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n-PG - n-Propil Galato
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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 fisioldgico no metabolismo celular ainda ndo foi
definitivamente esclarecido. Diferentes mecanismos bioquimicos, baseados ou na
influéncia do estado redox da enzima ou na sua ativagdo por a-cetodcidos controlam
a atividade dessa enzima. No presente trabalho mitocOndrias foram isoladas
(purificadas em gradiente de Percoll) de hipocétilos estiolados de Vigna unguiculata,
cv. Vita 5 (susceptivel ao estresse salino) e a via alternativa de transporte de elétrons
foi posta em evidéncia em presenca de cianeto e de antimicina A. O consumo de
oxigénio foi medido polarograficamente. A presenga da oxidase alternativa nas
mitocondrias foi detectada por anticorpo monoclonal contra a oxidase alternativa de
Sauromatum guttatum tendo revelado a presenca da enzima sob duas formas com
massas moleculares dotadas de 35 e 70 kDa. O efeito do pH sobre a respiragao
resistente ao cianeto foi estudado numa faixa de pH de 5,75 a 8,25, com NADH
como substrato, em presenga de DTT. A mais alta taxa de respiracao 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 oxigénio. Foi também demonstrado um efeito
estimulador do piruvato, em concentragbes aumentadas progressivamente até 500
uM, sobre a respiracao resistente ao cianeto nos pHs 6,25, 7,25 e 7,75 e o maior
estimulo verificou-se no pH 7,25. O efeito exercidos pelo pH sobre a respiracdo
resistente ao cianeto permaneceu inalterado mesmo em presenga de nigericing,
ionéforo conhecido por abolir o ApH entre a membrana mitocondrial interna e o
espago intermembranar. A reversdao 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 respiracao

resistente ao cianeto. O efeito do pH sobre a atividade da oxidase alternativa foi




tentativamente atribuido a um novo “status” de protonacdo/desprotonacdo desta

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

da forma H+Ered.

+pir +DTT +pir
E-pir = E =  Eed = Ereg-pir
un Un Un un
H*E-pir & HE = H'Ee < HYEegpir
un Un un Un

H*H*E-pir < H'H'E = H'H'Eq © H*H Eeg-pir
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ABSTRACT

All higher plants contain a CN-resistant pathway catalyzed by the enzyme
alternative oxidase whose function still remains unclear. Different mechanisms, based
either on the influence of the redox state of the enzyme or on its activation by a-
keto acids control the alternative oxidase activity. In the present work, mitochondria
were isolated (purified on Percoll gradient) from etiolated hypocotyls of Vigna
unguiculata cv. Vita 5 (susceptible to salt stress) and the electron alternative
pathway was measured in the presence of cyanide and antimycin A. O, uptake was
polarographycally estimated. The presence of the alternative oxidase was detected
by monoclonal antibodies against alternative 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 presence of DTT. The highest rate of CN-resistant
respiration was obtained at pH 6.25. Increase in pH over 6.25 and decrease below
6.25 resulted in progressive decrease in O, uptake. It has also been demonstrated
the stimulatory effect of increasing concentrations of pyruvate (until 500 uM) 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 presence of nigericin, 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 induced a
reversibility in the effect of pH and pyruvate on the CN-resistant respiration. The pH
effect on the alternative 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 = Ereq-pyr
Un Un Un un pH
H*E-pyr < HE =% H'End & H'Eegpyr
Un un Un Un

H*H'E-pyr < H'H'E = H'H'Eeg © H*H'Eregpyr




| INTRODUCAO

II A primeira referéncia, embora ndo de forma direta, da presenca de uma via
alternativa de transporte de elétrons catalisada por uma oxidase terminal em
vegetais superiores surgiu a partir da observacdo de processos termogénicos em
plantas. A termogénese é um processo bastante comum em inflorescéncias de varias
espécies, que utilizam o aumento da temperatura interna para volatizar compostos
que atuam como atrativos de agentes polinizadores, e também ocorre por ocasido do
climatério de diversos frutos e raizes, principalmente quando armazenados
(DIAMOND, 1989)

Segundo MEEUSE (1975), foi de Lamark, em 1778 a primeira descricao da
termogénese, ao observar a floragdo de espécies de Arum. VANLERBERGHE &
McINTOSH (1997), transcreveram esta descricao nos seguintes termos:

“le gouet d1talie .... acquiert @ une certain époque de la floraison une chaleur
considérable. ... Cette chaleur séleve a 21,8 degres, lair ambiant étant a 14,9
degres”.

Em 1851, Garreau, citado por MEEUSE (1975), demonstrou a existéncia de
uma relacdo intima entre o aumento da temperatura e o consumo de oxigénio nas
plantas, sendo que a hipotese da existéncia de uma segunda via respiratoria
somente foi formulada, segundo SLUSE & JARMUSKIEWICZ (1998), por Genevois em
1929, com a descoberta de uma rota de consumo de oxigénio insensivel ao cianeto e

ao monoxido de carbono.

De acordo com VANLERBERGHE & MCINTOSH (1997), em 1937 van Herk
relacionou a respiracdo CN insensivel a uma rota metabdlica que prescindia da
citocromo oxidase e que ocorria em presenca de uma flavoproteina autoxidavel e

essa hipétese 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 presen¢a do
sistema classico de transferéncia de elétrons em tecidos que apresentavam

respiracao CN insensivel. Posteriormente, HACTKETT et a/. (1960a, 1960b), STOREY
1
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& BAHR (1969), WILSON (1970) e BENDALL & BONNER (1971) demonstraram, que a
insensibilidade residia nas mitocondrias, pois estas, quando isoladas, mostravam
conter dois caminhos para transferéncia de elétrons na cadeia respiratoria: o classico,
sistema transportador de elétrons CN sensivel que € acoplado a fosforilagao
oxidativa, e um caminho CN insensivel, que se ramificava a partir do “pool” de
ubiquinonas (Figura 1), sendo menos fosforilativo e sensivel a compostos como o
acido salicilhidroxamico (SHAM) (SCHONBAUM et al/, 1971 e LATIES, 1982) e n-
propil galato (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 expressao depende do
estagio de desenvolvimento e de fatores ambientais foi demonstrada por LATIES
(1982), ORDENTLICH et al. (1991) e MCINTOSH (1994). Até o momento ndo esta
clara a fungdo da via alternativa nos vegetais, sabe-se que ela é induzida ou

patogenos (LATIES, 1982), pela elevacdao no nivel de carboidratos (MOORE &
SIEDOW, 1991; VANLERBERGH et al, 1995), pelo abaixamento de temperatura
(PURVIS & SHEWFELT, 1993), pela elevacdo nos niveis de acido salicilico (RHOADS &
MCcINTOSH, 1993), durante o amadurecimento de frutos (CRUZ-HERNANDEZ &
GOMEZ-LIN, 1995 e SLUSE et al, 1998)) e pela elevacdo na producio de
' superdxidos (PURVIS, 1997) entre outros. Devido a todos estes fatores, ainda nao foi

{ expressa por ocasiao da floracao (MEEUSE, 1975), por lesdes em tecidos e ataque de
i

possivel a formulacdo de uma hipdtese Unica de uma funcdo metabodlica especifica.

A via alternativa poderia ser definida como um caminho, nao fosforilante, de
transporte de elétrons, com origem na cadeia citocromica ao nivel do “pool” de
ubiquinonas, que aparentemente reduz o oxigénio molecular a dgua pela simples
transferéncia de 4 elétrons através de uma proteina oxidase terminal denominada
alternativa oxidase (AOX) (VANLERBERGHE & McINTOSH, 1997)

Genes e Expressao Genética da AOX

ROADS & MCcINTOSH (1991) foram os primeiros a clonarem o gene da AQX,
isolando e caracterizando um cDNA para a proteina da alternativa oxidase em
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FIGURA 1 - Esquema dos complexos mitocondriais e do transporte de elétrons em
mitocondrias vegetais. I - Complexo I, NADH desidrogenase; II - Complexo II,
Succinato desidrogenase; III - Complexo III, Citocromo bc; IV - Complexo 1V,
Citocromo oxidase; AOX - Oxidase Alternativa; UQ - Ubiquinona; Cit ¢ - Citocromo
¢, Ext - NADH desidrogenase externa; ? - NADH desidrogenase, proposta para
plantas; SHAM - Acido Salicilhidroxamico (VANLERBERGHE & McINTOSH, 1997)




Sauromattum guttatum. Utilizando um anticorpo monoclonal para alternativa oxidase
(ELTHON et a/.1989), eles isolaram um clone de cDNA (Aox ') que codificava um
polipeptideo com 42 kDa. Este mesmo Aox 1 também foi isolado por SAKAJO et 4.
(1991) em Hansenula anomala, mostrando existir um elevado incremento de sua
transcricao apos a adicao de KCN ou antimicina A

KUMAR & SOLL (1992), conseguiram expressar em £, colj a proteina da AOX,
a partir a clonagem do cDNA de Arabidopsis thaliana, sendo esta proteina
reconhecida pelo mesmo anticorpo monoclonal para alternativa oxidase que
reconhecia o Aox 1.

Também foram isolados cDNA Aox 1 em Glycine max (WHELAN et al., 1993)
Nicotiana tabacum (VANLERBERGHE & MCcINTOSH, 1994 e WHELAN et a/,, 1995a), e
Mangifera indica (CRUZ-HERNANDEZ & GOMéZ-LIN, 1995) entre outras, levando a
crer, até entdo, que em vegetais superiores a AOX era codificada por um gene
simples. Em fungos, LI et al (1996) isolaram o Aox 1 de MNeurospora crassa. que
demonstrou sequéncia similar aos encontrados em plantas.

Entretanto, WHELAN et a/. (1996), com o uso de técnicas de PCR (Polymerase
Chain Reaction), mostraram a existéncia de trés genes codificando para oxidase
alternativa em Glycine max : Aox 1, expressado nos cotilédones; Aox 3, expressado
em cotilédones e folhas; e Aox 2, que embora n3o encontrada sua expressdo em
cotilédones e folhas, teve seu ¢cDNA clonado, indicando sua possivel expressdo em
algum nivel; e evidéncias de pelo menos dois genes em N. tabacum. Em Arabidopsis
thaliana SAISHO et a/ (1997), encontraram uma familia de quatro genes que
codificavam para a oxidase alternativa, que foram designados como AOX1a, AOX1b,
AOX1c e AOX2, sendo que apenas AOXla e AOX1c eram expressados em todos os
tecidos estudados (flores e gemas florais, caule, “rosetas” e raizes) enquanto que a
transcricdo do AOX1b foi detectada apenas em flores e gemas florais a transcrigao do
AOX2 detectada em caule, “rosetas” e raizes. Eles afirmaram que, com base nesses e
em resultados de outros autores, a transcricdo dos diferentes genes da oxidase

alternativa é diferentemente regulada, sendo a AOX expressdo de ima familia
multigénica. Segundo VANLERBERGHE E MCINTOSH (1997), o significado dessas
familias de genes é desconhecido sendo possivel que as muiltiplas isoformas da




proteina, detectadas imunologicamente, sejam produtos de genes diferentes.

