavam

respiração CN- insensível. Posteriormente, HACTKETTet al (1960a, 1960b), srOREY
1
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& BAHR(1969), WILSON(1970) e BENDALL& BONNER(1971) demonstraram, que a

insensibilidade residia nas mitocôndrias, pois estas, quando isoladas, mostravam

conter dois caminhos para transferência de elétrons na cadeia respiratória: o clássico,

sistema transportador de elétrons CN- sensível que é acoplado à fosforilação

oxidativa, e um caminho CN- insensível, que se ramificava a partir do "pool" de

ubiquinonas (Figura 1), sendo menos fosforilativo e sensível a compostos como o

ácido salicilhidroxâmico (SHAM) (SCHONBAUMet al, 1971 e LATIES, 1982) e n-

propil gaiato (SIEDOW& BICKETT,1981).

A capacidade genética que todas as angiospermas, muitas algas e alguns

fungos, possuem de expressar esta via e que em plantas esta expressão depende do

estágio de desenvolvimento e de fatores ambientais foi demonstrada por LATIES

(1982), ORDENTLICHet al (1991) e McINTOSH (1994). Até o momento não esta

clara a função da via alternativa nos vegetais, sabe-se que ela é induzida ou

expressa por ocasiãoda floração (MEEUSE,1975), por lesõesem tecidos e ataque de

patógenos (LATIES, 1982), pela elevação no nível de carboidratos (MOORE &

SIEDOW, 1991; VANLERBERGHet al, 1995), pelo abaixamento de temperatura

(PURVIS& SHEWFELT,1993), pela elevação nos níveis de ácido salicílico (RHOADS&

McINTOSH, 1993), durante o amadurecimento de frutos (CRUZ-HERNÁNDEZ&

GÓMEZ-UN, 1995 e SLUSE et al, 1998» e pela elevação na produção de

superóxidos (PURVIS,1997) entre outros. Devido a todos estes fatores, ainda não foi

possívela formulação de uma hipótese única de uma função metabólica específica.

A via alternativa poderia ser definida como um caminho, não fosforilante, de

transporte de elétrons, com origem na cadeia citocrômica ao nível do "pool" de

ubiquinonas, que aparentemente reduz o oxigênio molecular à água pela simples

transferência de 4 elétrons através de uma proteína oxidase terminal denominada

alternativa oxidase (AOX) (VANLERBERGHE& McINTOSH,1997)

Genese ExpressãoGenéticada AOX

ROADS& McINTOSH(1991) foram os primeiros a clonarem o gene da AOX,

isolando e caracterizando um cDNA para a proteína da alternativa oxidase em
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FIGURA 1 - Esquema dos complexos mitocondriais e do transporte de elétrons em

mitocôndrias vegetais. I - Complexo I, NADH desidrogenase; 11 - Complexo 11,

Succinato desidrogenase; 111 - Complexo 111, Citocromo bCl; IV - Complexo IV,

Citocromo oxidase; AOX - Oxidase Alternativa; UQ - Ubiquinona; Cit c - Citocromo

C, Ext - NADH desidrogenase externa; ? - NADH desidrogenase, proposta para

plantas; SHAM - Ácido Salicilhidroxâmico (VANLERBERGHE& McINTOSH, 1997)
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Sauromattum guttatum. Utilizando um anticorpo monoclonal para alternativa oxidase

(ELTHON et al1989), eles isolaram um clone de cDNA (Aox I) que codificava um

polipeptídeo com 42 kDa. Este mesmo Aox 1também foi isolado por SAKAJO et al

(1991) em Hansenula anomala, mostrando existir um elevado incremento de sua

transcrição após a adição de KCN ou antimicina A

KUMAR & SOLL (1992), conseguiram expressar em E. colí a proteína da AOX,

a partir a clonagem do cDNA de ArabídopsíS thalíana, sendo esta proteína

reconhecida pelo mesmo anticorpo monoclonal para alternativa oxidase que

reconhecia o Aox 1.

Também foram isolados cDNA Aox 1em Glycínemax (WHELAN et ai, 1993)

Nícotíana tabacum (VANLERBERGHE& McINTOSH, 1994 e WHELAN et ai, 1995a), e

Mangífera índíca (CRUZ-HERNANDEZ & GOMÉZ-UN, 1995) entre outras, levando a

crer, até então, que em vegetais superiores a AOX era codificada por um gene

simples. Em fungos, U et al (1996) isolaram o Aox 1 de Neurospora crassa. que

demonstrou sequência similar aos encontrados em plantas.

Entretanto, WHELAN et al (1996), com o uso de técnicas de PCR (Polvmerase

Chain Reaction), mostraram a existência de três genes codificando para oxidase

alternativa em Glycínemax: Aox 1, expressado nos cotilédones; Aox 3, expressado

em cotilédones e folhas; e Aox 2, que embora não encontrada sua expressão em

cotilédones e folhas, teve seu cDNA clonado, indicando sua possível expressão em

algum nível; e evidências de pelo menos dois genes em N. tabacum. Em Arabídopsís

thalíana SAISHO et aI (1997), encontraram uma família de quatro genes que

codificavam para a oxidase alternativa, que foram designados como AOX1a, AOX1b,

AOX1c e AOX2, sendo que apenas AOX1a e AOX1c eram expressados em todos os

tecidos estudados (flores e gemas florais, caule, "rosetas" e raízes) enquanto que a

transcrição do AOX1b foi detectada apenas em flores e gemas florais a transcrição do

AOX2 detectada em caule, "rosetas" e raízes. Eles afirmaram que, com base nesses e

em resultados de outros autores, a transcrição dos diferentes genes da oxidase

alternativa é diferentemente regulada, sendo a AOX expressão de ima família

multigênica. Segundo VANLERBERGHE E McINTOSH (1997), o significado dessas

famílias de genes é desconhecido sendo possível que as múltiplas isoformas da
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proteína, detectadas imunologicamente, sejam produtos de genes diferentes.

Todas as seqüências de genes da oxidase alternativa codificam uma proteína

altamente semelhante. conservando características como: (a) duas possíveis alfa

hélices localizadas dentro da membrana interna mais ou menos no centro da oxídase,

(b) uma possível alfa hélice exposta para o espaço intermembranar e (c) as regiões

hidrofílicas N e C terminal expostas para a matriz mitocondrial. O resíduo de cisteína,

conservado na região N terminal, provavelmente está ligado a formação de uma

ligação dissulfeto intramolecular (ROADS et al, 1998).

Estrutura da proteína de AOX

De acordo com MOORE & SIEDOW (1991), a via alternativa surge a partir de

uma ramificação da cadeia mitocondrial transportadora de elétrons, ao nível do

"pool" de ubiquinonas, não desenvolvendo força protomotora sendo portanto não

fosforilante. A alternativa oxidase é uma proteína da membrana mitocondrial interna,

com o sítio ativo, localizado no lado da matriz, catalisando a oxidação do ubiquinol à

ubiquinona e a redução do oxigênio molecular à água.

Os trabalhos de MOORE & SIEDOW (1991), DAY et aI. (1991), SIEDOW &

MOORE (1993) e RIBAS-CARBO et et. (1997) mostraram que o engajamento da via

alternativa era controlado pelo estado redox do "pool" de ubiquinonas e que o fluxo

por essa via somente ocorria após o "pool" alcançar um determinado nível de

redução. Mostraram, ainda, que o aumento do engajamento da via alternativa não se

comportava como uma função linear do aumento do estado de redução do "pool" de

ubiquinonas

Com base nesses resultados SIEDOW & MOORE (1993) sugeriram um modelo

para o funcionamento da AOX, onde a redução do oxigênio molecular ocorria pela

transferência de 4 elétrons da enzima reduzida. Posteriormente, RIBAS-CARBO et aI.

(1994) incorporaram a este modelo um passo inicial de ativação que implicava na

redução total da enzima antes da reação com o oxigênio molecular. MOORE et aI.

(1995) afirmam que este passo inicial foi introduzido para acomodar as observações
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que mostravam uma diminuição da afinidade da AOX pelo oxigênio com o aumento

da redução do "pool" de ubiquinonas.

UMBACH & SIEDOW (1993) demonstraram que a proteína da AOX existia

como um dímero na membrana mitocondrial interna. Esse dímero existe em dois

estados: um estado oxidado, no qual o dímero é covalentemente ligado por uma

ligação dissulfeto intermolecular, e um estado reduzido, onde tal ligação é reduzida a

sua forma sulfidrílica e a estrutura dimérica é mantida por interações não covalentes.

MOORE et al (1995), mostraram que a proteína madura contém 280-290

aminoácidos e migra como uma proteína de 32-35 kDa em géis de SDS-PAGE,

conforme revelação através de immunoblotting. Com base nesses resultados e nos

trabalhos de RASMUSSON& M0LLER. (1990) MOORE& SIEDOW(1991), RHOADS&

MCINTOSH(1991), SAKAJOet aI (1991), SIEDOW et al (1992), MdNTOSH (1994),

e SIEDOW et aI (1995) foi proposto por MOORE et al(1995) um modelo de

estrutura para o dímero da AOX no qual a proteína de oxidase alternativa encontra-

se ancorada a membrana mitocondrial interna por duas a-hélices com domínios

hidrofílicos de aproximadamente 100 aminoácidos e quatro hélices ligadas por um

centro binuclear de átomos de ferro que fica situado no domínio hidrofílico C-

terminal da proteína, localizado na matriz mitocondrial. As a-hélices

transmembranares, que apresentam uma alta conservação de resíduos dos

aminoácidos Glutamina, Treonina e Tirosina, parecem ser ou estarem envolvidas com

um provavel sítio de ligação para a ubiquinona, enquanto as quatro hélices do

domínio C-terminal, de acordo com ALBURYet al (1998), devido a presença de um

centro binuclear de ferro (Fe++)e de um resíduo Glutamato (Glu)-270, seriam o sítio

catalítico da enzima, além de propiciar a estabilização da estrutura tridimensional da

proteína. Já o domínio NHrterminal, de acordo com RHOADS et al (1998),

encontra-se envolvido com a regulação do estado redox da proteína bem como com

a estimulação da atividade enzimática através de a-cetoácidos, que em ambos os

casosocorre no resíduo de cisteína Cys-78. (Figura 2).

-----
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FIGURA 2 -Esquema de modelo da estrutura da oxidase alternativa na sua forma

inativa com os resíduos de cisteína Cis-78 formando uma ponte dissulfeto (5 - 5).

Os círculos vermelho nas hélices do domínio C-terminal representam os átomos de
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Controle da Via Alternativa

Até o início da década de 90, acreditava-se que a via alternativa funcionava

como uma caminho alternativo para os elétrons quando a via citocrômica estivesse

saturada pelo fluxo dos mesmos. As principais evidências apresentadas para

sustentar esta hipótese eram a resposta não linear da AOX à variação do estado

redox do "pool" de ubiquinonas e a necessidadede um nível elevado de redução do

pool" para ativação da AOX (PALMER. 1976; LAMBERS,1980; LAMBERS, 1982;

LAMBERS,1985; MOOREet aL, 1988; DRYet al, 1989)

Com a descoberta de dois mecanismos de controle bioquímico da AOX: a

estimulação por a-ceto ácidos, especialmente o piruvato (MILLAR et alo 1993 e DAY

et al, 1994) e a existência das formas reduzida e oxidada do dímero da AOX, sendo

a primeira mais ativa (UMBACH& SIEDOW, 1993), tornou-se pouco provável que a

atividade da AOX fosse modulada, apenas, por um excesso de fluxo de elétrons na

ía citocrômica. De fato, os trabalhos de WILSON (1988) e UMBACH et aI (1994)

mostravam evidências de que a via alternativa competia com a via citocrômica pelo

uxo de elétrons, o que foi demonstrado por HOEFNAGEL et al (1995),

onitorando, simultaneamente, a atividade da via citocrômica em presença de

erricianeto e CN- através de espectrofotometria e a via alternativa através de

eletrodo de oxigênio.

De acordo com VANLERBERGHE& McINTOSH (1997), a partição de elétrons

para a Via Alternativa encontra-se sob um controle primário, determinando a

quantidade da enzima AOX presente além de sofrer um controle metabólico (controle

no) da atividade desta enzima. A idéia de um controle primário encontra base nos

trabalhos de HISER et al,(1996) e VANLERBERGHEet al, (1994), que, através do

uso de plantas transgênicas, observaram um aumento na capacidade da Via

Alternativa associado ao aumento no nível de expressão da proteína AOX. Diversos

autores já demonstraram ser possível induzir a síntese de AOX em algas, fungos e

lantas, através da inibição da via citocrômica. VANLERBERGHE& McINTOSH (1994,

992a) observaram em suspensão de células de Nicotiana tabacum um forte

aumento no nível de mRNAda AOX e da proteína AOX quando a via citocrômica era

o ibida através do uso de antimicina A, o que leva a crer na existência de um
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mecanismo por meio do qual a expressão do gene Aox I pode responder a

mudanças de atividade da via citocrômica. Como o estado de transporte mitocondrial

de elétrons é percebido e transmitido para o núcleo para ativar a expressão do gene

Aox 1 e o produto mRNA é importado para a mitocõndria ainda é desconhecido. Tal

mecanismo envolverá certamente sinais fisiológicos e os produtos de outros genes

(VANLERBERGHE& MdNTOSH, 1997) mas, se a quantidade de AOX é determinada,

fundamentalmente, pela expressão do gene que a codifica, seria lógico pensar que

todos os fatores que modularem essa expressão estarão diretamente relacionado

com o nível de engajamento da via alternativa no total da respiração.

Já são conhecidos diversos fatores que parecem agir como um sinal

regulatório para expressão do gene Aox 1. Entre eles encontram-se: inibidores da via

citocrômica (VANLERBERGHE & MdNTOSH, 1992b; VANLERBERGHE & MdNTOSH,

1994); estado redox da mitocôndria, (HAKANSSON & ALLEN, 1995); existência de

formas ativas de oxigênio, como radicais hidroxilas e superóxidos (LEVINE, et ai,
1994; WAGNER, 1995; LONGO. et ai, 1996; SEN & PACKER, 1996; VANLERBERGHE

& MdNTOSH, 1996); nível de concentração de metabólitos (p. e.

citrato)(VANLERBERGHE & MdNTOSH, 1996); e, existência de múltiplos genes

codificadores de AOX. (CRUZ-HERNANDEZ & GOMEZ-UN, 1995; CONLEY & HANSON,

1994; KEARNS et ai, 1992; RHOADS & McINTOSH, 1992). HISER et ai (1996) e

WHELAN et ai (1995b) sugerem também ser possível que a importação do precursor

da AOX para a mitocôndria como também o processo subseqüente ou modificação da

AOX representam outros pontos para controle da quantidade de AOX.