Todas as seqgiiéncias de genes da oxidase alternativa codificam uma proteina
altamente semelhante. conservando caracteristicas como: (@) duas possiveis alfa
hélices localizadas dentro da membrana interna mais ou menos no centro da oxidase,
(b) uma possivel alfa hélice exposta para o espago intermembranar e (c) as regioes
hidrofilicas N e C terminal expostas para a matriz mitocondrial. O residuo de cisteina,

conservado na regido N terminal, provaveimente esta ligado a formacdo de uma
ligagao dissulfeto intramolecular (ROADS et al., 1998).

Estrutura da proteina de AOX

De acordo com MOORE & SIEDOW (1991), a via alternativa surge a partir de
uma ramificacdo da cadeia mitocondrial transportadora de elétrons, ao nivel do
“pool” de ubiquinonas, nao desenvolvendo forga protomotora sendo portanto ndo
fosforilante. A alternativa oxidase & uma proteina da membrana mitocondrial interna,
com o sitio ativo, localizado no lado da matriz, catalisando a oxidagdo do ubiquinol 3

ubiquinona e a reducdo do oxigénio molecular a agua.

' Os trabalhos de MOORE & SIEDOW (1991), DAY et al (1991), SIEDOW &
MOORE (1993) e RIBAS-CARBO et al. (1997) mostraram que 0 engajamento da via
alternativa era controlado pelo estado redox do “pool” de ubiquinonas e que o fluxo

por essa via somente ocorria apds o0 “pool” alcancar um determinado nivel de
reducdo. Mostraram, ainda, que o0 aumento do engajamento da via alternativa ndo se
comportava como uma fungao linear do aumento do estado de reducdo do “pool” de

ubiquinonas

Com base nesses resultados SIEDOW & MOORE (1993) sugeriram um modelo
para o funcionamento da AOX, onde a redugao do oxigénio molecular ocorria pela
transferéncia de 4 elétrons da enzima reduzida. Posteriormente, RIBAS-CARBO et al.
(1994) incorporaram a este modelo um passo inicial de ativagao que implicava na

reducdo total da enzima antes da reagdo com o oxigénio molecular. MOORE et al.
(1995) afirmam que este passo inicial foi introduzido para acomodar as observacgoes



que mostravam uma diminuicao da afinidade da AOX pelo oxigénio com o aumento
da reducdo do “pool” de ubiquinonas.

UMBACH & SIEDOW (1993) demonstraram que a proteina da AOX existia
como um dimero na membrana mitocondrial interna. Esse dimero existe em dois
estados: um estado oxidado, no qual o dimero é covalentemente ligado por uma
ligagao dissulfeto intermolecular, e um estado reduzido, onde tal ligagdo é reduzida a
sua forma sulfidrilica e a estrutura dimérica é mantida por interagdes ndo covalentes.
MOORE et al (1995), mostraram que a proteina madura contém 280-290
aminodacidos e migra como uma proteina de 32-35 kDa em géis de SDS-PAGE,
conforme revelagdo através de immunoblotting. Com base nesses resultados e nos
trabalhos de RASMUSSON & M@LLER. (1990) MOORE & SIEDOW (1991), RHOADS &
MCINTOSH (1991), SAKAJO et a/ (1991), SIEDOW et al. (1992), MCINTOSH (1994),
e SIEDOW et a/ (1995) foi proposto por MOORE et a/(1995) um modelo de
estrutura para o dimero da AOX no qual a proteina de oxidase alternativa encontra-
se ancorada a membrana mitocondrial interna por duas o-hélices com dominios
hidrofilicos de aproximadamente 100 aminoacidos e quatro hélices ligadas por um
centro binuclear de atomos de ferro que fica situado no dominio hidrofilico C-
terminal da proteina, localizado na matriz mitocondrial. As «-hélices
transmembranares, que apresentam uma alta conservacdo de residuos dos
aminodcidos Glutamina, Treonina e Tirosina, parecem ser ou estarem envolvidas com
um provavel sitio de ligacdo para a ubiquinona, enquanto as quatro hélices do
dominio C-terminal, de acordo com ALBURY et al. (1998), devido a presenca de um
centro binuclear de ferro (Fe*™) e de um residuo Glutamato (Glu)-270, seriam o sitio
catalitico da enzima, além de propiciar a estabilizacdo da estrutura tridimensional da
proteina. J& o dominio NH,-terminal, de acordo com RHOADS et al (1998),
encontra-se envolvido com a regulagdo do estado redox da proteina bem como com
a estimulacdo da atividade enzimédtica através de a-cetodcidos, que em ambos os

casos ocorre no residuo de cisteina Cys-78. (Figura 2).
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FIGURA 2 -Esquema de modelo da estrutura da oxidase alternativa na sua forma
inativa com os residuos de cisteina Cis-78 formando uma ponte dissulfeto (S = S).

Os circulos vermelho nas hélices do dominio C-terminal representam os atomos de
Fe++




Controle da Via Alternativa

Até o inicio da década de 90, acreditava-se que a via alternativa funcionava
como uma caminho alternativo para os elétrons quando a via citocromica estivesse
saturada pelo fluxo dos mesmos. As principais evidéncias apresentadas para
sustentar esta hipotese eram a resposta ndo linear da AOX a variacdo do estado
redox do “pool” de ubiquinonas e a necessidade de um nivel elevado de reducdo do
“pool” para ativacgdo da AOX (PALMER. 1976; LAMBERS, 1980; LAMBERS, 1982;
LAMBERS, 1985; MOORE et al, 1988; DRY et al., 1989)

Com a descoberta de dois mecanismos de controle bioquimico da AOX: a
estimulacdo por a-ceto acidos, especialmente o piruvato (MILLAR ef a/.. 1993 e DAY
et al., 1994) e a existéncia das formas reduzida e oxidada do dimero da AOX, sendo
a primeira mais ativa (UMBACH & SIEDOW, 1993), tornou-se pouco provavel que a
atividade da AOX fosse modulada, apenas, por um excesso de fluxo de elétrons na
via citocromica. De fato, os trabalhos de WILSON (1988) e UMBACH et a/ (1994)
mostravam evidéncias de que a via alternativa competia com a via citocromica pelo
fluxo de elétrons, o que foi demonstrado por HOEFNAGEL et al (1995),
monitorando, simultaneamente, a atividade da via citocromica em presenca de
ferricianeto e CN™ através de espectrofotometria e a via alternativa através de
eletrodo de oxigénio.

De acordo com VANLERBERGHE & MCINTOSH (1997), a particdo de elétrons
para a Via Alternativa encontra-se sob um controle primario, determinando a
quantidade da enzima AOX presente além de sofrer um controle metabdlico (controle
fino) da atividade desta enzima. A idéia de um controle primdrio encontra base nos
trabalhos de HISER et a/,(1996) e VANLERBERGHE et al, (1994), que, através do
uso de plantas transgénicas, observaram um aumento na capacidade da Via
Alternativa associado ao aumento no nivel de expressdo da proteina AOX. Diversos
autores ja demonstraram ser possivel induzir a sintese de AOX em algas, fungos e
plantas, através da inibicao da via citocromica. VANLERBERGHE & MCINTOSH (1994,
1992a) observaram em suspensdo de células de WNicotiana tabacum um forte
aumento no nivel de mRNA da AOX e da proteina AOX quando a via citocromica era

inibida através do uso de antimicina A, 0 que leva a crer na existéncia de um




mecanismo por meio do qual a expressao do gene Aox / pode responder a
mudancas de atividade da via citocromica. Como o estado de transporte mitocondrial
de elétrons é percebido e transmitido para o nucleo para ativar a expressao do gene
Aox 1 e o produto mRNA é importado para a mitocondria ainda é desconhecido. Tal
mecanismo envolvera certamente sinais fisioldgicos e os produtos de outros genes
(VANLERBERGHE & MCcINTOSH, 1997) mas, se a quantidade de AOX é determinada,
fundamentalmente, pela expressdo do gene que a codifica, seria ldgico pensar que
todos os fatores que modularem essa expressdao estarao diretamente relacionado
com o nivel de engajamento da via alternativa no total da respiracao.

Ja sao conhecidos diversos fatores que parecem agir como um sinal
regulatdrio para expressao do gene Aox 1. Entre eles encontram-se: inibidores da via
citocromica (VANLERBERGHE & MCcINTOSH, 1992b; VANLERBERGHE & MCINTOSH,
1994); estado redox da mitocondria, (HAKANSSON & ALLEN, 1995); existéncia de
formas ativas de oxigénio, como radicais hidroxilas e superdxidos (LEVINE, et al.,
1994; WAGNER, 1995; LONGO. et al, 1996; SEN & PACKER, 1996; VANLERBERGHE
& MCINTOSH, 1996); nivel de concentragdo de metabdlitos (p. e.
citrato)(VANLERBERGHE & MCcINTOSH, 1996); e, existéncia de mdltiplos genes
codificadores de AOX. (CRUZ-HERNANDEZ & GOMEZ-LIN, 1995; CONLEY & HANSON,
1994; KEARNS et al, 1992; RHOADS & McINTOSH, 1992). HISER et al (1996) e
WHELAN et a/. (1995b) sugerem também ser possivel que a importacdo do precursor
da AOX para a mitocondria como também o processo subseqiiente ou modificagdo da
AOX representam outros pontos para controle da quantidade de AOX.

Controle Metabdlico da Atividade da AOX

Embora a quantidade de AOX presente em um tecido determine o maximo
possivel da particao de elétrons para a Via Alternativa , o fluxo parece estar sujeito a
muitos controles metabdlicos tais como: o estado de redugdo do “pool” de
ubiquinonas, o estado de reducdo AOX, e a concentragdo de ativadores da enzima,

como o piruvato (Figura 3).




10

Expressao Sintese Concentracao de
Génica ~ © deAOX ubiquinonas
Atividade Fluxo de
Poder Estado elétrons na Poder
redutor —— i da < Qred/Qtot<+— cadeia <+ redutor
matricial Redox respiratoria
AOX

N

Metabolismo Ativadores Suprimento

—> 7 . - ~ .
celular alostéricos de oxigénio

FIGURA 3 - Mecanismo de regulagdo da atividade da oxidase alternativa. (SLUSE &
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1 - O estado de reducao do “pool” de ubiquinonas

Como demonstrado por MOORE & SIEDOW (1991) o “pool” de ubiquinonas
ocupa uma posicao fundamental nas cadeias transportadoras de elétrons, em
mitocondrias vegetais. VAN DEN BERGEN et a/ (1994) afirmaram que o estado de
reducao d<£) “pool” de ubiquinonas era um fator importante na regulacdo da atividade
da AOX e que este estado seria diretamente dependente das atividades relativas das
desidrogenases abastecedoras de elétrons para reducdo da ubiquinona e da oxidase
terminal dirigida pela oxidacdo da ubiquinona, com base em resultados de
experiéncias com eletrodo de quinona (Q), que mostravam como a atividade da AOX
respondia a relacdo do “pool” de ubiquinona reduzido/oxidado. Porém, RIBAS-CARBO
et al. (1995) mostraram ser o nivel absoluto de ubiquinona reduzido que determinara
a atividade da AOX e que esta atividade ndo so é dependente das atividades relativas
das desidrogenases e da oxidases terminal mas também do nivel 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 catdlise, podendo esta inibicdo ser revertida pelo
processo redutivo com elevagdo do nivel de ubiquinona reduzida ou pela adigdo de
DTT.

2 - O estado de reducdo da enzima AOX

Como foi dito anteriormente, UMBACH & SIEDOW (1993), afirmaram ser a
proteina AOX um dimero, existente em dois estados: um oxidado, (covalentemente
ligado por uma ligacdo dissulfeto intermolecular), e outro reduzido, (ligacdo
dissulfeto reduzida a sua forma sulfidrilica) e, juntamente com UMBACH et a/.
(1994), mostraram que a atividade da oxidase alternativa era dependente do estado
de reducao da enzima, sendo a forma reduzida quatro a cinco vezes mais ativa que a
forma oxidada. De acordo com RHOADS et al. (1998) somente a forma reduzida é

susceptivel a ativagao pelo piruvato.
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Baseados no fato de que todas as seqiiéncias génicas da proteina AOX de
plantas, obtidas até o presente, apresentarem dois residuos de cisteina
completamente conservados, diversos autores sugeriram que estes residuos estavam
envolvidos no processo de formacdo da ligacdo dissulfeto do dimero da AOX
(VANLERBERGHE & MCcINTOSH, 1997 e RHOADS et al., 1998)

VANLERBERGHE et a/. (1997), estudando o efeito de substratos do Ciclo dos
Acidos Tricarboxilicos sobre a AOX, afirmaram que o estado da ligacdo dissulfeto
parece depender do estado redox do pool mitocondrial de nucleotidios de piridina e
que a redugdo deste pool pela oxidacio de substratos especificos do Ciclo dos Acidos
Tricarboxilicos (CAT) facilita a redugdo da AOX a sua forma ativa. Ainda segundo os
mesmos autores é esperado que o turnover do CAT reduza rapidamente o pool de
nucleotidios de piridina se a reoxidagdo deste pool, através do transporte de elétrons.
tornar-se limitada, conseqlientemente, a regulacao da atividade da AOX pelo estado
redox do pool de nucleotidios de piridina pode representar um mecanismo potencial
para acoplar o metabolismo do CAT ao transporte de elétrons. Por exemplo, a
limitacdo do turnover do CAT através do transporte de elétrons favorecera a reducdo
da AOX que passa a sua forma mais ativa. Isto efetivamente aumentara a
capacidade de transporte de elétrons favorecendo a oxidacdo do pool de nucleotidios
de piridina, permitindo o aumento do turnover no CAT.

POPOVA & CARVALHO (1998) afirmaram que experiéncias com mitocondrias
de folhas de plantas transgénicas de N. tabacum mostraramm que reducdo de AOX
pode ser mediada pelo poder redutor intramitocondrial gerado pela oxidacdo de
intermediarios do CAT, especialmente, citrato, isocitrato e malato e que este
mecanismo pode ter um papel importante na regulagao do fluxo de elétrons para a
AOX, ja que a proteina reduzida tem uma maior afinidade pela ubiquinona. Assim
esses autores especulam que o nivel de oxidagdo de isocitrato e de citrato em
mitocondrias de planta pode ser um sinal regulador para a operacao do sistema de
transporte de elétrons da oxidase alternativa e que, eventualmente, isto poderia
promover uma coordenacdo efetiva entre processos catabdlicos e anabdlicos em

células de plantas.
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3 - Concentragao de Ativadores da AOX

WAGNER et a/ (1989), mostraram que a combinacdo de NADH e succinato
exogeno resultaram em niveis respiratorios da via citocromica mais altos que os
niveis alcancados com um Unico substrato, porem inferior a soma dos niveis
induzidos separadamente por esses substratos Em combinagdo, os substratos
contribuiram para 0 aumento do consumo do oxigénio, porém a oxidacdo de NADH
sofreu maior inibicdo pelo KCN que a oxidacdo do succinato. Quando NADH foi
combinado com succinato ou malato na presenca de cianeto, os niveis de consumo
de oxigénio foram superiores a soma dos niveis de consumo dos substratos
determinado separadamente, aparentando haver o succinato e o malato estimulado a
oxidacdo de NADH exogeno, através da via cianeto resistente,

Outras evidéncias da estimulacgdo da via cianeto resistente por acidos
carboxilicos foram mostradas por LIDEN & AKERLUND (1993) que verificaram uma
estimulacdo na oxidacdo de analogos de quinonas por succinato e malato sugerindo
uma possivel estimulagdo da via da oxidase alternativa. MILLAR et al (1993)
apresentaram evidéncias que o piruvato provocava estimulagdo da via alternativa.
Através de medidas do estado de reducdao do “pool” de ubiquinonas foi possivel
mostrar que o piruvato estimulava a oxidacdao de succinato pela respiracdo cianeto
resistente, e que esse estimulo era acompanhado por um decréscimo nos niveis 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 al (1994) reduzindo a ligacdo dissulfeto do dimero da AOX
através do uso de DTT conseguiram mostrar que somente a forma mais ativa da
enzima (reduzida) poderia ser estimulada pelo piruvato, aparentemente pelo
diminuicdo do Km da enzima pela ubiquinona reduzida. DAY et a/ (1995), estudando
a regulacdo da atividade da AOX por piruvato, em mitocondrias de soja, postularam
ser o efeito do succinato no estimulo da atividade da AOX ndo um resultado da sua
acdo direta mas, conseqiiéncia da produgdo de piruvato durante o seu catabolismo.
WAGNER et al. (1995), discutiram a estimulacdo da oxidacdo de NADH, através da
via cianeto resistente, pelo succinato e malato e a compararam com a estimulacao

obtida com piruvato. Esses autores encontraram valores de concentracdo da ordem
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de 3 a 4 mM para a maxima estimulacdo da AOX por succinato e malato, contudo
MILLAR et a/. (1993) mostraram que 0 mesmo nivel de estimulacao foi obtido com o
piruvato na concentracdo de 0,12 mM. Isso provocou uma discussdo a respeito da
estimulacdo 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
ocasidao da oxidagdo daqueles substratos. WAGNER et al (1995) refutaram a
segunda possibilidade com base em observagdes do efeito da fluidez da membrana
mitocondrial e da variacdo de temperatura sobre a atividade da AOX associados com
a presenga de succinato e malato e formularam o conceito de “capacidade da
oxidase alternativa” na respiracdo CN-resistente relacionado com a ativacdo ou
estimulacdo da AOX por acidos carboxilicos. Contudo, VANLERBERGHE et a/ (1994),
estudando o efeito de acidos carboxilicos em mitocondrias isoladas de folhas de
plantas transgénicas de fumo (Micotiana tabacum) apresentaram resultados que
contrariaram aqueles de WAGNER ef a/(1995). Os autores realizaram ensaios
alternando a adicdo de piruvato e DTT e mostraram que a adicdo de piruvato
provocou um ligeiro estimulo da atividade da AOX, abaixo do esperado, devido aos
baixos niveis existentes de AOX reduzida. Porém a adicdo subsequente de DTT
causou um grande aumento no consumo de O, pela via alternativa. Quando o DTT
foi adicionado em primeiro lugar houve um leve estimulo respiratorio e a
subsequente adicdo de piruvato mostrou um rapido incremento no consumo de O;
pela AOX. Segundo os autores, esses resultados mostraram ser a atividade da AOX
dependente da reducao da enzima e sua ativagdo subsequente dependente de
piruvato concordando com a existéncia de um mecanismo de regulagdo alostérica
conforme fora proposto por MILLAR et al (1996). Os resultados de ensaios
realizados, pelos mesmos autores, com outros acidos carboxilicos (citrato, isocitrato,
malato e succinato) levaram-os a afirmar que estes acidos tinham efeito apenas
sobre o estado de redugdo da enzima e ndo sobre sua ativacdo. Utilizando-se da
variagdo do pH foi possivel demonstrar o efeito do malato. Como se sabe em pH
alcalino (7,8) a enzima malato desidrogenase é favorecida na oxidacao enquanto em
pH acido (6,5) a oxidacdo do malato € realizada pela enzima malica. Os ensaios
mostraram que quando as condicdes favoreciam a atividade da enzima madlica

observava-se um aumento nos niveis de reducdo da AOX além da mesma atingir um
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maximo de ativagdo sem que fosse necessario a adigao de piruvato. Essa ativacao
era explicada pelo fato da enzima malica ter como produto o piruvato. Quando as
condigdes de ensaio favoreciam a malato desidrogenase foi observado uma elevagao
nos niveis de reducdo da AOX, porém a sua ativacdo era dependente de adicdo
posterior de piruvato. A comparacao dos resultados mostrou que a malato
desidrogenase foi mais efetiva, que a enzima malica na reducdo da enzima. Assim,
VANLERBERGHE et a/ (1997) concluiram que a redugao da AOX para a sua forma
mais ativa € mediada por substratos especificos do Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos,
sendo o piruvato ineficaz em promover essa redugao, e apontam como provavel
explicacdo para isso o fato que o poder redutor intramitocondrial gerado pela
atividade da isocitrato desidrogenase (quando a mitocondria encontra-se suprida
com citrato e isocitrato) ou malato desidrogenase (quando as mitocOndrias
encontram-se supridas com malato) poder apoiar a redugao da AOX