Controle Metabólico da Atividade da AOX

Embora a quantidade de AOX presente em um tecido determine o máximo

possível da partição de elétrons para a Via Alternativa , o fluxo parece estar sujeito a

muitos controles metabólicos tais como: o estado de redução do "pool" de

ubiquinonas, o estado de redução AOX, e a concentração de ativadores da enzima,

como o piruvato (Rgura 3).

---
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FIGURA 3 - Mecanismo de regulação da atividade da oxidase alternativa. (SLUSE &

JARMUSZKIEWICZ, 1998)
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1 - O estado de redução do "pool" de ubiquinonas

Como demonstrado por MOORE& SIEDOW (1991) o "pool" de ubiquinonas

ocupa uma posição fundamental nas cadeias transportadoras de elétrons, em

mitocôndrias vegetais. VAN DEN BERGENet al (1994) afirmaram que o estado de
c

redução do "pool" de ubiquinonas era um fator importante na regulação da atividade

da AOX e que este estado seria diretamente dependente das atividades relativas das

desidrogenasesabastecedoras de elétrons para redução da ubiquinona e da oxidase

terminal dirigida pela oxidação da ubiquinona, com base em resultados de

experiênciascom eletrodo de quinona (Q), que mostravam como a atividade da AOX

respondia à relação do "pool" de ubiquinona reduzido/oxidado. Porém, RIBAS-CARBO

et al (1995) mostraram ser o nível absoluto de ubiquinona reduzido que determinará

a atividade da AOXe que esta atividade não só é dependente das atividades relativas

das desidrogenases e da oxidases terminal mas também do nível absoluto de

ubiquinona total em um tecido. Recentemente HOEFNAGEL& WISKICH (1998)

propuseram um mecanismo que sugere ser a AOX inativada pelo seu produto

(ubiquinona oxidada) durante a catálise, podendo esta inibição ser revertida pelo

processo redutivo com elevação do nível de ubiquinona reduzida ou pela adição de

DTT.

2 - O estado de redução da enzima AOX

Como foi dito anteriormente, UMBACH & SIEDOW (1993), afirmaram ser a

proteína AOX um dímero, existente em dois estados: um oxidado, (covalentemente

ligado por uma ligação dissulfeto intermolecular), e outro reduzido, (ligação

dissulfeto reduzida à sua forma sulfidrílica) e, juntamente com UMBACH et al
(1994), mostraram que a atividade da oxidase alternativa era dependente do estado

de redução da enzima, sendo a forma reduzida quatro a cinco vezes mais ativa que a

forma oxidada. De acordo com RHOADSet aI. (1998) somente a forma reduzida é

susceptívela ativação pelo piruvato.
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Baseados no fato de que todas as seqüências gênicas da proteína AOX de

plantas, obtidas até o presente, apresentarem dois resíduos de cisteína

completamente conservados, diversos autores sugeriram que estes resíduos estavam

envolvidos no processo de formação da ligação dissulfeto do dímero da AOX

(VANLERBERGHE& MdNTOSH, 1997 e RHOADSet al, 1998)

VANLERBERGHEet al (1997), estudando o efeito de substratos do Ciclo dos

Ácidos TricarboxOicossobre a AOX, afirmaram que o estado da ligação dissulfeto

parece depender do estado redox do pool mitocondrial de nucleotídios de piridina e

que a redução deste pool pela oxidação de substratos específicosdo Ciclo dos Ácidos

Tricarboxílicos (CAT) facilita a redução da AOX à sua forma ativa. Ainda segundo os

mesmos autores é esperado que o tumover do CAT reduza rapidamente o pool de

nucleotídios de piridina se a reoxidação deste pool, através do transporte de elétrons.

tornar-se limitada, conseqüentemente, a regulação da atividade da AOX pelo estado

redox do pool de nucleotídios de piridina pode representar um mecanismo potencial

para acoplar o metabolismo do CAT ao transporte de elétrons. Por exemplo, a

limitação do turnover do CATatravés do transporte de elétrons favorecerá a redução

da AOX que passa à sua forma mais ativa. Isto efetivamente aumentará a

capacidadede transporte de elétrons favorecendo a oxidação do pool de nucleotídios

de piridina, permitindo o aumento do turnover no CAT.

POPOVA& CARVALHO(1998) afirmaram que experiências com mitocôndrias

de folhas de plantas transgênicas de N. tabacum mostraramm que redução de AOX

pode ser mediada pelo poder redutor intramitocondrial gerado pela oxidação de

intermediários do CAT, especialmente, citrato, isocitrato e malato e que este

mecanismo pode ter um papel importante na regulação do fluxo de elétrons para a

AOX, já que a proteína reduzida tem uma maior afinidade pela ubiquinona. Assim

esses autores especulam que o nível de oxidação de isocitrato e de citrato em

mitocôndrias de planta pode ser um sinal regulador para a operação do sistema de

transporte de elétrons da oxidase alternativa e que, eventualmente, isto poderia

promover uma coordenação efetiva entre processos catabólicos e anabólicos em

células de plantas.

------
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3 - Concentraçãode Ativadores da AOX

WAGNERet aI. (1989), mostraram que a combinação de NADH e succinato

exógeno resultaram em níveis respiratórios da via citocrômica mais altos que os

níveis alcançados com um único substrato, porem inferior a soma dos níveis

induzidos separadamente por esses substratos Em combinação, os substratos

contribuíram para o aumento do consumo do oxigênio, porém a oxidação de NADH

sofreu maior inibição pelo KCN que a oxidação do succinato. Quando NADH foi

combinado com succinato ou malato na presença de cianeto, os níveis de consumo

de oxigênio foram superiores à soma dos níveis de consumo dos substratos

determinado separadamente, aparentando haver o succinato e o malato estimulado a

oxidação de NADHexógeno, através da via cianeto resistente.

Outras evidências da estimulação da via cianeto resistente por ácidos

carboxílicos foram mostradas por UDÉN & AKERLUND(1993) que verificaram uma

estimulação na oxidação de análogos de quinonas por succinato e malato sugerindo

uma possível estimulação da via da oxidase alternativa. MILLAR et aI. (1993)

apresentaram evidências que o piruvato provocava estimulação da via alternativa.

Através de medidas do estado de redução do "pool" de ubiquinonas foi possível

mostrar que o piruvato estimulava a oxidação de succinato pela respiração cianeto

resistente, e que esse estímulo era acompanhado por um decréscimo nos níveis de

ubiquinonas reduzidas, indicando que a oxidase alternativa poderia estar ativada. Os

autores sugeriram que o piruvato atuasse como um efetor alostérico da AOX.

UMBACH et aI. (1994) reduzindo a ligação dissulfeto do dímero da AOX

através do uso de DIT conseguiram mostrar que somente a forma mais ativa da

enzima (reduzida) poderia ser estimulada pelo piruvato, aparentemente pelo

diminuição do Kmda enzima pela ubiquinona reduzida. DAY et aI (1995), estudando

a regulação da atividade da AOX por piruvato, em mitocôndrias de soja, postularam

ser o efeito do succinato no estímulo da atividade da AOX não um resultado da sua

ação direta mas, conseqüência da produção de piruvato durante o seu catabolismo.

WAGNERet aI. (1995), discutiram a estimulação da oxidação de NADH, através da

via cianeto resistente, pelo succinato e malato e a compararam com a estimulação

obtida com piruvato. Essesautores encontraram valores de concentração da ordem

- --------------- ..
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de 3 a 4 mM para a máxima estimulação da AOX por succinato e malato, contudo

MILLAR et aI. (1993) mostraram que o mesmo nível de estimulação foi obtido com o

piruvato na concentração de 0,12 mM. Isso provocou uma discussãoa respeito da

estimulação da AOX: se ela resultava de um efeito direto do succinato e do malato

ou se o efeito seria decorrente da pequena quantidade de piruvato produzido por

ocasião da oxidação daqueles substratos. WAGNER et aI. (1995) refutaram a

segunda possibilidade com base em observações do efeito da fluidez da membrana

mitocondrial e da variação de temperatura sobre a atividade da AOX associadoscom

a presença de succinato e malato e formularam o conceito de "capacidade da

oxidase alternativa" na respiração CN-resistente relacionado com a ativação ou

estimulação da AOX por ácidos carboxílicos. Contudo, VANLERBERGHEet aI (1994),

estudando o efeito de ácidos carboxílicos em mitocôndrias isoladas de folhas de

plantas transgênicas de fumo (Nicotiana tabacum) apresentaram resultados que

contrariaram àqueles de WAGNER et al.(1995). Os autores realizaram ensaios

alternando a adição de piruvato e DTT e mostraram que a adição de piruvato

provocou um ligeiro estímulo da atividade da AOX, abaixo do esperado, devido aos

baixos níveis existentes de AOX reduzida. Porém a adição subsequente de DTI

causou um grande aumento no consumo de O2 pela via alternativa. Quando o DTI

foi adicionado em primeiro lugar houve um leve estímulo respiratório e a

subsequente adição de piruvato mostrou um rápido incremento no consumo de Ch
pela AOX. Segundo os autores, esses resultados mostraram ser a atividade da AOX

dependente da redução da enzima e sua ativação subsequente dependente de

piruvato concordando com a existência de um mecanismo de regulação alostérica

conforme fora proposto por MILLAR et aI. (1996). Os resultados de ensaios

realizados, pelos mesmos autores, com outros ácidos carboxflicos (citrato, isocitrato,

malato e succinato) levaram-os a afirmar que estes ácidos tinham efeito apenas

sobre o estado de redução da enzima e não sobre sua ativação. Utilizando-se da

variação do pH foi possível demonstrar o efeito do malato. Como se sabe em pH

alcalino (7,8) a enzima malato desidrogenase é favorecida na oxidação enquanto em

pH ácido (6,5) a oxidação do malato é realizada pela enzima málica. Os ensaios

mostraram que quando as condições favoreciam a atividade da enzima málica

observava-se um aumento nos níveis de redução da AOX além da mesma atingir um
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máximo de ativação sem que fosse necessário a adição de piruvato. Essa ativação

era explicada pelo fato da enzima málica ter como produto o piruvato. Quando as

condiçõesde ensaio favoreciam a malato desidrogenase foi observado uma elevação

nos níveis de redução da AOX, porém a sua ativação era dependente de adição

posterior de piruvato. A comparação dos resultados mostrou que a malato

desidrogenase foi mais efetiva, que a enzima málica na redução da enzima. Assim,

VANLERBERGHEet aI (1997) concluíram que a redução da AOX para a sua forma

mais ativa é mediada por substratos específicos do Ciclo dos Ácidos Tricarboxílicos,

sendo o piruvato ineficaz em promover essa redução, e apontam como provável

explicação para isso o fato que o poder redutor intramitocondrial gerado pela

atividade da isocitrato desidrogenase (quando a mitocôndria encontra-se suprida

com citrato e isocitrato) ou malato desidrogenase (quando as mitocôndrias

encontram-se supridas com malato) poder apoiar a redução da AOX

Novas evidências que iam de encontro à proposição de WAGNERet ai (1995)

foram apresentadas por MILLARet ai (1996) trabalhando com mitocôndrias intactas

e subpartículas mitocondriais de soja (Glycine maX) e batata (Ipomoea batatas).

Essesautores mostraram que os ácidos carboxílicos de cadeia curta, como piruvato,

estimulavam a AOX em baixas concentrações (0.1 a 0.5 mM) quando comparados

com os ácidos carboxílicosde cadeia longa, como oxaloacetato e a-cetoglutarato, em

se tratando de mitocôndrias intactas. Em subpartículas mitocondriais, onde a face

interna da membrana mitocondrial interna está diretamente acessível aos ácidos

orgânicos, foi observado que a metade do estímulo máximo produzido pelo piruvato

foi alcançado com concentrações na faixa de 5 J.1M,o que segundo os autores

evidencia estar o sítio de ativação do piruvato localizado na face matricial da

membrana mitocondrial interna. Concentrações desta mesma ordem de grandeza

foram também requeridas por glioxilato e hidroxipiruvato enquanto que a

estimulação por a-cetoglutarato só foi obtida com concentrações da ordem de

milimolar. Mostraram ainda ser a estimulação da AOX, por malato e succinato,

dependente do pH. Em mitocôndrias intactas ambos estimulavam o consumo de

oxigênio em pH ácido (6,5) e apenas o L-malato era capaz de provocar estímulo em

pH alcalino (7,5) porém, não apresentaram nenhum efeito em subpartículas

mitocondriais sendo concluído que malato e succinato não são ativadores diretos da
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AOX e que os estímulos encontrados em mitocôndrias intactas provavelmente

resultava das suas conversões em piruvato, conforme é mostrado na Figura 4. Fica

reconhecida assim, a necessidade de serem tais ácidos metabolizados para

produzirem um efeito estimulatório na AOX.

Outro ponto de confronto com WAGNERet a/(l995) foi o fato de não ter sido

encontrada, por MILLAR et al (1996), uma estimulação da AOX dependente de

temperatura, em mitocôndrias de cotilédones de soja, do mesmo modo que em

mitocôndrias de tubérculos de batata (WAGNERet al, 1995), associadoa isto o fato

de ZANGet a/(1996). ter encontrado estimulação da AOX parcialmente purificada de

Arum macu/atum pelo piruvato. MILLAR et al (1996) consideram improvável que

mudanças na fluidez da membrana, devido a variações de temperatura, pudessem

afetar a ativação da AOX por um a.-cetoácido,conforme proposto por WAGNERet al

(1995).

HOEFNAGEL& WISKISH (1996), utilizando mitocôndrias de inflorescência de

Arum macu/atum (tecido termogênico) e de cotilédones de soja (G/ydne maX) (tecido

não termogênico), estudaram a dependência da atividade da AOX do nível de

redução do pool de ubiquinonas, tendo NADH e succinato como substratos. Os

resultados mostraram que, quando a enzima foi ativada através de piruvato, a

relação entre a atividade da AOX e o estado de redução do pool de ubiquinonas era

o mesmo para as oxidações de NADHe do succinato. Na ausência de piruvato a AOX

apresentou uma aparente diminuição na afinidade pela ubiquinona reduzida e isto

era mais evidente com a oxidação de NADH do que com succinato, possivelmente

devido à produção de piruvato durante oxidação do succinato ou pela ativação da

AOX diretamente pelo succinato. Foi mostrado também que, em mitocôndrias de

Arum, durante a oxidação de succinato, a AOX manteve o pool de ubiquinonas

parcialmente reduzido (60%), enquanto que durante a oxidação de NADH o pool

manteve-se quase que completamente reduzido e que quando o pool de ubiquinonas

encontra-se completamente reduzido e a AOX completamente ativada o

comportamento do consumo de oxigênio nos tecidos (termogênico e não

termogênico) era semelhante.
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FIGURA 4 -Estimulação da AOX, de mitocôndrias de plantas, por malato e succinato

através do fluxo de elétrons do "pool" de quinonas e do metabolismo do piruvato na

matriz mitocondrial. SDH - Sucdnato desidrogenase; AOX - Oxidase alternativa; * -
Ativação pelo piruvato. (MILLAR et ai, 1996)

, --~
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4- Sítio de Ligaçãodo Piruvato

UMBACH E SIEDOW (1996) afirmaram, utilizando mitocôndrias isoladas de

cotilédones de soja (G/ycine max) e de inflorescências de Arum macu/atum, que o

sítio de ligação do piruvato à AOX era um grupo sulfidrila diferente daquele

responsável pela ligação dissulfeto envolvido com o estado de redução da enzima.

Através do uso de reativos sulfidrilas (iodoacetato e N-etilmaleimida) eles

demonstraram que a ativação da AOX por a-ceto ácidos parece envolver a formação

de um thiohemiacetal. Segundo os mesmos autores, os dois resíduos de cisteína

conservados na proteína da AOX seriam suficientes para responderem as condições

já conhecidas de atividade da AOX: o estado reduzido do dímero e a presença de

piruvato, postulando ser o resíduo de cisteína localizado mais próximo da membrana

(Cys-128) responsável pela formação do thiohemiacetal e o resíduo mais próximo ao

NH2 - terminal (Cys-78) responsável pelo estado de redução da enzima. Porém

RHOADSet al (1998), utilizando mutantes para os resíduos de cisteina Cys-78 e

Cys-128, em oxidase alternativa de Arabidopsis, demonstraram que apenas o resíduo

Cys-78 estava envolvido com a produção das formas reduzida (ativa) e oxidada

(inativa) da AOX e que este mesmo resíduo era o sítio de ativação por e-cetoácíoos

pela formação de um tiohemiacetal, enquanto que o resíduo Cys-128, localizado mais

próximo a membrana mitocondrial interna, não pareceu estar diretamente envolvido

em nenhum destes processosregulatórios. Eles afirmaram que no estado oxidado o

dímero da oxidase alternativa mantém suas subunidades unidas através de uma

ligação dissulfeto que bloqueia a ação de a-cetoácidos no seu sítio de atuação: o

resíduo de cisteína Cys-78. Esta ligação dissulfeto pode ser reduzida pela adição de

uma agente redutor ou possivelmente por uma tioredoxina redutora endógena. A

sulfridila livre do resíduo Cys-78 pode então reagir com o piruvato ou outro a-

cetoácido formando um tiohemiacetal, o que resulta no aumento da atividade da

enzima. (Figura 5)
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FIGURA 5 - Esquema da ativação da oxidase alternativa por a-cetoácidos. -S-PIR

indica o tiohemiacetal -S-COH(R)C02-, onde R= CH3, para o piruvato (RHOADS et
aI., 1998).



OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

a) caracterizar e quantificar a atividade da oxidase alternativa através da avaliação

do transporte de elétrons resistente ao CN-e a antimicina A;

b) estudar o efeito do pH sobre a respiração resistente ao CN-, como meio de

determinar o pH ótimo de ação da oxidase alternativa;

c) determinar o efeito de succinato e piruvato na modulação da respiração resistente

ao CN-;

d) estudar o efeito do pH sobre a respiração resistente ao CN- por succinato e

piruvato.
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MATERIAL E MÉTODOS

1 - MATERIAL VEGETAL

O feijão de corda foi classificado por Verdcourt, em 1970, como uma

dicotiledônea, pertencente a ordem Fabales, Famma Fabaceae, sub-famílla

Faboideae, tribo Phaseoleae, sub-tribo Phaseolinae, gênero Vigna, espécie Vigna

unguiculata (L.) Walp. As cultivares utilizados neste trabalho foram escolhidos devido

a suas diferentes tolerâncias ao estresse salino, sendo a cultivar VIta 3 menos

sensível do que a cultivar Vita 5.

Sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivares Vita 3 e VIta 5, fomecidas

pelo Banco de Sementes do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do

Ceará, foram imersas, por 10 minutos, em solução de hipoclorito de sódio ( aOCJ) a

0,5%, para remoção de possíveis esporos de fungos presentes no tegumento das

sementes, sendo em seguidas lavadas exaustivamente em água corrente para

remoção do NaOCl. Após este tratamento as sementes foram imersas em água milli-

Q, por um período de 3-4 horas, até que atingissem, aproximadamente, o dobro do

tamanho inicial sendo então incubadas em câmara fria por aproximadamente 18

horas. Esses tratamentos visaram pOSSibilitaruma germinação mais uniforme.

A germinação das sementes foi feita em papel de filtro (ver necessidade de

referência), de 25 a 30 sementes por 1/4 de folha, embebido com água milli-Q

(controle) e com uma solução de NaCl 100 mM (estresse), no escuro à temperatura

ambiente (± 25°C), por sete dias quando as plântulas eram colhidas e os hipocótilos

separados dos epicótilo e raízes para proceder-se o isolamento e purificação da

fração mitocondrial.

2 - EXTRAÇÃO DA FRAÇÃO MITOCONDRIAL

As mitocôndrias foram isoladas dos hipocótilos das plantas estioladas pelo

método de IKUMA, 1970, modificado por SILVA UMA et al.(1977). Os hipocótilos

(800 g) foram cortados em pedaços de aproximadamente 5 cm, lavados com água

fria e triturados em liquidificador marca WALUTA, modelo BETA com um meio de
21
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extração (2500 ml), previamente resfriado, contendo: Manitol 0,35 M, EDTA 1,0 mM,

L-Cisteína 4,0 mM, BSA 0,1 % (p/v) em tampão TRIS-HCI 6,0 mM sendo o pH

ajustado com HCI 0.1 M para 8,0. Os hipocótilos foram separados em 4 porções de

200 g. que eram trituradas com ± 300 ml de meio utilizando-se 4 pulsos de 1

segundo em velocidade mínima, sendo o homogenato obtido filtrado em tela de

nylon com malha de 150 J.1m.A seguir os hipocótilos macerados eram submetidos a

nova trituração, procurando-se manter as proporções iniciais (200 g/ 300 ml do meio

de extração), com 4 pulsos de 1 segundo na velocidade mínima e 1 pulso de 3

segundos na velocidade máxima. O novo homogenato resultante era filtrado na

mesma tela. Os resíduos dos hipocótilos eram então descartados e o homogenato

resultante das triturações era submetido a centrifugação diferencial, conforme o

esquema da figura 6. Todo o processo de obtenção do homogenato foi feito em

baixa temperatura e o pH do mesmo, quando necessáriofoi mantido em tomo de 7

com KOH0,1 M.

O processode centrifugação foi realizado em centrífuga refrigerada marca IEC

modelo B-22 M, à temperatura de 4 "C, A primeira centrifugação foi realizada a

1100xg com rotor IEC CAT-877 por 10 minutos, o precipitado obtido era descartado

e o sobrenadante submetido a nova centifugação a 9500xg, no mesmo rotor, por 20

minutos. O sobrenadante obtido era descartado e o precipitado, onde se encontrava

a fração mitocondrial era ressuspenso em meio de lavagem, contendo Manitol 35

mM, e BSA 0,1 % (p/v) em tampão TRIS-HCI 25 mM, com pH ajustado para 7,2.

Essa ressuspensão era feita com baixo volume de meio de lavagem,

aproximadamente 1 ml, com ajuda de um pincel de cerda macia, de modo suave

para não romper as membranas mitocondriais. Os precipitados ressuspensos eram

transferidos para um único tubo de centrífuga que tinha seu volume completado com

meio de lavagem e submetidos a centrifugação a 900xg com rotor IEC CAT-875 por

10 minutos, sendo o precipitado obtido descartado e o sobrenadante centrifugado no

mesmo rotor a 7500xg por 20 minutos. O precipitado obtido nesta ultima

centrifugação, continha a fração mitocondrial bruta, que seria então purificada. A

purificação da fração mitocondrial era feita em gradiente de Percoll a 28 % formado

em uma solução contendo Sacarose 0,3 M, EDTA 1 mM e BSA 0,1 % (P/V) em

tampão TRIS-HCll0 mM pH 7.2, conforme descrito por JOUVET et aI. (1990).
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A fração mitocondrial, aproximadamente 1,0 ml era colocada sobre o

gradiente de Perco11 a 28% e submetida a centrifugação a 30000xg em rotor IEC

CAT-875 por 45 minutos, resultando uma separação como está esquematizado na

Figura 6. A fração mitocondrial era removida com auxilio de uma pipeta, diluída 10

vezes em meio de lavagem e recentrifugada a 12500xg em roto r IEC CAT-875 por 15

minutos. O precipitado obtido era ressuspenso em aproximadamente 20 ml de meio

de lavagem e submetido a nova centrifugação com 12500xg , no mesmo rotor por 10

minutos, obtendo-se um precipitado que continha as mitocôndrias purificadas. As

mitocôndrias purificadas eram ressuspensas em 0,5 ml de meio de lavagem

(resultando num volume final de ± 1 ml), mantido em gelo durante a realização dos

ensaios.

3 - DETERMINAÇÃO DA PROTEÍNA MITOCONDRIAL

A concentração de proteína mitocondrial foi determinada pelo método do

biureto modificado por GORNALL et al (1949). A modificação consistiu na adição de

colato de sódio, visando a solubilização das proteínas das membranas.

Os reagentes foram adicionados na seguinte sequência: colato de sódio, em

concentração final de 0,25 %. hidróxido de sódio, em concentração final de 8,0 %,

alíquota de 50 J.11 da fração mitocondrial e sulfato de cobre, em concentração final

de 1,0%, em um volume final de 3,0 ml. Após 15 minutos, tempo necessário para

desenvolvimento da coloração característica do biureto, as leituras era feitas em

espectofotômetro marca PHARMACIA BIOTECH, modelo ULTROSPEC 2000, em 540

nm. A leitura da absorbância da amostra foi feita contra um padrão branco composto

dos reagentes supracitados com exceção da alíquota da fração mitocondrial. A

concentração de proteína foi determinada em relação a uma curva padrão de BSA.

Em média partindo-se de 800 9 de hipocótilos eram obtidas de 40 a 60 mg de

proteína mitocondrial/ml.

-

--
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FIGURA 6 - Esquema de extração e purificação das mitocôndrias de hipocótilos
de Vigna unguiculata.

ISOBRENADANTE I
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4 - ENSAIOS POLAROGRÁFICOS

Os ensaios polarográficos, visando medir o consumo de oxigênio pelas

mitocôndrias foram realizados em um oxígrafo marca GILSON, modelo K-CI,

polarizado com 0,8 V, utilizando-se um eletrodo de oxigênio tipo Clar\<acoplado a

uma câmara de reação de volume igual a 1.9 ml. Este eletrodo é constituído por um

catodo de platina e um anodo de prata unidos por uma ponte de KCI2 M isolada do

meio por uma membrana de polietileno, conforme esquema mostrado na figura 7. O

oxigênio atravessa a membrana sofrendo redução na superfície do catodo que se

encontra polarizada; a despolarização resultante desse processo de oxidação do

catodo gera uma corrente que é estequiometricamente relacionada com a

quantidade de oxigênio reduzido. Esta corrente é amplificada e transmitida a um

registrador. A velocidade de difusão do oxigênio através da membrana depende do

gradiente de pressão existente entre a amostra e a superfície do eletrodo, sendo,

assim, uma medida direta da concentração de oxigênio presente no meio. Todos os

ensaios foram realizados a temperatura ambiente (± 25°C). O meio de fosforiJação

consistia de: Manitol 0,35 M, MgCh 6,OmM, KCI 10mM, BSA0,1% e KH2P<4IOmM.O

pH do meio variou de acordo com o tipo e a necessidadedo ensaio e o volume final

da cubeta foi sempre 1,9 ml, sendo a homogeneização garantida por um pequeno

agitador magnético anexado à câmara de reação.

4.1. CÁLCULODO CONSUMODE OXIGÊNIO

A quantidade de oxigênio em uma solução pode ser calculada a partir do seu

coeficiente de solubilidade, que é dependente da temperatura e da composição

eletrolítica.

No presente trabalho, realizado a 25°C, o consumo de oxigênio foi em

presençade manitol, sendo a concentração de O2 dissolvido no meio de fosforilação,

segundo FERNANDESDE MELO(1978), igual a 222 f.LM,portanto a concentração de

oxigênio na câmara de reação era de 421 nmoles/l,9 ml o que equivale a 842

nátomos de oxigênio/l,9 ml.
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canal para adição
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FIGURA 7 - Esquema da cuba de reação e do eletrodo para oxigênio tipo Clark.
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Partindo-se da altura do papel do registrador, 185 mm, determinou-se que

cada milímetro correspondia ao consumo de 2,3 nmoles de O2 ou 4,6 nátomos de

oxigênio, sendo a velocidade de consumo de oxigênio determinada a partir da

seguinte expressão:

v = C x h x t -1 , onde:

v = velocidade de consumo de oxigênio em nmoles de O2• mín" ;

c = 2,3 - constante equivalente ao consumo de oxigênio em nmoles por milímetro

de altura do papel;

h = altura em milímetros percorrida ao longo do papel, variável em função da

origem e integridade da preparação mitocondrial, substrato e vigência ou não de

ADP;

t = 1 minuto, que correspondia a distância horizontal de 12 mm.

4.2 CÁLCULO DO CONTROLE REPlRATÓRIO

O Controle Respiratório foi determinado sempre no pH 7,25 e em ensaios

específicos nos pHs 6,25 e 7,75, utilizando-se como substrato NADH (1.0 mM) e

adições sucessivas de ADP (78 J.lM), e mensurados segundo CHANCE & WILUAMS

(1956) a partir da seguinte expressão:

C.R. = V3 / V4 onde:

c. R. = Controle respiratório (coeficiente);

V3 = velocidade do consumo de oxigênio no estado 3, em presença de substrato e

ADP;

V4 = velocidade do consumo de oxigênio no estado 4, em presença apenas do

substrato.