Novas evidéncias que iam de encontro a proposicao de WAGNER et a/. (1995)
foram apresentadas por MILLAR et a/. (1996) trabalhando com mitocondrias intactas
e subparticulas mitocondriais de soja (Glycine max) e batata (IJpomoea batatas).
Esses autores mostraram que os acidos carboxilicos de cadeia curta, como piruvato,
estimulavam a AOX em baixas concentragdes (0.1 a 0.5 mM) quando comparados
com os acidos carboxilicos de cadeia longa, como oxaloacetato e a-cetoglutarato, em
se tratando de mitocOndrias intactas. Em subparticulas mitocondriais, onde a face
interna da membrana mitocondrial interna esta diretamente acessivel aos acidos
organicos, foi observado que a metade do estimulo maximo produzido pelo piruvato
foi alcancado com concentragbes na faixa de 5 uM, o que segundo os autores
evidencia estar o sitio de ativagdo do piruvato localizado na face matricial da
membrana mitocondrial interna. Concentragdes desta mesma ordem de grandeza
foram também requeridas por glioxilato e hidroxipiruvato enquanto que a
estimulagdo por a-cetoglutarato so foi obtida com concentragoes da ordem de
milimolar. Mostraram ainda ser a estimulagdo da AOX, por malato e succinato,
dependente do pH. Em mitocondrias intactas ambos estimulavam o consumo de
oxigénio em pH acido (6,5) e apenas o L-malato era capaz de provocar estimulo em
pH alcalino (7,5) porém, ndo apresentaram nenhum efeito em subparticulas

mitocondriais sendo concluido que malato e succinato ndo sdo ativadores diretos da
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AOX e que os estimulos encontrados em mitocondrias intactas provavelmente
resultava das suas conversdes em piruvato, conforme é mostrado na Figura 4. Fica
reconhecida assim, a necessidade de serem tais dcidos metabolizados para
produzirem um efeito estimulatorio na AOX.

Outro ponto de confronto com WAGNER et a/ (1995) foi o fato de nao ter sido
encontrada, por MILLAR ef al (1996), uma estimulacdo da AOX dependente de
temperatura, em mitocondrias de cotilédones de soja, do mesmo modo que em
mitocondrias de tubérculos de batata (WAGNER et al., 1995), associado a isto o fato
de ZANG et a/(1996). ter encontrado estimulacao da AOX parcialmente purificada de
Arum maculatum pelo piruvato. MILLAR et al (1996) consideram improvavel que
mudangas na fluidez da membrana, devido a variagbes de temperatura, pudessem
afetar a ativagdo da AOX por um a-cetoacido, conforme proposto por WAGNER et al.
(1995).

HOEFNAGEL & WISKISH (1996), utilizando mitocondrias de inflorescéncia de
Arum maculatum (tecido termogénico) e de cotilédones de soja (Glycine max) (tecido
ndo termogénico), estudaram a dependéncia da atividade da AOX do nivel de
reducdo do pool de ubiquinonas, tendo NADH e succinato como substratos. Os
resultados mostraram que, quando a enzima foi ativada através de piruvato, a
relacdo entre a atividade da AOX e o estado de reducdo do pool de ubiquinonas era
0 mesmo para as oxidagoes de NADH e do succinato. Na auséncia de piruvato a AOX
apresentou uma aparente diminuicdo na afinidade pela ubiquinona reduzida e isto
era mais evidente com a oxidacdo de NADH do que com succinato, possivelmente
devido a produgdo de piruvato durante oxidagdo do succinato ou pela ativacdo da
AOX diretamente pelo succinato. Foi mostrado também que, em mitocOndrias de
Arum, durante a oxidagao de succinato, a AOX manteve o pool de ubiquinonas
parcialmente reduzido (60%), enquanto que durante a oxidagao 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 oxigénio nos tecidos (termogénico e nao

termogénico) era semelhante.
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FIGURA 4 -Estimulacdo da AOX, de mitocdndrias de plantas, por malato e succinato

através do fluxo de elétrons do “pool” de quinonas e do metabolismo do piruvato na
matriz mitocondrial. SDH - Succinato desidrogenase; AOX - Oxidase alternativa; * -
Ativacao pelo piruvato. (MILLAR et al., 1996)




4- Sitio de Ligacao do Piruvato

UMBACH E SIEDOW (1996) afirmaram, utilizando mitocondrias isoladas de
cotilédones de soja (Glycine max) e de inflorescéncias de Arum maculatum, que o
sitio de ligagdo do piruvato a AOX era um grupo sulfidrila diferente daquele
responsavel pela ligagdo dissulfeto envolvido com o estado de reducdo da enzima.
Através do uso de reativos sulfidrilas (iodoacetato e N-etilmaleimida) eles
demonstraram que a ativa¢cdo da AOX por a-ceto acidos parece envolver a formacao
de um thiohemiacetal. Segundo os mesmos autores, os dois residuos de cisteina
conservados na proteina da AOX seriam suficientes para responderem as condigdes
ja conhecidas de atividade da AOX: o estado reduzido do dimero e a presenca de
piruvato, postulando ser o residuo de cisteina localizado mais préximo da membrana
(Cys-128) responsavel pela formacdo do thiohemiacetal e o residuo mais préximo ao
NH, - terminal (Cys-78) responsavel pelo estado de redugdo da enzima. Porém
RHOADS et al. (1998), utilizando mutantes para os residuos de cisteina Cys-78 e
Cys-128, em oxidase alternativa de Arabidopsis, demonstraram que apenas o residuo
Cys-78 estava envolvido com a producdo das formas reduzida (ativa) e oxidada
(inativa) da AOX e que este mesmo residuo era o sitio de ativacao por a-cetodcidos
pela formacgdo de um tiohemiacetal, enquanto que o residuo Cys-128, localizado mais
proximo a membrana mitocondrial interna, ndo pareceu estar diretamente envolvido
em nenhum destes processos regulatorios. Eles afirmaram que no estado oxidado o
dimero da oxidase alternativa mantém suas subunidades unidas através de uma
ligacdo dissulfeto que bloqueia a agdo de a-cetoacidos no seu sitio de atuacdo: o
residuo de cisteina Cys-78. Esta ligacdo dissulfeto pode ser reduzida pela adicdo de
uma agente redutor ou possivelmente por uma tioredoxina redutora enddgena. A
sulfridila livre do residuo Cys-78 pode entdo reagir com o piruvato ou outro o-
cetoacido formando um tiohemiacetal, 0 que resulta no aumento da atividade da

enzima. (Figura 5)
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FIGURA 5 - Esquema da ativagdo da oxidase alternativa por o-cetodcidos. =S=PIR

indica o tiohemiacetal =S=COH(R)CO.’, onde R= CHj3, para o piruvato (RHOADS et
al., 1998).




OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

a) caracterizar e quantificar a atividade da oxidase alternativa através da avaliagdo
do transporte de elétrons resistente ao CN™ e a antimicina A;

b) estudar o efeito do pH sobre a respiragao resistente ao CN, como meio de
determinar o pH 6timo de a¢do da oxidase alternativa;

c) determinar o efeito de succinato e piruvato na modulagao da respiracao resistente
ao CN;

d) estudar o efeito do pH sobre a respiracdo resistente ao CN* por succinato e
piruvato.

20




MATERIAL E METODOS

1 - MATERIAL VEGETAL

O feijdo de corda foi classificado por Verdcourt, em 1970, como uma
dicotiledonea, pertencente a ordem Fabales, Familia Fabaceae, sub-familia
Faboideae, tribo Phaseoleae, sub-tribo Phaseolinae, género Vigna, espécie Vigna
unguiculata (L.) Walp. As cultivares utilizados neste trabalho foram escolhidos devido
a suas diferentes tolerancias ao estresse salino, sendo a cultivar Vita 3 menos
sensivel do que a cultivar Vita 5.

Sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivares Vita 3 e Vita 5, fornecidas
pelo Banco de Sementes do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Ceara, foram imersas, por 10 minutos, em solu¢do de hipoclorito de sddio (NaOCl) a
0,5%, para remogdo de possiveis esporos de fungos presentes no tegumento das
sementes, sendo em seguidas lavadas exaustivamente em agua corrente para
remogao do NaOCI. Apds este tratamento as sementes foram imersas em agua milli-
Q, por um periodo de 3-4 horas, até que atingissem, aproximadamente, o dobro do
tamanho inicial sendo entdo incubadas em camara fria por aproximadamente 18
horas. Esses tratamentos visaram possibilitar uma germinagao mais uniforme.

A germinagao das sementes foi feita em papel de filtro (ver necessidade de
referéncia), de 25 a 30 sementes por 1/4 de folha, embebido com agua milli-Q
(controle) e com uma solugdo de NaCl 100 mM (estresse), no escuro a temperatura
ambiente (+ 25 °C), por sete dias quando as plantulas eram colhidas e os hipocétilos
separados dos epicétilo e raizes para proceder-se o isolamento e purificacdo da
fracao mitocondrial.

2 - EXTRAGAO DA FRAGCAO MITOCONDRIAL

As mitocondrias foram isoladas dos hipocdtilos das plantas estioladas pelo
método de IKUMA, 1970, modificado por SILVA LIMA et al..(1977). Os hipocétilos
(800 g) foram cortados em pedacos de aproximadamente 5 cm, lavados com agua

fria e triturados em liquidificador marca WALLITA, modelo BETA com um meio de
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extracao (2500 ml), previamente resfriado, contendo: Manitol 0,35 M, EDTA 1,0 mM,
L-Cisteina 4,0 mM, BSA 0,1 % (p/v) em tampdo TRIS-HCI 6,0 mM sendo o pH
ajustado com HCl 0.1 M para 8,0. Os hipocétilos foram separados em 4 porgbes de
200 g. que eram trituradas com + 300 ml de meio utilizando-se 4 pulsos de 1
segundo em velocidade minima, sendo o homogenato obtido filtrado em tela de
nylon com malha de 150 um. A seguir os hipocétilos macerados eram submetidos a
nova trituragao, procurando-se manter as proporgoes iniciais (200 g/ 300 ml do meio
de extracdo), com 4 pulsos de 1 segundo na velocidade minima e 1 pulso de 3
segundos na velocidade maxima. O novo homogenato resultante era filtrado na
mesma tela. Os residuos dos hipocétilos eram entdo descartados e o homogenato
resultante das trituracbes era submetido a centrifugacdo diferencial, conforme o
esquema da figura 6. Todo o processo de obtencdo do homogenato foi feito em
baixa temperatura e o pH do mesmo, quando necessario foi mantido em torno de 7
com KOH 0,1 M.