Na determinação do C.R. foi utilizado o segundo estado 4

-------
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4.3 CÁLCULO DA RELAÇÃOADP 10

A relação ADP/O indica o número de moléculas de ADP acopladas ao consumo

de oxigênio ao longo da cadeia transportadora de elétrons. Segundo CHANCE &

WIlUAMS (1956) o consumo de oxigênio de uma suspensão de mitocôndrias em meio

isotônico aumenta na presença de um substrato e a adição de ADP provoca um aumento

imediato na taxa de utilização de oxigênio. A duração do aumento de taxa de consumo

do oxigênio é dependente da concentração de ADP adicionada meio de reação, sendo

que a quantidade de oxigênio utilizado é proporcional à quantidade de ADP fosforilado a

ATP e pode ser calculada diretamente dos traçados polarográficos.

Partindo-se da premissa de que a preparação mitocondrial esteja integra, essa

relação varia segundo os valores teóricos de 2 ou 3, de acordo com o substrato

oxidado.

A relação ADP/O foi calculada segundo CHANCE & WIllIAMS (1956), através

da seguinte expressão:

ADP 10 = ADP x h -1 X C onde:

ADP = nmoles de ADP adicionados ao meio de reação;

h = altura em milímetros, percorrida ao longo do papel, na vigência do consumo de

ADP e de substrato indicativa do estado 3;

C = 4,6 - constante equivalente ao consumo de oxigênio em nátomos por milímetro

de altura do papel.

4.4 AVAlIAÇÃO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA EXTERNA

A integridade da membrana mitocondrial externa foi avaliada comparando-se

a oxidação de citocromo c pelo ascorbato, em presença de meio isotônico e meio

hipotônico, conforme descrito por NEUBURGERet al (1982), em pH 7,25. O princípio

desta avaliação é que a molécula do citocromo c reduzida pelo ascorbato é oxidada

pela cadeia transportadora de elétrons por ocasião da ruptura da membrana
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mitocondrial externa, que por sua vez é impermeável ao citocromo c O estímulo do

consumo de oxigênio pelo citocromo c reduzido é função do grau de ruptura da

membrana externa, sendo o estímulo máximo obtido sob condições hipotônicas.

Assim, o grau de integridade da membrana externa foi avaliado através da

comparação do consumo de oxigênio entre os dois meios, sendo expresso em

percentagem.

No ensaio em meio isotônico (meio de fosforilação) foram feitas as seguintes

adições: 1 mg de proteína mitocondrial, ascorbato 5 mM, citocromo c 8 mM e KCN 1

mM em um volume final de 1,9 ml,

No ensaio em meio hipotônico inicialmente 1 mg de proteína mitocondrial era

adicionada a 0,9 ml de água milli-Q e a mistura homogeneizada, a alta veJocidade,

por 3 minutos. Em seguida eram adicionados 0,9 ml de meio de fosforilação,

ascorbato 5 mM, citocromo c8 mM e KCN 1 mM, em um volume final de 1,9 ml.

A inibição do consumo de oxigênio pelo KCN, em ambos os meios, demonstra

a participação da citocromo oxidase mitocondrial.

5 - AVAUAÇÃO DA VIA INSENSÍVEL AO CN°

A via insensível ao KCN foi estudada em uma faixa de pH de 5.50 a 8.25 com

intervalos de 0.25, sendo este pH calibrado no meio de reação.

Nos ensaios destinados a estudar o comportamento da via insensível ao KCN,

em estado 4, o substrato utilizado foi NADH (1 mM) em presença e ausênda de DTT

(2.5 mM) sendo adicionado posteriormente 1 mg de proteína mitocondrial. A via

citocrômica era então inibida com adição de KCN (1 mM) ou Antimicina A 4 JlM e o

consumo de O2 observado foi atribuído a respiração insensível ao CN°, sendo esta

inibida pela adição de n-propil gaiato. Nos ensaios para avaliação da via insensível ao

KCN no estado 3, em presença e ausência de DTT 2,5 mM após a adição da proteína

mitocondrial (1 mg) era adicionado ADP 78 mM e em seguida era feita a inibição da

via citocrômica e da respiração insensível ao CN° como descrito anteriormente.
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6 - AVAUAÇÃO DO EFEITO DE PIRUVATO E SUCCINATO

Os ensaios destinados a estudar a modulação (estimulação) da AOX foram

realizados nos pH 6.25, 7.25 e 7.75 utilizando-se como substrato NADH (1 mM) em

presença e ausência de DlT (2.5 mM) tendo sido mensurado o efeito de piruvato nas

seguintes concentrações: 5, 10, 50, 100, 250 e 500 J.1M,e 1, 5, 10, 15, 20 e 25 M.

Para o succinato foram utilizadas as concentrações de: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32,

36 e 40 mM. Essas concentrações foram adicionadas (de forma não acumulativa)

após a inibição da via citocrômica pelo KCN, conforme descrito anteriormente.

7 - DETECÇÃO E AVAUAÇÃO DO ESTADO REDOX DA AOX

O princípio da técnica de immunoblotting é a detecção de proteínas depois da

imobilização delas em membranas com ajuda de anticorpos como marcadores das

enzimas. O método consiste imobilizar as proteínas em uma membrana seguida da

incubação com anticorpos específicos, que são posteriormente marcados com uma

enzima que revelará sua atividade através do uso de técnicas imunoquímicas.

O método implica em 3 etapas: a separação das proteínas por eletroforese em

gel de poliacrilamida; a transferência das proteínas do gel para uma membrana de

nitrocelulose; e a identificação das proteínas com o uso de anticorpos específicos.

Esta avaliação foi conduzida para verificar o estado redox da oxidase

alternativa na ausência e presença de DlT e assegurar que a concentração de DTT

utilizada era suficiente para deixar a AOX na sua forma mais ativa, a forma reduzida.

7.1. ELETROFORESEEM SISTEMA SDS-PAGE

7.1.1. - Preparação das amostras

Duas amostras de proteína mitocondrial (0.5 mg) foram incubadas em 0.95 ml

meio de reação, nos pH 6,25, 7.25 e 7,75, em presença e ausência de DlT (2.5 mM),

em tubos de eppendorf por 10 minutos, seguindo-se uma centrifugação a 10000 rpm
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a 4 °C em centrífuga refrigerada marca ICIBRAS. modelo SPIN VI. O precipitado

obtido foi ressuspensoem 80 III de tampão Tris pH 7,2 e adicionado 20 III do corante

da amostra composto de Azul de BromofenoJ (2 %) e Glicerol (25 %) em tampão

TRIS pH 7,0. Após agitação as amostras eram aquecidas ate 100°C e permaneciam

por 2 minutos nesta temperatura, quando era desligado o aquecimento,

permanecendo por mais 15 minutos sob alta temperatura

7.1.2. - Preparaçãodos géis de poliacrilamida

Os géis de poliacrilamida foram preparados de acordo com método de

U\EMMU (1970) em presençade 50S, conforme o seguinte protocolo:

a) Main gel (12 %):

Tris - HCI 1,5 M, pH 8,8 - 2,5ml

50S 10 % (pjv) - 100 III

bis-acrilamida 30 % - 4 ml

TEMEO - 8,5 III

Persulfato de Amônia 15 % - 85 III

Água milli-Q - 3,3 ml

b) Stacking gel (4 %)

Tris - HCI 1,0 M, pH 6,8 - 0,63 ml

50S 10 % (p/v) - 50 III

bis-acrilamida 30 % - 0,65 ml

TEMEO - 5 III
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Persulfato de Amônia 15 % - 25,.tI

Água millli-Q - 3,7 ml

Este protocolo permitia a confecção de dois géis com as seguintes dimensões:

largura 8,0 cm, altura 6,0 cm e espessura de 1 mm.

7.1.3 - Condições de corrida das eletroforeses

Alíquotas de 20 JlI das amostras, correspondendo a 100 Jlg de proteína

mitocondrial foram aplicadas nos géis de poliacrilamida e submetidas a eletroforese

sob 40 mA por aproximadamente 75 minutos. No mesmo gel foi aplicado uma

solução de marcadores de peso molecular variando de 16 a 90 kOa

7.2. PREPARAÇÃODO IMMUNOBLOmNG

A técnica de immunoblotting consiste na transferência de proteínas de um gel

de poliacrilamida para uma membrana de nitocelulose. O esquema de montagem do

conjunto de transferência é mostrado na Figura 8. No presente caso a transferência

foi realizada para uma membrana de nitrocelulose, marca SIGMA, com poros de 0.2

um em uma cuba de eletrotransferência vertical marca HOEFFER com uma solução

tampão de transferência composta de glicina 39 mM, 50S 0,0375 % (m/v) e metanol

20 % (v/v) em tampão TRIS 48 mM pH 7,2, em um volume final de 1500 ml, sob as

condições de amperagem constante de 200 mA fomecida por uma fonte marca

PHARMACIA BIOTECH, modelo EPS-600. O tempo de transferência foi função do

número de géis que foram transferidos, sendo necessário 2 horas por gel na cuba de

transferência. Todo o processo ocorreu em câmara fria, sendo a agitação do tampão

de transferência realizada por um agitador magnético

Após a transferência as membranas eram imersas numa solução corante de

Ponceau a 0,5% ( 0,5 g do corante de Ponceau, 1,0 ml de ácido acético glacial e 100

ml de água milli-Q q.s.p.) por 10 minutos seguida de lavagem com água destilada
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para remoção do excesso de corante, quando então era visualizada a presença das

proteínas na membranas e marcadas (com caneta esferográfica) a posição dos

marcadores de peso molecular). Em seguida, os géis foram incubados, em geladeira,

por aproximadamente 18 horas, com uma solução tampão de PBS com 2 % de leite

desnatado marca MOUCO (NESTLÉ), para bloquear dos sítios ativos livres da

membrana.

O tampão PBS era constituído por:

NaCl - 40,0 g

KCI - 1,0 g

H20 milli-Q q.s.p. - 500 ml

Essa solução tinha o pH ajustado para 6,5 e era considerada estoque sendo diluída

10 vezes por ocasião de seu uso.

7.3. REVELAÇÃODO IMMUNOBLOmNG

Após a incubação as membranas eram lavadas, 2 vezes por 15 minutos, com

o mesmo tampão acrescido de TWEEN-20 (20% v/v), sob agitação. A membrana

lavada era imersa em tampão PBS contendo o anticorpo monoclonal PM 043 isotipo

Gl, fornecido pela GT Monoclonal Antibodies (Uncoln, USA) específico para AOX

desenvolvido em camundongo, dirigido contra AOX de Sauromatum guttatum,
(denominado anticorpo primário) numa diluição de 1/1000. Esta imersão foi mantida

sob agitação durante 2 horas, em placa de petri, a temperatura ambiente (± 25°C).

SegUiU-se 2 lavagens das membranas, por 15 minutos, com tampão PBS acrescido
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do 1WEEN-20 (20°10 v/v). Em seguida, as membranas eram transferidas para placas

de petri contendo a um anticorpo com peroxidase conjugada (anticorpo secundário)

desenvolvido em ovelha contra imunoglobulina de camundongo (NXH 931 fornecido

pela UFE SCIENCE), ficando sob agitação por 2 horas a mesma temperatura

ambiente. As membranas foram novamente lavadas nas mesmas condições e foram

colocadas em uma solução reveladora, com substrato para peroxidase, composta de

diaminabenzidina (DAB) O,lg/ml e Cloreto de Níquel (NiCIz) 0,4 g;/ml em tampão

TRIS-HCI 100 mM pH 7,2, sendo adicionado 12,5 J.11 de Peróxido de Hidrogênio

(H202) 30 v 5 °10 (v/v) sendo mantidas no escuro à temperatura ambiente (± 25°C),

por aproximadamente 30 minutos, quando então a reação era interrompida com a

lavagem da membrana em água destilada. As membranas eram secas,envolvidas em

filme de PVCe posteriormente fotografadas.



RESULTADOS

1 - CARACTERIZAÇÃOFUNOONALDA FRAÇÃOMITOCONDRIAL

Para avaliação da fração mitocondrial foram considerados os seguintes

parâmetros: a integridade da membrana externa, a relação AOP/O e o controle

respiratório (CR)

1.1- Integridade da Membrana Externa

A Figura 9 mostra uma avaliação da integridade das mitocôndrias purificadas

de hipocótilos de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5. Os traçados polarográficos

revelam o estado de integridade da membrana mitocondrial externa com as

mitocôndrias incubadas em meios isotônico (A) e hipotônico (8) na presença de

Ascorbato 5 mM, Citocromo c 8 mM e KCN 1 mM em pH 7,25. Poc:Ie-seobservar

que as mitocôndrias em meio isotônico (A) ou seja, sem ruptura induzida pela

tonicidade do meio, apresentam um consumo de oxigênio de 13,8 nmoles de ~ . mg

de proteína" . mín", decorrente da redução do citocromo c pelo ascorbato devido a

um certo grau de ruptura da membrana mitocondrial externa, ocasionado pelo

processo isolamento mitocondrial. Já em meio hipotônico (8) onde as mitocôndrias

estariam submetida a um grau máximo de disrupção, o consumo de oxigênio foi de

82,8 nmoles de O2 • mg de proteína" . mín", isto é, 6 vezes mais elevado do que o

observado com as mitocôndrias em meio isotônico. Estes resultados permitem

estimar, conforme está descrito em Material e Métodos, a integridade mitocondrial

que foi de 83,3%. Em todos os ensaios realizados o grau de integridade da

membrana externa foi superior a 80 %

1.2 - RelaçõesADP/O e C.R.