O processo de centrifugacgdo foi realizado em centrifuga refrigerada marca IEC
modelo B-22 M, a temperatura de 4 °C. A primeira centrifugacdo foi realizada a
1100xg com rotor IEC CAT-877 por 10 minutos, o precipitado obtido era descartado
e 0 sobrenadante submetido a nova centifugacdo a 9500xg, no mesmo rotor, por 20
minutos. O sobrenadante obtido era descartado e o precipitado, onde se encontrava
a fracdo mitocondrial era ressuspenso em meio de lavagem, contendo Manitol 35
mM, e BSA 0,1 % (p/v) em tampao TRIS-HCI 25 mM, com pH ajustado para 7,2.
Essa ressuspensao era feita com baixo volume de meio de Ilavagem,
aproximadamente 1 ml, com ajuda de um pincel de cerda macia, de modo suave
para ndo romper as membranas mitocondriais. Os precipitados ressuspensos eram
transferidos para um Unico tubo de centrifuga que tinha seu volume completado com
meio de lavagem e submetidos a centrifugacdao 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
centrifugacdo, continha a fragdo mitocondrial bruta, que seria entdo purificada. A
purificacdo da fracdo mitocondrial era feita em gradiente de Percoll a 28 % formado

em uma solugdo contendo Sacarose 0,3 M, EDTA 1 mM e BSA 0,1 % (p/v) em
tampao TRIS-HCI 10 mM pH 7.2, conforme descrito por JOLIVET et a/ (1990).
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A fracdo mitocondrial, aproximadamente 1,0 ml era colocada sobre o
gradiente de Percoll a 28% e submetida a centrifugagdo a 30000xg em rotor IEC
CAT-875 por 45 minutos, resultando uma separagdo como esta esquematizado na
Figura 6. A fracdo mitocondrial era removida com auxilio de uma pipeta, diluida 10
vezes em meio de lavagem e recentrifugada a 12500xg em rotor IEC CAT-875 por 15
minutos. O precipitado obtido era ressuspenso em aproximadamente 20 ml de meio
de lavagem e submetido a nova centrifugagao com 12500xg , no mesmo rotor por 10
minutos, obtendo-se um precipitado que continha as mitocondrias purificadas. As
mitocondrias purificadas eram ressuspensas em 0,5 ml de meio de lavagem
(resultando num volume final de + 1 ml), mantido em gelo durante a realizacdo dos

ensaios.

3 - DETERMINAGAO DA PROTEINA MITOCONDRIAL

A concentragdo de proteina mitocondrial foi determinada pelo método do
biureto modificado por GORNALL et a/. (1949). A modificacdo consistiu na adicao de
colato de sddio, visando a solubilizagdo das proteinas das membranas.

Os reagentes foram adicionados na seguinte sequéncia: colato de sodio, em
concentracdo final de 0,25 %. hidroxido de sddio, em concentracgdo final de 8,0 %,
aliquota de 50 pl da fracdo mitocondrial e sulfato de cobre, em concentracao final
de 1,0%, em um volume final de 3,0 ml. Apds 15 minutos, tempo necessario para
desenvolvimento da coloragdo caracteristica do biureto, as leituras era feitas em
espectofotdmetro marca PHARMACIA BIOTECH, modelo ULTROSPEC 2000, em 540
nm. A leitura da absorbancia da amostra foi feita contra um padrao branco composto
dos reagentes supracitados com excecao da aliquota da fracdo mitocondrial. A
concentragdo de proteina foi determinada em relagdo a uma curva padrao de BSA.

Em média partindo-se de 800 g de hipocdtilos eram obtidas de 40 a 60 mg de

proteina mitocondrial/ml.
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FIGURA 6 - Esquema de extracao e purificacdo das mitocondrias de hipocétilos
de Vigna unguiculata.




4 - ENSAIOS POLAROGRAFICOS

Os ensaios polarograficos, visando medir o consumo de oxigénio pelas
mitocdndrias foram realizados em um oxigrafo marca GILSON, modelo K-CI,
polarizado com 0,8 V, utilizando-se um eletrodo de oxigénio tipo Clark acoplado a
uma cadmara de reacdo de volume igual a 1.9 ml. Este eletrodo é constituido por um
catodo de platina e um anodo de prata unidos por uma ponte de KCl 2 M isolada do
meio por uma membrana de polietileno, conforme esquema mostrado na figura 7. O
oxigénio atravessa a membrana sofrendo redugdo na superficie do catodo que se
encontra polarizada; a despolarizagao resultante desse processo de oxidacdo do
catodo gera uma corrente que €& estequiometricamente relacionada com a
quantidade de oxigénio reduzido. Esta corrente é amplificada e transmitida a um
registrador. A velocidade de difusdo do oxigénio através da membrana depende do
gradiente de pressdo existente entre a amostra e a superficie do eletrodo, sendo,
assim, uma medida direta da concentracdo de oxigénio presente no meio. Todos os
ensaios foram realizados a temperatura ambiente (x 25 °C). O meio de fosforilagdo
consistia de: Manitol 0,35 M, MgCl, 6,0mM, KCI 10 mM, BSA 0,1% e KH.POs I0OmM. O
pH do meio variou de acordo com o tipo e a necessidade do ensaio e o volume final
da cubeta foi sempre 1,9 ml, sendo a homogeneizagao garantida por um pequeno
agitador magnético anexado a camara de reacao.

4.1. CALCULO DO CONSUMO DE OXIGENIO

A quantidade de oxigénio em uma solugao pode ser calculada a partir do seu
coeficiente de solubilidade, que é dependente da temperatura e da composicdo
eletrolitica.

No presente trabalho, realizado a 25 °C, o consumo de oxigénio foi em
presenga de manitol, sendo a concentracdo de O, dissolvido no meio de fosforilacdo,
segundo FERNANDES DE MELO (1978), igual a 222 uM, portanto a concentracdo de
oxigénio na camara de reacdo era de 421 nmoles/1,9 ml o que equivale a 842

natomos de oxigénio/1,9 ml.
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FIGURA 7 - Esquema da cuba de reagao e do eletrodo para oxigénio tipo Clark.
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Partindo-se da altura do papel do registrador, 185 mm, determinou-se que

cada milimetro correspondia ao consumo de 2,3 nmoles de O, ou 4,6 natomos de
oxigénio, sendo a velocidade de consumo de oxigénio determinada a partir da

seguinte expressao:
V=Cx hxt?, onde:
V = velocidade de consumo de oxigénio em nmoles de O, . min™ ;

C = 2,3 - constante equivalente ao consumo de oxigénio em nmoles por milimetro
de altura do papel;

h = altura em milimetros percorrida ao longo do papel, varidvel em funcdo da
origem e integridade da preparacao mitocondrial, substrato e vigéncia ou ndo de
ADP;

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

4.2 CALCULO DO CONTROLE REPIRATORIO

O Controle Respiratério foi determinado sempre no pH 7,25 e em ensaios
especificos nos pHs 6,25 e 7,75, utilizando-se como substrato NADH (1.0 mM) e
adigbes sucessivas de ADP (78 uM), e mensurados segundo CHANCE & WILLIAMS
(1956) a partir da seguinte expressao:

CR. = V3/V, onde:
C. R. = Controle respiratdrio (coeficiente);

V3 = velocidade do consumo de oxigénio no estado 3, em presenca de substrato e
ADP;

V,; = velocidade do consumo de oxigénio no estado 4, em presenca apenas do
substrato.

Na determinagado do C.R. foi utilizado o segundo estado 4
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4.3 CALCULO DA RELACAO ADP /O

A relacdo ADP/O indica o nimero de moléculas de ADP acopladas ao consumo
de oxigénio ao longo da cadeia transportadora de elétrons. Segundo CHANCE &
WILLIAMS (1956) o consumo de oxigénio de uma suspensdo de mitocondrias em meio
isot6nico aumenta na presenca de um substrato e a adicdo de ADP provoca um aumento
imediato na taxa de utilizacdo de oxigénio. A duracdo do aumento de taxa de consumo
do oxigénio é dependente da concentracdo de ADP adicionada meio de reacdo, sendo
que a quantidade de oxigénio utilizado € proporcional a quantidade de ADP fosforilado a
ATP e pode ser calculada diretamente dos tragados polarograficos.

Partindo-se da premissa de que a preparacao mitocondrial esteja integra, essa
relacdo varia segundo os valores tedricos de 2 ou 3, de acordo com o substrato
oxidado.

A relacdo ADP/O foi calculada segundo CHANCE & WILLIAMS (1956), através
da seguinte expressao:

ADP/O = ADP x h* x C onde:
ADP = nmoles de ADP adicionados ao meio de reagao;

h = altura em milimetros, percorrida ao longo do papel, na vigéncia do consumo de
ADP e de substrato indicativa do estado 3;

C = 4,6 - constante equivalente ao consumo de oxigénio em natomos por milimetro
de altura do papel.

4.4 AVALIAGAO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA EXTERNA

A integridade da membrana mitocondrial externa foi avaliada comparando-se
a oxidagao de citocromo ¢ pelo ascorbato, em presenga de meio isotonico e meio
hipot6nico, conforme descrito por NEUBURGER et a/. (1982), em pH 7,25. O principio
desta avaliagdo é que a molécula do citocromo ¢ reduzida pelo ascorbato é oxidada

pela cadeia transportadora de elétrons por ocasido da ruptura da membrana




mitocondrial externa, que por sua vez é impermedvel ao citocromo ¢ O estimulo do
consumo de oxigénio pelo citocromo ¢ reduzido é fungdo do grau de ruptura da
membrana externa, sendo o estimulo maximo obtido sob condigdes hipotonicas.
Assim, o grau de integridade da membrana externa foi avaliado através da
comparagdo do consumo de oxigénio entre os dois meios, sendo expresso em
percentagem.

No ensaio em meio isotonico (meio de fosforilagdo) foram feitas as seguintes
adigdes: 1 mg de proteina mitocondrial, ascorbato 5 mM, citocromo ¢ 8 mM e KCN 1

mM em um volume final de 1,9 ml.

No ensaio em meio hipotonico inicialmente 1 mg de proteina mitocondrial era
adicionada a 0,9 ml de agua milli-Q e a mistura homogeneizada, a alta velocidade,
por 3 minutos. Em seguida eram adicionados 0,9 ml de meio de fosforilacdo,
ascorbato 5 mM, citocromo ¢8 mM e KCN 1 mM, em um volume final de 1,9 ml.

A inibicdo do consumo de oxigénio pelo KCN, em ambos os meios, demonstra
a participacao da citocromo oxidase mitocondrial.