A Figura 10 apresenta o consumo de oxigênio da fração mitocondrial

purificada de hipocótilos de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5 tendo NADHcomo

substrato oxidável seguido de sucessivasadiçõesda ADP, nos pH 6.25 (A), 7.25 (8) e

7.75 (C). Após as adições de ADPforam medidos o consumo de oxigênio nos estados

36
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FIGURA 9 - Consumo de oxigênio dependente de ascorbato e citocromo c de

mitocôndrias, de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivar Vita 5, purificadas em

gradiente de percoll a 28 O/o • Os números ao longo dos traçados referem-se ao

consumo de oxigênio em nmoles de O2• mg de proteína-I. mín', Nota-se que pelo

elevado consumo de O2 pelas mitocôndrias rompidas que a integridade das

mitocôndrias
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FIGURA 10 - Oxidação do NADH por mitocôndrias purificadas de Vigna unguicu/ata

(L.) Walp. nos pHs 6,25 (A), 7,25 (B) e 7,75 (C). Os números ao longo dos traçados

indicam o consumo de oxigênio em nmoles de 02. mg de proteína" . rnín" nos 22 e

32 ciclos de fosforilação.
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3 e 4, e foram determinados os C.R. e as relações ADP/O, como está descrito em

Material e Métodos. As demais preparações escolhidas para serem utilizadas com

outros objetivos apresentavam sempre traçados comparáveis aos da Figura 10,

tomados como padrão. A escolha do NADH como substrato oxidável para os estudos

com as mitocôndrias de hipocótilos de Vigna unguicu/ata (L) Walp cv Vlta 5 , deveu-

se ao fato de ser esse substrato, dentre os previamente testados, o que ocasionava

valores de consumo de oxigênio mais elevados pelas mitocôndrias (Tabela 1). Quatro

ciclos de fosforilação nas mitocôndria puríücadas foram desencadeados pelas adições

sucessivas de ADP, em 3 pHs com NADH como substrato oxidável, sempre

mostrando maior velocidade de consumo de oxigênio na vigência do esta o 3, com

valores comparáveis aos encontrados em mitocôndrias de sorgo por FERNANDES DE

MELO (1978) E POR Bowman et al (1976), citado por FERNANDES DE MELO (1978),

em mitocôndrias de feijão. Para fins de avaliação das relações ADP10 e C.

foram utilizados os valores de consumo de oxigênio, em nmoles de ~ . e

proteína" . rnin", nos estados 3 e 4 durante os 2º e 3º ciclos de fosforilação, o

esses valores apresentados na Tabela 2.

Pode-se observar, na Tabela 2 que as relações ADP/O apresentaram as

diferenças em si, porém, sendo compatíveis com os valores teóricos atrí ,

sistema da desidrogenase do NADH exógeno, encontrado em mitocôndrias eg

Os valores obtidos para os CR, mostrados na mesma Tabela 2, tiveram

variação entre os pH e entre os dois ciclos dentro de um mesmo pH, porém os os

valores obtidos foram compatíveis e comparáveis com os valores existentes a

literatura para oxidação de NADH.

Alguns autores afirmam que o controle do pH, a ruptura celular e o a ' mu o

de compostos danosos são dificuldades apresentadas nos métodos de isolamento da

fração mitocondrial de células vegetais (IKUMA, 1970 E PALMER, 1976), sendo

portanto comum que os valores encontrados para os parâmetros de avaliação da

fração mitocondrial sejam inferiores aos obtidos com frações mitocondriais de células

animais, não indicando, porém, uma baixa qualidade da fração obtida (FERNANDES

DE MELO, 1978). Os resultados obtidos nos ensaios para caracterização da fração

mitocondrial mostraram que as mesmas estavam em conformidade com aquelas



TABELA 1 - Oxidação de diferentes substratos e via cianeto resistente em diferentes pHs em condições controle e de estresse salino

em mitocôndrias de dois cultivares de Vigna unguiculata (L) Walp, Vita 3 eVita 5.

pH 6,25 7,25 7,75

SUBST MAL SUC NADH MAL+GLU SUC NADH MAL+GLU SUC NADH

EST 3 KCN EST 3 KCN EST 3 KCN EST 3 KCN EST 3 KCN EST 3 KCN EST 3 KCN EST 3 KCN EST 3 KCN

VITA3 C 128,6 30,2 134,7 78,3 168,2 18,6 92,3 22,6 144,8 48,2 168.0 10,4 124,8 17,2 131,3 24,2 141,9 7,1

VITA3 E 126,3 32,3 138,9 81,2170,619,2 90,7 21,4 142,7 50,3 170,6 11,3 122,6 19,4 132,7 26,7 146.7 7,9

VITA5 C 131,9 91,7 142,6 85,9 172,0 19,8 93,0 20,7 154,9 53,7 172,5 10,2 119,2 18,9 134,9 25,1 145,2 6,4

VITA5 E 129,2 30,2 132,6 83,2 165,9 18,6 96,4 22,7 148,3 47,9 161,5 10,2 121,2 19,1 137,1 25,8 142,4 6,4

Consumo de oxigênio (nmoles O2 • mg de prot" . mín") da fração mitocondrlal não purificada dos cultivares VITA 3 eVITA 5 em

condição controle (C) e em presença de 100 mM de NaCI (E), durante a oxidação dos substratos: malato 13 mM (MAL), malato 13

mM + glutamato 3 mM (MAL + GLU), succlnato 8 mM (SUC) e NADH 1 mM.

+:-o
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TABELA 2 - Valores dos Controles Respiratório (C.R.) e das relações AOP/O das

frações mitocondriais não purificada de Vigna unguiculata (L.) Walp 0/ Vrt:a 5, em

condição controle, durante os 2º e 3º cidos de fosforilação, em presença de NAOH

lmM e sucessivas adições de AOP 78 mM, nos pHs 6,25 , 7,25 e 7,75

2º Ciclo 3º Ciclo Média ( J.1 )*

pH C.R. AOP/O C.R. AOP/O C.R. ADP/O

6,25 2,5 1,6 3,0 1,8 2,7 1,7

7,25 2,4 1,9 2,0 1,7 2,2 1,8

7,75 2,9 1,7 3,3 1,7 3,1 1,7

* média dos valores do C.R. e das relações AOP/O calculadas a partir dos valores
do 2º e do 3º ciclo de fosforilação em cada pH.
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encontradas na literatura: BONNER, 1967; IKUMA & BONNER, 1967; KOEPPE&

MILLER, 1972. DOUCE et ai. 1973; DAY & WISKICH, 1974; PALMER, 1976 e

FERNANDESDE MELO,1978.

2- VIA CIANEfO RESISTENTEEM MITOCÔNDRIASDE Vigna unguiculata (L.) WALP.

01 VITA 5

DETERMINAÇÃODO CONSUMODE OXIGÊNIORESISTENTEAO CIANEfO

O consumo de oxigênio resistente ao CN-, corresponde à atividade da via

alternativa de transporte de elétrons, resulta da agregação de KCN, reconhecido

inibidor da via citocrômica. Esse consumo de oxigênio foi medido em ausência e

presença de ADP 78 mM e foi posteriormente inibido pela adição de n-propil gaiato

ao meio. A Figura 10 mostra a via cianeto resistente nos 3 pHs bem como sua

inibição por n-propil gaiato.

3 - DEANIÇÃO DO MODELO EXPERIMENTALDE ESTUDO DA RESPIRAÇÃO

RESISTENTEAO CIANEfO

Visando determinar as melhores condições para pôr em evidênda a atividade

da oxidase alternativa dos dois cultivares de Vigna unguiculata (L.) Walp. com

diferentes susceptibilidade ao estresse salino, foram realizados ensaios onde os

cultivares Vita 3 e Vita 5 foram avaliados em 3 pHs diferentes (6,25 , 7,52 e 7,75)

com 4 diferentes substratos (malato (pH 6,25), malato + glutamato (pHs 7,25 e

7,75), succinato e NADH nas condições controle e de estresse (100 mM).

Os resultados expressos na Tabela 1, mostraram não existir diferenças

marcantes no consumo de oxigênio, de mitocôndrias não puríücadas dos cultivares

Vita 3 eVita 5 de Vigna unguiculata (L.) Walp., entre os 2 cultivares independente do

tratamento aplicado e do substrato oxidável. Dentre os substratos, NADH foi o que

ocasionou um maior consumo de oxigênio, independentemente do pH. O consumo

de oxigênio resistente ao CN- mostrou-se não depender do cultivar nem do

-- --
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tratamento, mas pareceu estar diretamente ligado ao substrato oxidável e ao pH. No

pH 6,25 foram observados os maiores valores de consumo de oxigênio para os 3

substratos seguido dos pH 7,25 e 7,85. O succinato e o NADH foram os substratos

que ocasionaram os maiores e menores valores de consumo de oxigênio resistente

ao CN- respectivamente. Essesresultados indicaram que a atividade da via resistente

ao CN- parece não estar relacionada com o estresse salino, porém ser diretamente

influenciada pelo pH. A grande diferença, de consumo de oxigênio por esta via,

relacionada aos substratos succinato e NADH, talvez estivesse associada ao

metabolismo do primeiro, que além de servir como substrato poderia estar agindo

como efetor positivo da atividade da oxidase alternativa (WAGNER et al, 1995 e

MILLAR et al, 1996). Diante disso os efeitos do pH sobre a via resistente ao CN- e

sua estimulação por piruvato foram estudados tendo como substrato oxidável o

NADH, que embora apresentassemenores níveis de atividade da oxidase alternativa,

seguramente não estava envolvido na modulação de sua atividade. O cultivar Vita 5

em condição controle, por apresentar os maiores valores de consumo de oxigênio

quando o NADH era utilizado como substrato oxidável, foi escolhido para a

elaboração do modelo experimental.

4 - DETECÇÃODAAOX E DESEUSESTADOSREDOX

A detecção da oxidase alternativa (AOX) e da alteração de seu estado redox

provocada pela adição de DTT, foi realizada através de "immunoblotting" (ver

Material e Métodos) visando: (1) detectar a presença da enzima na preparação

mitocondrial e (2) o seu estado redox, na ausência de substrato oxidável exógeno. A

Figura 11 mostra que, em condição nativa (- DTT), a AOX encontrava-se quase que

totalmente, na sua forma oxidada (monômero com 35 kDa), nos pHs 6,25 , 7,25 e

7,75. Paraassegurar que os ensaioscom a oxidase alternativa fossem realizados com

a enzima na sua forma mais ativa (reduzida) foi utilizado DTT 2,5 mM, concentração

que se mostrou suficiente para manter todo o "pool" da oxidase alternativa na sua

forma reduzida (dímero com 70 kDa), nos 3 pH testados, o que pode ser visto na

mesma figura (+ DTT).
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pH 7,25 pH 7,75

Reduzida

pH 6,25

- DTT + DTT - DTT + DTT - DTT +DTT

Oxidada

FIGURA 11 - Detecção, através de "immunoblotting", da oxidase alternativa de

mitocôndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, e de seu estado

redox em diferentes pHs em ausência e presença de DTT. Mitocôndrias: 100 Ilg, DTT

2,5 mM. As demais condições estão descritas em MATERIAL E MÉTODOS.
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5 - FUNCIONAMENTO DA VIA ALTERNATIVA DE CONSUMO DE OXIGÊNIO

INSENSÍVELAO CIANETO

A determinação do consumo de oxigênio pela via alternativa, catalisada pela

AOX foi realizada polarograficamente nos estados 3 e 4 com NADH 1 mM como

substrato oxidável, em presença e ausência de DTT 2,5 mM utilizando-se como

inibidores da via citocrômica KCN e Antimicina A (valores de consumo oxigênio

apresentados na Tabela 3). A análise destes resultados mostrou que o consumo de

oxigênio da via resistente ao CN- sempre foi mais elevado em presença de DTT,

provavelmente por que o DTT aumentou a quantidade da forma reduzida (ativa) da

oxidase alternativa. As Figuras 12 e 13 apresentam um exemplo da medida

polarográfica de consumo de oxigênio insensívelao KCN(Figura 12) e a Antimicina A

(Figura 13) nos pHs 6,25 , 7,25 e 7,75. A Figura 14 evidencia, através de

"immunoblotting" a presença da AOX quando a preparação mitocondrial foi

previamente incubada com NADH 1 mM, ADP 78 mM e KCN 1 mM, em 3 diferentes

pHs, em presença e ausência de DTT, onde uma maior quantidade da forma

reduzida da oxidase alternativa é revelada em presença de DTT.

6 - INFLUÊNCIA DO pH SOBRE O CONSUMODE OXIGÊNIO RESISTENTEAO

CIANETO

Com o objetivo de determinar o efeito do pH sobre comportamento do

consumo de oxigênio resistente ao CN-, foi feita uma curva em que o pH foi

aumentado de 0,25 unidades, partindo-se do pH 5,75 até 8,25. A Figura 15, mostra a

curva obtida e pode-se observar que o consumo de oxigênio resistente ao CN- foi

maior em pH ácido, atingindo um máximo no pH 6,25, decrescendo com a

alcalinização do meio. Os resultados da curva confirmaram aqueles obtidos

anteriormente quando se trabalhava com 3 valores de pH, isto é 6,25 , 7,25 e 7,75

(Figuras 10 e 12, Tabelas 1 e 2) e vê-se que o ótimo de consumo de oxigênio foi

obtido no pH 6,25, cerca de 2 vezes o consumo de oxigênio no pH 7,25 e 3 vezes o

consumo no pH 7,75.

---~



Tabela 3 - Consumo de oxigênio insensível ao KCN e a Antimicina A (nmoles de O2 • mg de prot" . rnln") de mitocôndrias

purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5, em diferentes pHs, nas condições de estado 4 e estado 3 em ausência e

presençade DTT 2,5 mM, durante a oxidação de NADH 1 mM.

pH 6,25 7,25 7,75

Consumo de Oxigênio EST4 EST3 EST4 EST3 EST4 EST3
(nmoles de O2, mg de

proteína" , min") -DTT +DTT -DTT +DTT -DTT +DTT -DTT +DTT -DTT +DTT -DTT +DTT

TOTAL 156 168 173 182 175 174 173 185 180 187 145 176

Insensível a KCN 78 81 11 32 25 37 5 16 14 13 5 13

Insensível a Antimicina A 76 81 9 29 21 29 5 14 12 14 4 13

Os valores representam médias de, no mínimo, 3 repetições.

~
0\
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pH 6.25 pH 7.25 pH 7.75

MIT
-.r-_-:-....:If 1 mg

DTT
2,5~

MIT
• • 1e1 mg

NADH DTT
1 mM 2,5 mM

0:2
sonnoles

187

-1min

FIGURA12 - Determinação do consumo de oxigênio resistente ao CN- nos pHs 6,25,

7,25 e 7,75, em mitocôndrias puríãcadas de Vigna unguiculata (L.) Walp 01 Vita 5,

com NADH 1 mM como substrato oxidável em presença de DTT 2,5 mM. A via

citocrômica foi inibida com KCN 1 mM. A via cianeto resistente foi inibida com n-

propil gaiato 0,1 mM. Os números ao longo dos traçados indicam o consumo de

oxigênio em nmoles de O2• mg de proteína" . mm",

- - --
----
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pH 6,25 pH 7,25 pH 7,75

~
sorvnoles

~ __ -.l1t MIT
+ .• 1mg

NAOH DTT
1 n#II 2,5 rnM

3

196194

-1min

FIGURA 13 - Determinação do consumo de oxigênio resistente à Antimicina A, nos

pHs 6,25 , 7,25 e 7,75, em mitocôndrias purificadas de Vigna unguículata (L.) Walp.