5 - AVALIACAO DA VIA INSENSIVEL AO CN'

A via insensivel 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 reagao.

Nos ensaios destinados a estudar o comportamento da via insensivel ao KCN,
em estado 4, o substrato utilizado foi NADH (1 mM) em presenca e auséncia de DTT
(2.5 mM) sendo adicionado posteriormente 1 mg de proteina mitocondrial. A via
citocrémica era entdo inibida com adigdo de KCN (1 mM) ou Antimicina A 4 uM e o
consumo de O, observado foi atribuido a respiracdo insensivel ao CN’, sendo esta
inibida pela adigao de n-propil galato. Nos ensaios para avaliacdo da via insensivel ao
KCN no estado 3, em presenca e auséncia de DTT 2,5 mM apds a adicdo da proteina
mitocondrial (1 mg) era adicionado ADP 78 mM e em seguida era feita a inibicao da

via citocromica e da respiragao insensivel ao CN” como descrito anteriormente.
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6 - AVALIACAO DO EFEITO DE PIRUVATO E SUCCINATO

Os ensaios destinados a estudar a modulacdo (estimulagao) da AOX foram
realizados nos pH 6.25, 7.25 e 7.75 utilizando-se como substrato NADH (1 mM) em
presenca e auséncia de DTT (2.5 mM) tendo sido mensurado o efeito de piruvato nas
seguintes concentragdes: 5, 10, 50, 100, 250 e 500 uM, e 1, 5, 10, 15, 20 e 25 M.
Para o succinato foram utilizadas as concentragoes de: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32,
36 e 40 mM. Essas concentracoes foram adicionadas (de forma ndo acumulativa)
apos a inibigao da via citocromica pelo KCN, conforme descrito anteriormente.

7 - DETECGAO E AVALIAGAO DO ESTADO REDOX DA AOX

O principio da técnica de immunoblotting é a detecgao de proteinas depois da
imobilizacdo delas em membranas com ajuda de anticorpos como marcadores das
enzimas. O método consiste imobilizar as proteinas em uma membrana seguida da
incubagdo com anticorpos especificos, que sao posteriormente marcados com uma
enzima que revelara sua atividade através do uso de técnicas imunoquimicas.

O método implica em 3 etapas: a separacao das proteinas por eletroforese em
gel de poliacrilamida; a transferéncia das proteinas do gel para uma membrana de
nitrocelulose; e a identificacdo das proteinas com o uso de anticorpos especificos.

Esta avaliacdo foi conduzida para verificar o estado redox da oxidase
alternativa na auséncia e presenga de DTT e assegurar que a concentracao de DTT
utilizada era suficiente para deixar a AOX na sua forma mais ativa, a forma reduzida.

7.1. ELETROFORESE EM SISTEMA SDS-PAGE
7.1.1. - Preparacao das amostras

Duas amostras de proteina mitocondrial (0.5 mg) foram incubadas em 0.95 ml
meio de reagdo, nos pH 6,25, 7.25 e 7,75, em presenga e auséncia de DTT (2.5 mM),

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

obtido foi ressuspenso em 80 pul de tampao Tris pH 7,2 e adicionado 20 pl do corante
da amostra composto de Azul de Bromofenol (2 %) e Glicerol (25 %) em tampao
TRIS pH 7,0. Apds agitacdo 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. - Preparagao dos géis de poliacrilamida

Os géis de poliacrilamida foram preparados de acordo com método de
LAEMMLI (1970) em presenca de SDS, conforme o seguinte protocolo:

a) Main gel (12 %):

Tris-HCI1,5M,pH 8,8 - 2,5ml
SDS 10 % (p/v) - 100 pl
bis-acrilamida 30 % - 4 ml

TEMED - 8,5l

Persulfato de Aménia 15% - 85 pl

Agua mili-Q - 3,3ml

b) Stacking gel (4 %)
Tris-HClI 1,0M,pH 6,8 - 0,63 ml
SDS 10 % (p/v) - 50 ul

bis-acrilamida 30 % - 0,65 ml

TEMED - 54l




Persulfato de Amoénia 15 % - 25 pl
Agua millli-Q - 3,7 ml

Este protocolo permitia a confeccdo de dois géis com as seguintes dimensoes:
largura 8,0 cm, altura 6,0 cm e espessura de 1 mm.

7.1.3 - CondigOes de corrida das eletroforeses

Aliquotas de 20 ul das amostras, correspondendo a 100 ug de proteina
mitocondrial foram aplicadas nos géis de poliacrilamida e submetidas a eletroforese
sob 40 mA por aproximadamente 75 minutos. No mesmo gel foi aplicado uma
solugao de marcadores de peso molecular variando de 16 a 90 kDa

7.2. PREPARAGCAO DO IMMUNOBLOTTING

A técnica de immunoblotting consiste na transferéncia de proteinas de um gel
de poliacrilamida para uma membrana de nitocelulose. O esquema de montagem do
conjunto de transferéncia € mostrado na Figura 8. No presente caso a transferéncia
foi realizada para uma membrana de nitrocelulose, marca SIGMA, com poros de 0.2
um em uma cuba de eletrotransferéncia vertical marca HOEFFER com uma solucdo
tampao de transferéncia composta de glicina 39 mM, SDS 0,0375 % (m/v) e metanol
20 % (v/v) em tampao TRIS 48 mM pH 7,2, em um volume final de 1500 ml, sob as
condicbes de amperagem constante de 200 mA fornecida por uma fonte marca
PHARMACIA BIOTECH, modelo EPS-600. O tempo de transferéncia foi funcdo do
numero de géis que foram transferidos, sendo necessario 2 horas por gel na cuba de
transferéncia. Todo o processo ocorreu em camara fria, sendo a agitacdo do tampdo
de transferéncia realizada por um agitador magnético

Apoés a transferéncia as membranas eram imersas numa solucdo corante de
Ponceau a 0,5% ( 0,5 g do corante de Ponceau, 1,0 ml de acido acético glacial e 100

ml de agua milli-Q q.s.p.) por 10 minutos seguida de lavagem com agua destilada
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FIGURA 8 - Esquema da sequéncia de montagem do conjunto para transferéncia de
proteinas do gel de poliacrilamida para a membrana de nitrocelulose
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para remogao do excesso de corante, quando entdo era visualizada a presenga das
proteinas na membranas e marcadas (com caneta esferografica) a posicao dos
marcadores de peso molecular). Em seguida, os géis foram incubados, em geladeira,
por aproximadamente 18 horas, com uma solugdo tampao de PBS com 2 % de leite
desnatado marca MOLICO (NESTLE), para bloquear dos sitios ativos livres da

membrana.

O tampao PBS era constituido por:
NaCl - 40,0g
KCl - 1,0g
Na,HPO,.7H,0 - 5,759
KHPO, - 1.0g

H.0 milli-Q q.s.p. - 500 ml

Essa solugdo tinha o pH ajustado para 6,5 e era considerada estoque sendo diluida
10 vezes por ocasiao de seu uso.

7.3. REVELAGAO DO IMMUNOBLOTTING

Apés a incubagao as membranas eram lavadas, 2 vezes por 15 minutos, com
0 mesmo tampado acrescido de TWEEN-20 (20% v/v), sob agitacdo. A membrana
lavada era imersa em tampao PBS contendo o anticorpo monocional PM 043 isotipo
G1, fornecido pela GT Monoclonal Antibodies (Lincoln, USA) especifico para AOX
desenvolvido em camundongo, dirigido contra AOX de Sauromatum guttatum,
(denominado anticorpo primario) numa diluicdo de 1/1000. Esta imersdo foi mantida
sob agitagdo durante 2 horas, em placa de petri, a temperatura ambiente (+ 25 °C).

Seguiu-se 2 lavagens das membranas, por 15 minutos, com tampao PBS acrescido
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do TWEEN-20 (20% v/v). Em seguida, as membranas eram transferidas para placas
de petri contendo a um anticorpo com peroxidase conjugada (anticorpo secundario)
desenvolvido em ovelha contra imunoglobulina de camundongo (NXH 931 fornecido
pela LIFE SCIENCE), ficando sob agitacdo por 2 horas a mesma temperatura
ambiente. As membranas foram novamente lavadas nas mesmas condigdes e foram
colocadas em uma solugao reveladora, com substrato para peroxidase, composta de
diaminabenzidina (DAB) 0,1g/ml e Cloreto de Niquel (NiCl;) 0,4 g;/ml em tampao
TRIS-HCI 100 mM pH 7,2, sendo adicionado 12,5 ul de Perdxido de Hidrogénio
(H,02) 30 v 5 % (v/v) sendo mantidas no escuro a temperatura ambiente (+ 25 °C),
por aproximadamente 30 minutos, quando entdo a reagao era interrompida com a
lavagem da membrana em agua destilada. As membranas eram secas, envolvidas em

filme de PVC e posteriormente fotografadas.
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RESULTADOS

1 - CARACTERIZAGCAO FUNCIONAL DA FRACAO MITOCONDRIAL

Para avaliacdo da fracdo mitocondrial foram considerados os seguintes
parametros: a integridade da membrana externa, a relagdo ADP/O e o controle
respiratorio (CR)

1.1- Integridade da Membrana Externa

A Figura 9 mostra uma avaliagdo da integridade das mitocondrias purificadas
de hipocétilos de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5. Os tracados polarogréficos
revelam o estado de integridade da membrana mitocondrial externa com as
mitocOndrias incubadas em meios isotonico (A) e hipotonico (B) na presenca de
Ascorbato 5 mM, Citocromo ¢ 8 mM e KCN 1 mM em pH 7,25. Pode-se observar
que as mitocondrias em meio isoténico (A) ou seja, sem ruptura induzida pela
tonicidade do meio, apresentam um consumo de oxigénio de 13,8 nmoles de O, . mg
de proteina™ . min™, decorrente da redugdo do citocromo ¢ pelo ascorbato devido a
um certo grau de ruptura da membrana mitocondrial externa, ocasionado pelo
processo isolamento mitocondrial. J& em meio hipotonico (B) onde as mitocdndrias
estariam submetida a um grau maximo de disrupcdo, o consumo de oxigénio foi de
82,8 nmoles de O, . mg de proteina™ . min™, isto é, 6 vezes mais elevado do que o
observado com as mitocondrias em meio isotonico. Estes resultados permitem
estimar, conforme esta descrito em Material e Métodos, a integridade mitocondrial
que foi de 83,3%. Em todos o0s ensaios realizados o grau de integridade da
membrana externa foi superior a 80 %

1.2 - Relagdes ADP/O e C.R.