01 Vita 5, com NADH 1 mM como substrato oxidável em presença de DTT 2,5 mM. A

via citocrômica foi inibida com Antimicina A (AA) 4 J.lM.O consumo de oxigênio

resistente a Antimicina A foi inibido com n-propil gaiato 0,1 mM. Os números ao

longo dos traçados indicam o consumo de oxigênio em nmoles de O2 • mg de

proteína" . mín".

- -- -
- -
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reduzida

pH 7,25pH 6,25 pH 7,75

- DTT +DTT -DTT + DTT - DTT +DTT

oxidada

FIGURA 14 - Detecção, através de "immunoblotting", da oxidase alternativa de

mitocôndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, e de seu estado

redox, com NADH 1 mM, como substrato oxidável, ADP 78 mM e KCN 1 mM, em

presença e ausência de DTT 2,5 mM, em diferentes pHs,. Proteínas mitocondriais:

100 f.lg. As demais condições estão descritas em MATERIAL E MÉTODOS.



o I I I I I I I I I I I
o 5,75 6 6,25 6,5 6,75 7 7,25 7,5 7,75 8 8,25

pH
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FIGURA 15 - Efeito do pH sobre o consumo de oxigênio resistente ao CN- em

mitocôndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp 01 Vita 5. O consumo de

oxigênio (nmoles de O2• mg de proteína" . rnín") foi mensurado no meio de reação

com diferentes valores de pHs, com 1 mg de proteína mitocondrial em presença de

NADH 1 mM, DTT 2,5 mM e KCN1 mM.
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7 - EFEITO DE PIRUVATO E SUCCINATO SOBRE O CONSUMO DE OXIGÊNIO

RESISTENTEAO CIANETO.

Um possívelefeito modulador do piruvato e do succinato sobre o consumo de

oxigênio ao KCN, de mitocôndrias purificada de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita

5, foi estudado com NADH 1 mM como substrato oxidável, ADP 78 mM e KCN 1 mM,

em presença e ausência de DTT 2,5 mM nos pHs 6,25, 7,25 e 7,75.

A Figura 16 mostra o efeito de diferentes concentrações de piruvato sobre o

consumo de oxigênio resistente ao CN-em presença de DTT. No pH 6,25 houve um

estimulo crescente, no consumo de oxigênio resistente ao CN-, a partir de uma

concentração de 0,005 mM até 0,5 mM, onde se registrou um estímulo máximo, que

decrescia a seguir. No pH 7,25 o consumo de oxigênio resistente ao CN- só se

mostrou estimulado pelo piruvato a partir de uma concentração de 0,01 mM sendo

esse estímulo crescente até uma concentração de 10 mM e permanecendo constante

para valores de concentração de piruvato superiores a 10 mM. Já no pH 7,75 a

estimulação do consumo de oxigênio resistente ao CN- pelo piruvato só ocorreu a

partir de uma concentração igual a 0,05 mM, sendo esse estímulo crescente até uma

concentração de piruvato da ordem de 20 mM, mantendo-se constante a partir dessa

concentração.

A Figura 17 mostra o efeito de diferentes concentrações de piruvato sobre o

consumo de oxigênio resistente ao CN-, de mitocôndrias purificada de Vigna

unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5, em ausência de DTT. No pH 6,25 o piruvato induziu

um estimulo crescente no consumo de oxigênio resistente ao CN- a partir de uma

concentração de 0,005 mM até 0,5 mM, a partir da qual permanecia estável até uma

concentração da ordem de 5 mM decrescendo com concentrações de piruvato

superiores a 5 mM. No pH 7,25 o consumo de oxigênio resistente ao CN- só se

mostrou estimulado pelo piruvato a partir de uma concentração de 0,5 mM sendo
esse estímulo crescente até uma concentração de 15 mM e permanecendo constante

para valores de concentração de piruvato superiores a 15 mM. Já no pH 7,75 a

estimulação do consumo de oxigênio resistente ao CN- pelo piruvato só ocorreu a

partir de uma concentração igual a 1 mM, sendo esse estímulo crescente até uma

concentração de piruvato da ordem de 20 mM.
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FIGURA 16 - Efeito de diferentes concentrações de piruvato sobre o consumo de

oxigênio (nmoles de O2 • mg de proteína" . mín") resistente ao CN-, em presença de

DTT, em mitocôndrias purítícadas de Vigna unguiculata (L) Walp cv VIta 5, em meio

de reação com diferentes pHs (-e- 6,25; -.-7,25 e -A- 7,75)e com 1mg de

proteína mitocondrial em presença de NADH 1 mM, ADP 78 mM, DTT 2,5mM e KCN

1mM.
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FIGURA 17 - Efeito de diferentes concentrações de piruvato sobre o consumo de

oxigênio (nmoles de O2 • mg de proteína" . min) resistente ao CN", em ausência de

DTT , em mitocôndrias purificadas de Vigna unguiculata (L) Walp 01 Vita 5, em meio

de reação com diferentes pHs (-e- 6,25;-.-7,25 e -~- 7,75)e com 1 mg de

proteína mitocondrial em presença de NADH 1 mM, ADP 78 mM e KCN 1mM.
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A comparação dos efeitos de diferentes concentrações de piruvato, em

presença e ausência de DTT, sobre o consumo de oxigênio resistente ao CN-, de

mitocôndrias purificadas de Vígna unguículata (L.) Walp. cv Vita 5, permitiu observar-

se que: (a) a respiração resistente ao CN- apresentou valores mais elevados em

presençade DTT 2,5 mM, (b) na presença de DTT 2,5 mM o piruvato apresentou um

efeito estimulatório em concentrações inferiores àquelas necessárias para a

estimulação na ausência de DTT, e; (c) o efeito estimulatório das diferentes

concentrações do piruvato esteve diretamente relacionado com o pH, sendo

necessáriasmaiores concentrações, para se atingir um máximo de estímulo, com a

elevaçãodo pH (Figuras 16 e 17).

Na figura 18 mostram-se os resultados obtidos com diferentes concentrações

de succinato sobre a respiração resistente ao CN-, de mitocôndrias purificadas de

Vigna unguículata (L.) Walp. cv Vita 5, em presença de DTT 2,5 mM No pH 6,25 o

succinato apresentou uma estimulação crescente, no consumo de oxigênio resistente

ao CN-,a partir de uma concentração de 0,5 mM até 5 mM, onde se registrava um

máximo estímulo, que decrescia em presença de concentrações superiores a 5 mM

de succinato. No pH 7,25 o consumo de oxigênio resistente ao CN- só se mostrou

estimulado pelo succinato, a partir de uma concentração de 1 mM sendo esse

estímulo crescente até uma concentração de 8 mM decrescendo com valores

superiores a essa concentração de succinato. No pH 7,75 a estimulação do consumo

de oxigênio resistente ao CN- pelo succinato só foi observada a partir de uma

concentração de 5 mM, sendo esse estímulo crescente até a concentração de 16

mM, decrescendo com concentrações de succinato superiores a esse valor. Observa-

se ainda que, os máximos valores de estimulação no consumo de oxigênio resistente

ao CN-nos 3 pHs apresentaram-se muito próximos

A Figura 19 mostra o efeito de diferentes concentrações de succinato sobre o

consumo de oxigênio resistente ao CN-, de mitocôndrias purificada de Vigna

unguículata (L.) Walp. cv Vita 5, em ausência de DTT. No pH 6,25 o succinato

apresentou um estimulo crescente, no consumo de oxigênio resistente ao CN-, a

partir de uma concentração de 4 mM até 8 mM, onde se registrava um estímulo

máximo, que permanecia constante até a concentração de 12 mM e decrescia em

- - ----------------- - - - - ---
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presença de concentrações superiores a 12 mM de succinato, chegando a provocar

uma inibição no consumo de oxigênio resistente ao CN-. No pH 7,25 o consumo de

oxigênio resistente ao CN- mostrou-se estimulado pelo succinato a partir de uma

concentração de 4 mM sendo esse estímulo crescente até uma concentração de 20

mM, permanecendo constante até a concentração de 28 mM, a partir da qual

observava-se um decréscimo no estímulo do consumo de oxigênio resistente ao CN-

produzido pelo succinato. No pH 7,75 a estimulação do consumo de oxigênio

resistente ao CN- pelo succinato só ocorreu a partir de uma concentração igual a 4

mM, sendo esse estímulo crescente até uma concentração de succinato da ordem de

24 mM, mantendo-se constante até a concentração de 32 mM, decrescendo com o

aumento da concentração de succinato. (Figuras 18 e 19).

A comparação dos efeitos de diferentes concentrações de succinato, em

presença e ausência de DTT, sobre o consumo de oxigênio resistente ao CN-, de

mitocôndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp. ()J Vita 5, permitiu observar-

se que: (a) a respiração resistente ao CN- apresentou valores mais elevados em

presença de DTT 2,5 mM; (b) na presença de DTT 2,5 mM o succinato apresentou

um efeito estimulatório em concentrações inferiores àquelas necessárias para a

estimulação na ausência de DTT, exceção feita ao pH 7,75 onde o estímulo ao

consumo de oxigênio pelo succinato foi observado em uma concentração de 4 mM,

na ausência de DTT enquanto foi necessáriauma concentração de succinato igual a

5 mM, em presença de DTT, para que fosse observado estímulo no consumo de

oxigênio resistente ao CN-e; (c) o efeito estimulatório das diferentes concentrações

do succinato esteve diretamente relacionado com o pH, sendo necessáriasmaiores

concentrações, para se atingir um máximo de estímulo, com a elevaçãodo pH.

Na comparação dos resultados dos efeitos de diferentes concentrações de

piruvato e succinato, em presença e ausência de DTT, sobre a respiração resistente

ao CN-, em mitocôndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp. ()J Vita 5,

observa-se que esses «-cetoáddos apresentaram efeitos semelhantes, diferindo

apenas na concentração necessária para induzir estímulo no consumo de oxigênio

resistente ao CN-,sendo sempre necessáriouma concentração muito mais elevada de

succinato para se obter o mesmo estímulo alcançado por uma dada concentração de
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FIGURA 18 - Efeito de diferentes concentrações de succinato sobre o consumo de

oxigênio (nmoles de O2 • mg de proteína" . rnín") resistente ao CN-, em presença de

DTr, em mitocôndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, em meio

de reação com diferentes pHs (-e- 6,25; -.-7,25 e -L\- 7,75) e com 1 mg de

proteína mitocondrial em presença de NADH 1 mM, ADP 78 mM, DTr 2,5 mM e KCN

lmM.
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FIGURA 19 - Efeito de diferentes concentrações de succinato sobre o consumo de

oxigênio (nmoles de ~ . mg de proteína" . mín") resistente ao CN-, em ausência de

DTT, em mitocôndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, em meio

de reação com diferentes pHs (-e- 6,25;-.-7,25 e -A- 7,75)e com 1 mg de

proteína mitocondrial em presença de NADH 1 mM, ADP 78 mM, e KCN lmM.

------
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piruvato. Essesresultados sugerem efeitos diferentes para succinato e piruvato sobre

a oxidase alternativa.

A Figura 20 põe em evidência o incremento do consumo de oxigênio

resistente ao CN-,de mitocôndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp. 01 Vita

5, em presença de NADH 1 mM como substrato oxidável e DTT 2,5 mM induzido por

diferentes concentrações, de piruvato nos 3 pHs. O incremento representa a

diferença entre o consumo de oxigênio resistente ao CN-medida com e sem piruvato.

Observa-se que os maiores estímulos foram obtidos no pH 7,25 seguido dos pHs

6,25 e 7,75, sendo que os valores encontrados no pH 7,75 foram, no mínimo 5 vezes

menores que os encontrados nos outro 2 pHs.

Com a finalidade de melhor explorar o efeito do pH sobre a estimulação do

consumo de oxigênio resistente ao CN-, em presença de ADP, pelo piruvato os

resultados foram expressos em: valores absolutos do consumo de oxigênio resistente

ao CN-estimulado por diferentes concentrações de piruvato (nmoles de O2 • mg de

proteína". rnín"): em incrementos obtidos, ou seja a diferença de consumo de

oxigênio resistente ao CN- medida com e sem piruvato (nmoles de O2 • mg de

proteína" . rnín") e, em valores relativos (%) desses incrementos sobre a respiração

CN-, ou seja, o valor percentual que os incrementos obtidos, com as diferentes

concentrações de piruvato, representavam sobre o consumo de oxigênio resistente

ao CN-antes da adição dessasconcentraçõesde piruvato.

A Figura 21 mostra no pH 6,25, o efeito de concentrações de piruvato sobre o

consumo de oxigênio resistente ao CN-,em valores absolutos (nmoles de O2 • mg de

proteína" . rnín"), os incrementos obtidos (nmoles de O2 • mg de proteína" . mín")
e o valor percentual desses incrementos, podendo-se observar que o piruvato

promoveu o maior incremento (16,8 nmoles de O2 • mg de proteína" . mín") com

uma concentração de 0,5 mM e que esse incremento correspondeu a um acréscimo,

em termos percentuais de 53 % no consumo de oxigênio. Na Figura 22 onde o

efeito de concentrações de piruvato sobre o consumo de oxigênio resistente ao CN-,

no pH 7,25, é mostrado da mesma forma que na Figura 21, nota-se que o maior

estímulo do consumo de oxigênio resistente ao CN- foi alcançado com 10 mM de

piruvato e que essa concentração promovia, em termos percentuais, um acréscimo
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superior aos 160% ao consumo de oxigênio resistente ao CN-. Da mesma forma que

a figura anterior o efeito de concentrações de piruvato no pH 7,75 é mostrado na

Figura 23, observando-se que o máximo incremento no consumo de oxigênio

resistente ao CN- foi obtido com uma concentração de 20 mM de piruvato

(aproximadamente 40 nmoles de O2 , mg de proteína" . rnín") o que representou um

acréscimo superior a 250 % no consumo de oxigênio resistente ao CN-

o efeito de uma única concentração de piruvato (0,5 mM) sobre o consumo

de oxigênio resistente ao CN-, em mitocôndrias purificadas de Vigna unguicu/ata (L.)

Walp. cv Vita 5, em presença de NADH 1 mM como substrato oxidável, DTT 2,5 mM

e KCN 1 mM, foi estudado em uma faixa de pH, aumentada de 0,25, unidades,

iniciando-se no pH 6,0 até 8,25. Esses resultados são apresentados na Figura 24,

onde encontramos as curvas do consumo de oxigênio resistente ao CN- (nmoles de

O2 • mg de proteína" . rnín"), dos valores absolutos (ver descrição anterior) do efeito

de 0,5 mM de piruvato sobre o consumo de oxigênio resistente ao CN- (nmoles de O2

. mg de proteína" . mín") e dos incrementos no consumo de oxigênio resistente ao

CN- (ver definição anterior) resultantes da adição de piruvato 0,5 mM, em nmoles de

O2 • mg de proteína" . rnín" e em termos percentuais (ver descrição anterior). Pode-

se observar, na Figura 24, que a curva de valores absolutos do efeito de 0,5 mM de

piruvato sobre o consumo de oxigênio resistente ao CN- tem o mesmo perfil que a

curva de consumo de oxigênio resistente ao CN-. Nota-se também que o incremento

no consumo de oxigênio resistente ao CN- (nmoles de O2 • mg de proteína" . rnín")

provocado por 0,5 mM de piruvato, foi crescente do pH 6,0 até o pH 6,5 , a partir do

qual decresceu suavemente até o pH 7,5 e mostrou um decréscimo mais acentuado

a partir desse pH, enquanto que em termos percentuais esse mesmo incremento

mostrou-se crescente até o pH 7,5, decrescendo a partir desse ponto, porém com

valores superiores aos encontrados nos pHs mais ácidos.

8 - EFEITO DA REVERSÃO DO pH DO MEIO SOBRE O CONSUMO DE OXIGÊNIO

RESISTENTE AO CIANETO.

O efeito da reversão do pH do meio sobre o consumo de oxigênio resistente
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piruvato.
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AGURA 21 - Efeito de diferentes concentrações de piruvato sobre o consumo de

oxigênio resistente ao CN-, em presença de ADP e em pH 6,25. Mitocôndrias: 1 mg

de proteína, NADH 1 mM, DTT 2,5 mM, ADP 78 mM e KCN 1mM. -e- Consumo

de oxigênio (nmoles de O2 • mg de proteína" . mín"): -.- Incremento do consumo

de oxigênio (nmoles de O2 • mg de proteína" . rnín") e, -~- Incremento do

consumo de oxigênio em %.
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FIGURA 22 - Efeito de diferentes concentrações de piruvato sobre o consumo de

oxigênio resistente ao CN-, em presença de ADP e em pH 7,25. Mitocôndrias: 1 mg

de proteína, NADH 1 mM, DTT 2,5 mM, ADP 78 mM e KCN lmM. -e- Consumo de

oxigênio (nmoles de O2 • mg de proteína" . mín"): -.- Incremento do consumo de

oxigênio (nmoles de O2 • mg de proteína" . mín") e, -~- Incremento do consumo

de oxigênio em %.
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FIGURA 23 - Efeito de diferentes concentrações piruvato sobre o consumo de

oxigênio resistente ao CN-, em presença de ADP e em pH 7,75. Mitocôndrias: 1 mg

de proteína, NADH 1 mM, DTT 2,5 mM, ADP 78 mM e KCN lmM. -e- Consumo

de oxigênio (nmoles de O2 • mg de proteína". mín"): -.- Incremento do consumo

de oxigênio (nmoles de O2 • mg de proteína", mín") e, -~- Incremento do

consumo de oxigênio em %.

300

250
-:=
~-: 20011I.s e~ .-- =e ~.. ECIo
~ ~
:150 ••y
E

.s
N ~

'C
O ~~ o
'C 100ee~
Q
E=

50

- - - ----~~-

° + -f -1- I- + -t -° 0,005 0,01 0,05 0,1 0,5 1 S 10 IS 20 2S
Piruvato (mM)



25

O +--+ ....•~t--+--+--+--.::::::::::~:!.1
O 6 6,25 6,5 6,75 7 7,25 7,5 7,75 8 8,25

pH

350

325

300

275

-:'= 225
=i 200e=-Q.O 175
E
...; 150
o
.; 125

~
Q 100e= 75

50

64

AGURA 24 - Efeito do pH sobre a estimulação do consumo de oxigênio resistente ao

CN- pelo piruvato 0,5 mM. Mitocôndrias: 1 mg, NADH 1 mM, DTT 2,5 mM e KCN

lmM. -+- Consumo de oxigênio resistente ao CN- (nmoles de ~ . mg de

proteína" . rnín"): -.- Consumo de oxigênio resistente ao CN-em presença de

piruvato 0,5 mM (nmoles de O2 • mg de proteína" . mín"): -0- Incremento no

consumo de oxigênio resistente ao CN- provocado por piruvato 0,5 mM (nmoles de

O2 • mg de proteína" . mín") ei -0- Incremento no consumo de oxigênio

resistente ao CN-provocado por piruvato 0,5 mM em %.

=------------ - --- - ---



ao CN- e sua estimulação pelo piruvato, foi estudado alterando-se o pH do meio

quando este apresentava apenas o consumo de oxigênio resistente ao CN-. O pH

7,75 era acidificado até 6,25, com 25 ul, de HCI 0,5 M enquanto o pH 6,25 era

alcalinizado até 7,75, com 25 ul, de KOH 0,5 M. A Figura 25, mostra o efeito dessa

reversão de pH sobre o consumo de oxigênio resistente ao CN- onde se pode

observar que a acidificaçãodo meio provocou uma elevação do consumo de oxigênio

resistente ao CN-da ordem de 60 O/o. Com a posterior adição de 0,5 mM de piruvato

houve um incremento nesseconsumo de 62,5 %. Quando da alcalinizaçãodo meio

houve um decréscimodo consumo de oxigênio resistente ao CN-da ordem de 60 %,

e com a posterior adição de 0,5 mM de piruvato esse consumo foi incrementado em

125 %.

O efeito da reversão do pH sobre o consumo de oxigênio resistente ao CN-,

também foi estudado revertendo-se o pH, como foi descrito anteriormente, antes e

depois da adição de 0,5 mM de piruvato ao meio. O gráfico mostrado na Figura 26,

permite observar que o efeito do piruvato sobre o consumo de oxigênio resistente ao

CN-mostrou-se o mesmo, isto é, independente do momento de reversão do pH.

9 - EFEITODA UNIFORMIZAÇÃODO pH DO MEIO E DO pH MITOCONDRIALSOBRE

O CONSUMODEOXIGÊNIORESISTENTEAO CIANETO.

Com a finalidade de verificar o efeito do pH sobre o consumo de oxigênio

resistente ao CN-quando o pH mitocondrial era idêntico ao pH do meio externo as

mitocôndrias foram incubadas em 3 pHs com NADH 1mM e DTT 2,5 mM1 em

ausênciae presençade nigericina. A nigerigina é um composto ionóforo que desfaz o

~pH entre o meio externo e a matriz mitocondrial, permitindo a entrada de íons H+e

a saída de íons K+ em um processo do tipo "antíport", A Figura 27 mostra os

consumos de oxigênio, total e resistente ao CN-(observado após a adição de KCN 1

mM), na ausência e presença de nigericina 100 ngjmg de proteína, nos pHs 6,25 ,

7,25 e 7,75. Pode-seobservar que, com exceção do pH 6,25, o consumo de oxigênio

total foi sempre maior na ausência de nigericina, entretanto o consumo de oxigênio

resistente ao CN-,em nmoles de O2• mg de proteína" . rnín", foi menor na presença

65
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pH 7,75 pH 6,25

MIT" NAOH" 108
1 mg 1 mM DTT~

2,5mM

ICCN
1 rrI4-+

HCI 0,5 M~
25,1"

(pH 6,25) ICOHO,5 M~
251'1

(pH 7,15)

FIGURA 25 - Efeito da reversão do pH do meio sobre o consumo de oxigênio

resistente ao CN-e sua estimulação por piruvato 0,5 mM. Mitocôndrias: 1 mg, NAOH

1 mM e OOT 2,5 mM. A via citocrômica foi inibida com KCN1 mM e a reversão de

pH foi realizada com HCI 0,5 M ou KOH 0,5M. Os números ao longo dos traçados

indicam o consumo de oxigênio em nmoles de O2 • mg de proteína-I. rnín".

- --~- ---
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FIGURA 26 - Efeito da reversão do pH sobre o consumo de oxigênio resistente ao

CN- e sua estimulação por piruvato 0,5 mM.• - NADH 1 mM + DTT 2,5 mM;

- NADH 1 mM + DTT 2,5 mM +KCN 1 mM (antes da reversão do pH); • - NADH

1 mM + DTT 2,5 mM + KCN 1 mM (após reversão do pH); • - NADH 1 mM +
DTT 2,5 mM + KCN 1 mM + PIR 0,5 mM (após reversão do pH); • - NADH 1 mM

+ DTT 2,5 mM + KCN 1 mM + PIR 0,5 mM (antes da reversão do pH); + -Adição

de 25 IlL de KOH 0,5 Me + -Adição de 2S IlL de HCI 0,5 M.
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FIGURA 27 - Efeito de nigericina sobre o consumo de oxigênio resistente ao CN-, em

mitocôndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, em diferentes pHs.

• - NADH 1 mM + DTT 2,5 Mm; • - NADH 1 mM + DTT 2,5 mM + KCN 1 mM;

• - NADH 1 Mm + DTT 2,5 mM + NIG 100 ng/mg de proteína e

DTT 2,5 mM + NIG 100 ng/mg de proteína + KCN 1 mM.

- NADH lmM +

---
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de nigericina em todos os pHs, porém em termos percentuaís em relação ao
consumode oxigênio total, não foi verificada diferença entre a presença e ausência

de nigericina(Tabela 4).

-- ------- - - -- - --- -
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TABELA 4 - Efeito do pH sobre o consumo de oxigênio resistente ao CN-, em

mitocôndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp 01 Vita 5. Influência da

nigericina. A atividade do consumo de oxigênio resistente ao CN-foi mensurada em

presença de KCN 1mM com e sem 100 ng de nigericina (mg de proteína

rnítocondríat)". Os valores percentuais foram calculados em relação ao consumo de

O2 em presença de NADH 1 mM, DTT 2,5 mM e ADP 78mM.

pH 6,25 pH 7,25 pH 7,75

Nigericina + + +

% de respiração resistente ao CN- 53 46 13 14 7 7

- --- -- --- ---~



DISCUSSÃO

Um dos principais problemas no estudo das mitocôndrias de plantas é a

dificuldade de obtenção de preparações onde as mitocôndrias mantenham suas

características morfológicas e bioquímicas próprias após o processo de isolamento. É

largamente sabido que o tecido de origem vegetal ao ser homogeneizado para o

isolamento das mitocôndrias, libera no meio de preparação produtos secundários, na

sua maioria armazenados nos vacúolos, que provocam um considerável efeito sobre

a integridade e o funcionamento mitocondriais, dependendo do tecido e da

metodologia empregada no isolamento (DOUCE,1985) Alguns autores afirmam que

a variação do pH, a ruptura celular e o acúmulo de compostos danosos são

dificuldades apresentadas nos métodos de isolamento da fração mitocondrial de

células vegetais (IKUMA, 1970 e PALMER, 1976), sendo muito dmdl, se não

impossível, que a preparação apresente 100% das mitocôndrias intactas e

plenamente funcionais (DOUCE, 1985). O método empregado no isolamento da

fração mitocondrial, conforme descrito em Material e Métodos, mostrou-se contudo

eficiente o que pode ser comprovado com o rendimento em proteína mitocondrial,

com a qualidade da preparação, avaliada pela integridade da membrana mitocondrial

externa (Figura 9) e o grau acoplamento do transporte de elétrons com o processo

de fosforilação e os valores dos controles respiratórios (Figura 10 e Tabela 2). De

acordo com FERNANDESDE MELO(1978), é comum que os valores dos parâmetros

de avaliação da preparação mitocondrial de células vegetais sejam inferiores aos

obtidos com preparações de células animais, não indicando, porém uma baixa

qualidade da fração obtida. A integridade mitocondrial, avaliada pela permeabilidade

da membrana ao citocromo C, obtida nas preparações esteve sempre acima de 80%,

e as relações ADP/O, mostradas na Tabela 2. foram compatíveis com aquelas

apresentadas para tecidos vegetais compiiadas por DOUCE(1985).

A metodologia utilizadas no estudo da contribuição individual da via

citocrômica e a da oxidase alternativa, no total da respiração mitocondrial, está

diretamente ligada ao uso de inibidores dessas vias, já que a contribuição de cada.

uma é determinada pela diferença entre o consumo total de oxigênio na ausência e

na presença de seu inibidor específico. MILLAR et aI. (1995) mostraram que os
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resultados poderiam ser influenciados pelo tipo de inibidor utilizado. Diante do

questionamento do tipo de inibidor da via citocrômica para por em evidência a via

alternativa, outros inibidores passaram a ser utilizados, como foi o caso do mixotiazol

que, por inibir a cadeia citocrômica em sítio anterior ao da antimicina A e do KCN,

seria o inibidor ideal da via citocrômica para por em evidência a via alternativa, uma

vez que não haveria uma volta longa no transporte de elétrons para o "pool" de

quinonas diminuindo sua redução o que refletiria na atividade da AOX

(BROWNLEADERet al, 1997). A despeito disso, nossos resultados usando KCN e

antimicina A não mostraram diferenças quando comparados aos que usaram

míxotlazol, A utilização dos inibidores da via citocrômica transportadora de elétrons,

KCNe Antimicina A, mostrou a existência de um consumo de oxigênio insensível a

esses inibidores (Figuras 12 e 13) e esse consumo constirui a via alternativa de

transporte de elétrons catalizada pela enzima oxidase alternativa (AOX), cuja

presença na preparação foi detectada através de "immunoblotting" (Figura 11)

Embora a literatura tenha mostrado o envolvimento da via alternativa com

diferentes tipos de estresse, a análise da Tabela 1 não nos permite afirmar que exista

uma participação ativa da via alternativa durante o estresse salino, nas condições

estudadas pois essa via avaliada em diferentes pHs (6,25 , 7,25 e 7,75) apresentou

valores de consumo de oxigênio semelhantes para as condições de controle e de

estresse salino, em presença dos vários substratos oxidáveis testados (malato,

malato + glutamato, succinato e NADH). Porém, devemos considerar que a literatura

afirma apenas que os cultivares de Vigna unguiculata (L.) Walp Vita 3 e Vita 5

apresentam diferentes níveis de sensibilidade à salinidade entre si, o que não

necessariamente significa que o cultivar Vita 3, apontado como menos sensível à
salinidade, possa ser considerado como um cultivar tolerante a salinidade.