A Figura 10 apresenta o consumo de oxigénio da fracdo mitocondrial
purificada de hipocétilos de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5 tendo NADH como
substrato oxidavel seguido de sucessivas adigdes da ADP, nos pH 6.25 (A), 7.25 (B) e
7.75 (C). Apos as adigoes de ADP foram medidos o consumo de oxigénio nos estados
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FIGURA 9 - Consumo de oxigénio dependente de ascorbato e citocromo ¢ de
mitocondrias, de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivar Vita 5, purificadas em
gradiente de percoll a 28 % . Os nimeros ao longo dos tracados referem-se ao
consumo de oxigénio em nmoles de O, . mg de proteina™. min™. Nota-se que pelo
elevado consumo de O, pelas mitocondrias rompidas que a integridade das

mitocondrias
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0,1 mM

FIGURA 10 - Oxidacdo do NADH por mitocondrias purificadas de Vigna unguiculata
(L.) Walp. nos pHs 6,25 (A), 7,25 (B) e 7,75 (C). Os nimeros ao longo dos tracados
indicam o consumo de oxigénio em nmoles de O, . mg de proteina™ . min™ nos 22 e
32 ciclos de fosforilagao.




3 e 4, e foram determinados os C.R. e as relagdes ADP/O, como esta descrito em
Material e Métodos. As demais preparagdes escolhidas para serem utilizadas com
outros objetivos apresentavam sempre tragados comparaveis aos da Figura 10,
tomados como padrdo. A escolha do NADH como substrato oxidavel para os estudos
com as mitocondrias de hipocétilos de Vigna unguiculata (L) Walp cv Vita 5 , deveu-
se ao fato de ser esse substrato, dentre os previamente testados, 0 que ocasionava
valores de consumo de oxigénio mais elevados pelas mitocondrias (Tabela 1). Quatro
ciclos de fosforilacdo nas mitocondria purificadas foram desencadeados pelas adigoes
sucessivas de ADP, em 3 pHs com NADH como substrato oxidavel, sempre
mostrando maior velocidade de consumo de oxigénio na vigéncia do estado 3, com
valores comparaveis aos encontrados em mitocondrias de sorgo por FERNANDES DE
MELO (1978) E POR Bowman et a/. (1976), citado por FERNANDES DE MELO (1978),
em mitocondrias de feijdo. Para fins de avaliacdo das relagdes ADP/O e do C.R.
foram utilizados os valores de consumo de oxigénio, em nmoles de O, . mg de
proteina® . min™, nos estados 3 e 4 durante os 22 e 3° ciclos de fosforilagdo, sendo
esses valores apresentados na Tabela 2.

Pode-se observar, na Tabela 2 que as relagdes ADP/O apresentaram peguenas
diferencas em si, porém, sendo compativeis com os valores tedricos atribuidos ao
sistema da desidrogenase do NADH exdgeno, encontrado em mitocondrias vegetais.
Os valores obtidos para os CR, mostrados na mesma Tabela 2, tiveram uma maior
variacdo entre os pH e entre os dois ciclos dentro de um mesmo pH, porém todos os
valores obtidos foram compativeis e comparaveis com os valores existentes na
literatura para oxidagao de NADH.

Alguns autores afirmam que o controle do pH, a ruptura celular e o acimulo
de compostos danosos sdo dificuldades apresentadas nos métodos de isolamento da
fracdo mitocondrial de células vegetais (IKUMA, 1970 E PALMER, 1976), sendo
portanto comum que os valores encontrados para os parametros de avaliacdo da
fracdo mitocondrial sejam inferiores aos obtidos com fragdes mitocondriais de células
animais, nao indicando, porém, uma baixa qualidade da fragao obtida (FERNANDES
DE MELO, 1978). Os resultados obtidos nos ensaios para caracterizacdo da fragdo

mitocondrial mostraram que as mesmas estavam em conformidade com aquelas
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TABELA 1 - Oxidagao de diferentes substratos e via cianeto resistente em diferentes pHs em condigdes controle e de estresse salino

em mitocOndrias de dois cultivares de Vigna unguiculata (L) Walp, Vita 3 e Vita 5.

pH 6,25 7,25 1,75

SUBST MAL SUC NADH |MAL +GLU SuC NADH |MAL + GLU SUC NADH

EST3 KCN EST 3 KCN EST3 KCN|EST3 KCN EST3 KCN EST3 KCN [EST3 KCN EST3 KCN EST3 KCN

VITA3C |128,6 30,2 134,7 78,3 168,2 18,6 | 92,3 22,6 144,8 48,2 168.0 10,4 | 1248 17,2 131,3 24,2 1419 7,1
VITA3E |126,3 32,3 1389 81,2 170,6 19,2|90,7 21,4 142,7 50,3 170,6 11,3 | 122,6 19,4 132,7 26,7 146.7 17,9

VITASC |131,9 91,7 142,6 859 172,0 19,8 93,0 20,7 154,9 53,7 172,5 10,2 | 119,2 18,9 1349 25,1 1452 64

VITASE [129,2 30,2 132,6 83,2 1659 18,6 | 96,4 22,7 1483 47,9 161,5 10,2 | 121,2 19,1 137,1 25,8 1424 6,4

Consumo de oxigénio (nmoles O, . mg de prot™ . min™) da fragdo mitocondrial ndo purificada dos cultivares VITA 3 e VITA 5 em
condigdo controle (C) e em presenga de 100 mM de NaCl (E), durante a oxidagdo dos substratos: malato 13 mM (MAL), malato 13
mM + glutamato 3 mM (MAL + GLU), succinato 8 mM (SUC) e NADH 1 mM.
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TABELA 2 - Valores dos Controles Respiratério (C.R.) e das relagdbes ADP/O das
fracdes mitocondriais ndo purificada de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, em
condicdo controle, durante os 2° e 3° ciclos de fosforilagdo, em presenca de NADH
1mM e sucessivas adicdes de ADP 78 mM, nos pHs 6,25, 7,25 e 7,75

22 Ciclo 32 Ciclo Média (| )*
pH C.R. ADP/O LR ADP/O CR. ADP/O
6,25 25 1,6 3,0 1,8 2,7 1,7
7,25 2,4 1,9 2,0 : i 4 2,2 1,8
7,75 2,9 v 4 3,3 1,7 3,1 1,7

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

MILLER, 1972. DOUCE et al. 1973; DAY & WISKICH, 1974; PALMER, 1976 e
FERNANDES DE MELO, 1978.

2- VIA CIANETO RESISTENTE EM MITOCONDRIAS DE Vigna unguiculata (L.) WALP.
cv VITAS

DETERMINAGCAO DO CONSUMO DE OXIGENIO RESISTENTE AO CIANETO

O consumo de oxigénio resistente ao CN’, corresponde a atividade da via
alternativa de transporte de elétrons, resulta da agregacdo de KCN, reconhecido
inibidor da via citocromica. Esse consumo de oxigénio foi medido em auséncia e
presenca de ADP 78 mM e foi posteriormente inibido pela adicdo de n-propil galato
ao meio. A Figura 10 mostra a via cianeto resistente nos 3 pHs bem como sua
inibicdo por n-propil galato.

3 - DEFINICAO DO MODELO EXPERIMENTAL DE ESTUDO DA RESPIRACAQ
RESISTENTE AO CIANETO

Visando determinar as melhores condicdes para por em evidéncia a atividade
da oxidase alternativa dos dois cultivares de Vigna unguiculata (L.) Walp. com
diferentes susceptibilidade ao estresse salino, foram realizados ensaios onde o0s
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 condigGes controle e de estresse (100 mM).

Os resultados expressos na Tabela 1, mostraram ndo existir diferencas
marcantes no consumo de oxigénio, de mitocondrias ndo purificadas dos cultivares
Vita 3 e Vita 5 de Vigna unguiculata (L.) Walp., entre os 2 cultivares independente do
tratamento aplicado e do substrato oxidavel. Dentre os substratos, NADH foi o que
ocasionou um maior consumo de oxigénio, independentemente do pH. O consumo

de oxigénio resistente ao CN" mostrou-se ndo depender do cultivar nem do




tratamento, mas pareceu estar diretamente ligado ao substrato oxidavel e ao pH. No
pH 6,25 foram observados os maiores valores de consumo de oxigénio para os 3
substratos seguido dos pH 7,25 e 7,85. O succinato e o NADH foram os substratos
gue ocasionaram 0s maiores e menores valores de consumo de oxigénio resistente
ao CN respectivamente. Esses resultados indicaram que a atividade da via resistente
ao CN" parece nao estar relacionada com o estresse salino, porém ser diretamente
influenciada pelo pH. A grande diferenca, de consumo de oxigénio 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 a/, 1995 e
MILLAR et al., 1996). Diante disso os efeitos do pH sobre a via resistente ao CN" e
sua estimulacdo por piruvato foram estudados tendo como substrato oxidavel o
NADH, que embora apresentasse menores niveis de atividade da oxidase alternativa,
seguramente nao estava envolvido na modulagdo de sua atividade. O cultivar Vita 5
em condicdo controle, por apresentar os maiores valores de consumo de oxigénio
quando o NADH era utilizado como substrato oxidavel, foi escolhido para a
elaboracdo do modelo experimental.

4 - DETECGAO DA AOX E DE SEUS ESTADOS REDOX

A deteccdo da oxidase alternativa (AOX) e da alteracdo de seu estado redox
provocada pela adicdo de DTT, foi realizada através de “immunoblotting” (ver
Material e Métodos) visando: (1) detectar a presenca da enzima na preparacdo
mitocondrial e (2) o seu estado redox, na auséncia de substrato oxidavel exdgeno. A
Figura 11 mostra que, em condicdo nativa (- DTT), a AOX encontrava-se quase que
totalmente, na sua forma oxidada (mondémero com 35 kDa), nos pHs 6,25, 7,25 e
7,75. Para assegurar que 0s ensaios com a oxidase alternativa fossem realizados com
a enzima na sua forma mais ativa (reduzida) foi utilizado DTT 2,5 mM, concentragao
que se mostrou suficiente para manter todo o “pool” da oxidase alternativa na sua
forma reduzida (dimero com 70 kDa), nos 3 pH testados, o que pode ser visto na

mesma figura (+ DTT).
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Oxidada

Reduzida

FIGURA 11 - Deteccdo, através de “immunoblotting”, da oxidase alternativa de
mitocondrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, e de seu estado
redox em diferentes pHs em auséncia e presenga de DTT. Mitocondrias: 100 pg, DTT
2,5 mM. As demais condigBes estdo descritas em MATERIAL E METODOS.