ELTHON et aI (1989) identificaram em Sauromatum guttatum 3 formas de

AOXcom 37, 36 e 35 kDa de massa molecular e prepararam anticorpos monoclonais,

desenvolvidos em camundongos, para cada uma das formas designados de AOU,

AOL e AOA respectivamente, sendo o epítopo AOA o que apresentou melhores

resultados no reconhecimento da AOX. Como em diversos outros trabalhos o

epítopo AOA reconheceu a AOX de Vignaunguiculata (L.) Walp cv Vita 5, nas formas

-------------- - - -- ~ -- -
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oxidada e reduzida (Figura 11). Essa detecção pode ser mais uma evidência do alto

grau de conservação dessa proteína nos vegetais, já que a mesma vem sendo

detectada com esse mesmo anticorpo em diferentes tecidos e espécies de plantas, o

que sugere que ela pode ter um papel fisiológico no metabolismo energético.

Quando comparamos essa detecção na ausência (Figura 11) e na presença (Figura

14) de um substrato oxidável (NADH 1 mM) podemos observar para os 3 pHs que,

mesmo na presença de DIT 2,5 mM, concentração suficiente para reduzir todo o

"pool" de AOX (Figura 11), na presença de um substrato oxidável parte desse "pool"

ainda se encontra na forma oxidada o que pode ser devido à atividade da enzima no

transporte dos elétrons do "pool" de ubiquinonas até o oxigênio, ou seja o fluxo de

elétrons na via alternativa pode provocar a oxidação da enzima, o que justificaria a

detecção das duas formas em presença de DIT. Vale ressaltar que, em nossas

preparações em ausência de substrato, a forma oxidada foi predominante (Figura

11), o que também foi observado por VANLERBERGHE et al (1995)

A literatura não apresenta referências a estudos sistemáticos do efeito do pH

sobre a atividade da oxidase alternativa. ELTHON & MCINTOSH (1986) mostraram,

com AOX solubilizada de S. guttatum, que a maior atividade era conseguida com pH

6,8. ELTHON et aI (1986) observaram também um leve efeito do pH, com um ótimo

entre 6,4 e 6,8, sobre a oxidase alternativa extraída de mitocôndrias de hipocótilos

de V. radiata. HOEFNAGEL et al (1997) afirmaram que a maior atividade da AOX

solubilizada de Arum italicum, era alcançada em pH 7,0. VANLERBERGH et al (1995)

mostraram, em mitocôndrias de plantas transgênica de Nicotiana tabacum contendo

altos níveis da AOX, que, durante a oxidação de malato o piruvato apresentava maior

estímulo da AOX em pH 7,8 enquanto MILLAR et al (1996), mostraram que a

oxidação de NADH em presença de ácidos orgânicos, em mitocôndrias intactas de

Ipomoea batatas, era mais elevada em pH 6,5 quando comparada com a que ocorria

em pH 7,5. Porém, quando se utilizava sub-partículas mitocondriais esta diferença

tornava-se menos evidente, e no pH 6,5 a AOX ainda apresentava maior atividade.

Os autores, entretanto, não associaram estes resultados com um possível efeito

direto do pH sobre a atividade da oxidase alternativa. Em nossos dados (Figura 15)

podemos observar que a atividade da AOX é influenciada pelo pH e atinge valor

máximo no pH 6,25, na ausência de a-cetoácidos, e que essa atividade decresce, de



74
forma acentuada, com a alcalinização do meio. Essa característica da enzima

(ativação em pH ácido) constitui o fundamento de uma explicação para seu

mecanismode ação intracelular (ver Figura 28).

Os resultados obtidos com ensaios que avaliaram os efeitos de diferentes

concentraçõesde piruvato e succinato em presença e ausência de DTT em diferentes

pHs, mostraram-se em concordância com os apresentados por MILLAR et aI (1996).

O piruvato foi capaz de estimular a atividade da AOX em baixas concentrações,

dependendo do estado de redução da AOX e do pH do meio. A análise das Figuras

16 e 17 nos mostra que o piruvato, na ausência de DTT, em concentrações até 0,5

mM não foi capaz de provocar um consumo de oxigênio equivalente àquele

observado na sua ausência, em presença DTT, e que concentrações acima de 1 mM

só foram capazes de elevar o consumo de oxigênio a níveis superiores aos

observados na sua ausência, em presença de DTT, nos pHs 7,25 e 7,75. Por outro

lado, em presença de DTT concentraçõesde piruvato até 0,05 mM foram capazesde

elevar o consumo de oxigênio, nos 3 pHs, sendo necessária um menor concentração

de piruvato quanto menor o pH para a observação dessa elevação do consumo de

oxigênio. Essas observações estão em concordância com VANLERBERGHet ai

(1997) pois parece evidente que o piruvato não é capaz de promover a redução da

AOXe que seu efeito estimulatório e dependente do pH e do nível redução do "pool"

de AOX.

Com relação ao efeito do succinato sobre a AOX, Figuras 18 e 19, os

resultados mostraram-se consistentes com as proposições de MILLARet aI. (1996) e

VANLERBERGHEet al (1997). O succinato só foi capaz de estimular a AOX, na

ausência de DTT, em concentrações superiores a 4 mM sendo esse estímulo

dependente do pH. Além disso o consumo de oxigênio máximo alcançado foi muito

próximo daquele observado na ausência de succinato em presença de DTT, o que se

toma mais uma evidência na proposição de que intermediários do ciclo dos ácidos

tricarboxílicos possam mediar a redução da AOX (VANLERBERGHE,et al, 1997). Na

presença de DTT o succinato AOX em concentrações inferiores a 5 mM elevou a

atividade da AOX, dependendo do pH. Porém ao compararmos esses efeitos com os

obtidos com o piruvato em presença de DTT (Figura 16), notamos que para alcançar
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O mesmo nível de ativação foram necessáriasmenores concentrações de piruvato. A

análise dessas observações reforçam a proposta de que o succinato não age

diretamente sobre a estimulação da AOX, mas é o próprio piruvato formado a partir

do metabolismo do succinato (MILLAR et al, 1996 e Figura 4).

Os resultados apresentados indicam que a modulação da AOX pelo piruvato

mostra-se dependente do pH. Embora a enzima apresente uma atividade ótima em

pH 6,25 o maior incremento em termos absolutos, ou seja a diferença entre o

consumo de oxigênio em presença e ausência de uma dada concentração de

piruvato, é alcançado com o pH 7,25. Já o maior efeito relativo, ou seja o valor

percentual do incremento absoluto do consumo de oxigênio em relação ao consumo

na ausência de piruvato, foi observado no pH 7,75 ( Figuras 20, 21, 22 e 23). Esses

resultados estão em consonânciacom os descritos por ELTHON& McINTOSH(1986),

ELTHONet al (1986), MILLAR et al(1996) e HOEFNAGELet al (1997), respeitadas

as diferenças existentes entre as origens da AOX e das faixas de pH estudadas.

Nossos resultados permitem especular que tanto a atividade da AOX como o efeito

modulador do piruvato sobre a enzima são fortemente influenciados pelo pH. Além

disso a AOX mostra maior atividade em pH ácidos mas a modulação pelo piruvato

mostrou maior eficiência com pH em tomo da neutralidade (Figura 24). Essa

influência toma-se mais evidente quando observamos o efeito da reversibilidade do

pH (Figuras 25 e 26), onde se percebe que a alteração de pH, por si só, é capaz de

alterar tanto a atividade da AOX quanto o efeito estimulatório provocado pelo

piruvato.

Por inexistência de equipamentos adequados, não foi possível determinar de

forma direta se a variação do pH externo influenciava o pH da matriz mitocondrial,

embora na literatura já se registra que em mitocôndrias de hipocótilos estiolados de

Vigna radíata o pH da matriz mitocondrial mostrava-se dependente do pH do meio

(NEUBURGER& DOUCE,1980). Segundo essesautores o pH matricial comportou-se

da seguinte forma:
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pH do meio pH da matriz

Estado 3 Estado 4

6,5 6,7 6,9

7,2 7,3 7,6

7,5 7,65 7,9

Diante desses dados, utilizamos a nigericina, um ionóforo com reconhecida

capacidade de abolir o ~pH existente entre a matriz mitocondrial e o espaço

intermenbranar, para tomar uniforme o pH do meio de reação e o pH mitocondrial.

Os resultados obtidos confirmaram o efeito do pH sobre a atividade da AOX ( Figura

27 e Tabela 4).

Nossosresultados levam-nos a proposição de que a AOX, tanto na sua forma

oxidada como na sua forma reduzida pode assumir, dependendo do pH, 3 níveis de

protonação: a) "desproponada" em pH alcalino; b) "protonada" em pH neutro e; c)

"mais protonada" em pH ácido, sendo todas essas formas estimuladas pelo piruvato.

A Figura 28 propõe um mecanismo de ação da AOX baseado nessa proposição.

Nossos resultados sugerem ainda que na ausência de piruvato a forma "mais

protonada" é aquela que permite uma maior atividade da enzima e que o piruvato

apresenta maior capacidade de estimulação quando ligado à forma "protonada".

POSSIBIUDADEDE UM PAPELFISIOLÓGICODA REGULAÇÃODA AOX PELOpH

Não existe na literatura um papel proposto para a ativação da AOX em pH

ácido. Contudo é bastante conhecido que numeroso processoscelulares promovem a

acidificação do citoplasma. LATIES (1982) observou um incremento na atividade da

AOX durante ataque de patógenos. É sabido que uma grande parte das bactérias

fltopatogênicas acidificam o meio para obter melhores condições de

desenvolvimento (FILHO et al, 1995). Já a acidificação do meio extracelular,

provocada por fungos durante a infestação tissular, provoca um decréscimo no pH
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+pir +DTT +pir

E-pir <=> E => Ered Ered-pir

Uft Uft Uft Uft pH

H+E-pir <=> H+E => H+Ered <=> H+Ered-pir

Uft Uft Uft Uft
H+H+E-pir <=> H+H+E => H+H+Ered <=> H+H+Ered-pir

FIGURA 28 - Modelo proposto para um mecanismo de ação da AOX.

E - enzima de AOX desprotonada; H+E - enzima de AOX protonada;

H+ H+ E - enzima de AOX mais protonada; red - forma reduzida; pir-

piruvato.
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citoplasmático (DIXON et al, 1994). A elevação nos níveis de ácido salicílico,

mostrada como capaz de elevar a atividade da AOX (RHOADS& McINTOSH, 1993).

encontra-se associada à indução de resistência a viroses e outros patogenos

(MURPHY et al, 1999). Outra condição onde se observou uma elevação da

atividade da AOX foi na fase climatérica que precede o amadurecimento de alguns

frutos (VANLERBERGH& McINTOSH, 1997). Nos frutos o climatério é desencadeado

pelo aumento da concentração de CO2 que, produz a acidificação do citoplasma,

provocando uma elevação nos níveis de etileno (WINK, 1997). A maioria dos

compostos utilizados pelas plantas como atrativo para agentes polinizadores é de

natureza fenólica e promovem acidificação celular (STRACK,1997). MEEUSE(1995)

associou o aumento da atividade da AOX durante a floração à necessidade de

elevação da temperatura para volatilização desses compostos. Por outro lado a

acidificação provoca um aumento de prótons no meio, o que potencialmente pode

provocar um incremento nas formas ativas de oxigênio, levando a célula a uma

condição de estresse oxidativo. Além disso já foi demonstrado que não só atividade

da AOX foi elevada pela produção de superóxidos (PURVIS, 1997) como também

ocorreu um incremento na produção de peróxido de hidrogênio por ocasião da

inibição da AOX (POPOVet al, 1997) o que sugeriu que a enzima poderia operar no

mecanismo de defesa da planta contra as formas ativas do oxigênio.

Dentro desse contexto seria permitido especular que a atividade da AOX

estaria respondendo à variação do pH (acidificação) do citoplasma provocada pelas

condições anteriormente citadas, já que o pH mitocondrial sofre influência do pH

citoplasmático (pH do meio) conforme demonstrado por NEUBURGER& DOUCE

(1980). Não seria pois ilógico considerar que o pH citoplasmático não apenas

influenciaria a atividade da AOX mas também seria um sinalizador comum de

diversos processos que exigiriam da célula respostas para evitar um potencial

estresse oxidativo. Assim, a maior atividade da AOX em pH ácido estaria diretamente

ligado ao seu papel fisiológico dentro dos mecanismos de contraposição ou

ajustamento ao estresse oxidativo. Além disso, com a retomada dos níveis normais

de pH citoplasmático a AOX continuaria ativa pela modulação exercida pelo piruvato,

evitando a formação de formas ativas de oxigênio no meio.
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Acreditamos que, o papel fisiológico da ativação da AOX em pH ácido possa ser

melhor explorado relacionando-o diretamente às diferentes condições de estresse.

Até agora o relacionamento com esses processos foi estabelecido de maneira

indireta. Além disso, os detalhes da modulação desse efeito quantificando-se as

concentrações de piruvato extra e intramitocondrias contribuirão para o

esclarecimento da real dimensão do papel fisiológico da oxidase alternativa.



CONCLUSÕES

Nossos estudos permitem concluir que, a via alternativa de transporte

mitocondrial de elétrons é muito mais que uma via dissipadora de calor. Ela é um

eficiente componente dos mecanismos de defesa da planta contra o estresse

oxidativo, provocado por diversos fatores bióticos e abióticos, A atividade de AOX é

posta em evidência em diferentes condições de variação do pH citoplasmático

provocado por tais fatores. Essa característica da AOX pode ser um dos motivos

evolutivos de sua alta conservação nos vegetais, mesmo naqueles onde não se

justificaria sua presença devido a sua propriedade de dissipar calor. Efetivamente,

um eficiente mecanismo de defesa ativado por um sinal comum de diversos fatores

que provocam desequilíbrio na homeostase celular, seria bem menos complexo e

mais adaptativo do que um mecanismo que reconhecesse apenas sinais específiCOS

de cada um dos fatores.
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