5 - FUNCIONAMENTO DA VIA ALTERNATIVA DE CONSUMO DE OXIGENIO
INSENSIVEL AO CIANETO

A determinagao do consumo de oxigénio pela via alternativa, catalisada pela
AOX foi realizada polarograficamente nos estados 3 e 4 com NADH 1 mM como
substrato oxidavel, em presenca e auséncia de DTT 2,5 mM utilizando-se como
inibidores da via citocromica KCN e Antimicina A (valores de consumo oxigénio
apresentados na Tabela 3). A andlise destes resultados mostrou que o consumo de
oxigénio da via resistente ao CN" sempre foi mais elevado em presenga 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
polarografica de consumo de oxigénio insensivel ao 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 presenca da AOX quando a preparacdo mitocondrial foi
previamente incubada com NADH 1 mM, ADP 78 mM e KCN 1 mM, em 3 diferentes
pHs, em presenca e auséncia de DTT, onde uma maior quantidade da forma
reduzida da oxidase alternativa é revelada em presenca de DTT.

6 - INFLUENCIA DO pH SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO RESISTENTE AO
CIANETO

Com o objetivo de determinar o efeito do pH sobre comportamento do
consumo de oxigénio 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 oxigénio resistente ao CN" foi
maior em pH dcido, atingindo um maximo no pH 6,25, decrescendo com a
alcalinizacgdgo do meio. Os resultados da curva confiimaram 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 vé-se que o 6timo de consumo de oxigénio foi
obtido no pH 6,25 , cerca de 2 vezes 0 consumo de oxigénio no pH 7,25 e 3 vezes 0

consumo no pH 7,75.
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Tabela 3 - Consumo de oxigénio insensivel ao KCN e a Antimicina A (nmoles de O,

presenga de DTT 2,5 mM, durante a oxidagdo de NADH 1 mM.

. mg de prot™ .

pH 6,25 T.25 1.75
Consumo de Oxigénio EST 4 EST 3 EST 4 EST 3 EST 4 EST 3
(nmoles de O, . mg de
protefna™ . 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
Insensivel a KCN 78 81 11 32 25 37 5 16 14 13 5 13
Insensivel a Antimicina A 76 81 9 29 21 29 5 14 12 14 4 13

Os valores representam médias de, no minimo, 3 repeticdes.

min™) de mitocdndrias
purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5, em diferentes pHs, nas condi¢des de estado 4 e estado 3 em auséncia e



pH 6.25 pH 7.25 pH 7.75

1 mM 2,5 mM

0z
sonmoles

nPGA
0,1 mM nPG
0,1 mM 0,1 mM

FIGURA 12 - Determinacao do consumo de oxigénio resistente ao CN™ nos pHs 6,25,
7,25 e 7,75, em mitocondrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5,
com NADH 1 mM como substrato oxidavel em presenca de DTT 2,5 mM. A via
citocromica foi inibida com KCN 1 mM. A via cianeto resistente foi inibida com n-
propil galato 0,1 mM. Os nimeros ao longo dos tragados indicam o consumo de

oxigénio em nmoles de O, . mg de proteina™ . min™.
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pH 6,25 pH 7,25 pH 7,75

FIGURA 13 - Determinacdo do consumo de oxigénio resistente a Antimicina A, nos
pHs 6,25, 7,25 e 7,75, em mitocdndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp.
cv Vita 5, com NADH 1 mM como substrato oxidavel em presenca de DTT 2,5 mM. A
via citocromica foi inibida com Antimicina A (AA) 4 pM. O consumo de oxigénio
resistente a Antimicina A foi inibido com n-propil galato 0,1 mM. Os nimeros ao
longo dos tragados indicam o consumo de oxigénio em nmoles de O, . mg de

proteina™ . min™.
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pH 6,25 pH 7,25 pH 7,75

R
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— oxidada

reduzida

FIGURA 14 - Detecgao, através de “immunoblotting”, da oxidase alternativa de
mitocondrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, e de seu estado
redox, com NADH 1 mM, como substrato oxidavel, ADP 78 mM e KCN 1 mM, em
presenca e auséncia de DTT 2,5 mM, em diferentes pHs,. Proteinas mitocondriais:
100 pg. As demais condicdes estdo descritas em MATERIAL E METODOS.




& & 3 8

Consumo de Oxigénio
(nmoles O, . mg proteina'l S min")
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FIGURA 15 - Efeito do pH sobre o consumo de oxigénio resistente ao CN" em
mitocdndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5. O consumo de
oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™ . min™) foi mensurado no meio de reagdo
com diferentes valores de pHs, com 1 mg de proteina mitocondrial em presenga de
NADH 1 mM, DTT 2,5 mM e KCN 1 mM.
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7 - EFEITO DE PIRUVATO E SUCCINATO SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO
RESISTENTE AO CIANETO.

Um possivel efeito modulador do piruvato e do succinato sobre o consumo de
oxigénio ao KCN, de mitocondrias purificada de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita
5, foi estudado com NADH 1 mM como substrato oxidavel, ADP 78 mM e KCN 1 mM,
em presenca e auséncia de DTT 2,5 mM nos pHs 6,25, 7,25 e 7,75.

A Figura 16 mostra o efeito de diferentes concentragdes de piruvato sobre o
consumo de oxigénio resistente ao CN" em presenga de DTT. No pH 6,25 houve um
estimulo crescente, no consumo de oxigénio resistente ao CN’, a partir de uma
concentragdo de 0,005 mM até 0,5 mM, onde se registrou um estimulo maximo, que
decrescia a seguir. No pH 7,25 o consumo de oxigénio resistente ao CN™ sé se
mostrou estimulado pelo piruvato a partir de uma concentracdo de 0,01 mM sendo
esse estimulo crescente até uma concentragao de 10 mM e permanecendo constante
para valores de concentragdao de piruvato superiores a 10 mM. Ja no pH 7,75 a
estimulagdo do consumo de oxigénio resistente ao CN™ pelo piruvato sé ocorreu a
partir de uma concentracgao igual a 0,05 mM, sendo esse estimulo crescente até uma
concentragao de piruvato da ordem de 20 mM, mantendo-se constante a partir dessa
concentragao.

A Figura 17 mostra o efeito de diferentes concentragoes de piruvato sobre o
consumo de oxigénio resistente ao CN, de mitocondrias purificada de Vigna
unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5, em auséncia de DTT. No pH 6,25 o piruvato induziu
um estimulo crescente no consumo de oxigénio resistente ao CN™ a partir de uma
concentragao de 0,005 mM até 0,5 mM, a partir da qual permanecia estavel até uma
concentragado da ordem de 5 mM decrescendo com concentragdes de piruvato
superiores a 5 mM. No pH 7,25 o consumo de oxigénio resistente ao CN™ sO se
mostrou estimulado pelo piruvato a partir de uma concentragao de 0,5 mM sendo
esse estimulo crescente até uma concentragdao de 15 mM e permanecendo constante
para valores de concentragdo de piruvato superiores a 15 mM. Ja no pH 7,75 a
estimulacdo do consumo de oxigénio resistente ao CN™ pelo piruvato sé ocorreu a
partir de uma concentragdo igual a 1 mM, sendo esse estimulo crescente até uma
concentragao de piruvato da ordem de 20 mM.
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FIGURA 16 - Efeito de diferentes concentragdes de piruvato sobre o consumo de

oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™ . min™) resistente ao CN’, em presenca de

DTT, em mitocondrias purificadas de Vigna unguiculata (L) Walp cv Vita 5, em meio

de reacdo com diferentes pHs (=@= 6,25; =Ml=7,25 € =A= 7,75) € com 1 mg de
proteina mitocondrial em presenca de NADH 1 mM, ADP 78 mM, DTT 2,5 mM e KCN
1mM.
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FIGURA 17 - Efeito de diferentes concentragbes de piruvato sobre o consumo de
oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™ . min) resistente ao CN’, em auséncia de
DTT , em mitocOndrias purificadas de Vigna unguiculata (L) Walp cv Vita 5, em meio

de reacao com diferentes pHs (=@= 6,25; =M=7,25 e =A= 7,75) e com 1 mg de

proteina mitocondrial em presenca de NADH 1 mM, ADP 78 mM e KCN 1mM.
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A comparacdo dos efeitos de diferentes concentracdes de piruvato, em
presenca e auséncia de DTT, sobre o consumo de oxigénio resistente ao CN’, de
mitocondrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5, permitiu observar-
se que: (a) a respiracao resistente ao CN™ apresentou valores mais elevados em
presenca de DTT 2,5 mM, (b) na presenca de DTT 2,5 mM o piruvato apresentou um
efeito estimulatério em concentragbes inferiores aquelas necessarias para a
estimulacdo na auséncia de DTT, e; (c) o efeito estimulatério das diferentes
concentragbes do piruvato esteve diretamente relacionado com o pH, sendo
necessarias maiores concentragdes, para se atingir um maximo de estimulo, com a
elevacao do pH (Figuras 16 e 17).

Na figura 18 mostram-se os resultados obtidos com diferentes concentragdes
de succinato sobre a respiracao resistente ao CN, de mitocndrias purificadas de
Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5, em presenca de DTT 2,5 mM No pH 6,25 o
succinato apresentou uma estimulagdo crescente, no consumo de oxigénio resistente
ao CN’, a partir de uma concentracao de 0,5 mM até 5 mM, onde se registrava um
maximo estimulo, que decrescia em presenca de concentragdes superiores a 5 mM
de succinato. No pH 7,25 o consumo de oxigénio resistente ao CN" sé se mostrou
estimulado pelo succinato, a partir de uma concentracdo de 1 mM sendo esse
estimulo crescente até uma concentracdo de 8 mM decrescendo com valores
superiores a essa concentracao de succinato. No pH 7,75 a estimulagao do consumo
de oxigénio resistente ao CN™ pelo succinato s foi observada a partir de uma
concentragdo de 5 mM, sendo esse estimulo crescente até a concentracdo de 16
mM, decrescendo com concentragOes de succinato superiores a esse valor. Observa-
se ainda que, os maximos valores de estimulagdo no consumo de oxigénio resistente

ao CN" nos 3 pHs apresentaram-se muito proximos

A Figura 19 mostra o efeito de diferentes concentracdes de succinato sobre o
consumo de oxigénio resistente ao CN, de mitocOndrias purificada de Vigna
unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5, em auséncia de DTT. No pH 6,25 o succinato
apresentou um estimulo crescente, no consumo de oxigénio resistente ao CN’, a
partir de uma concentracdao de 4 mM até 8 mM, onde se registrava um estimulo

maximo, que permanecia constante até a concentragao de 12 mM e decrescia em
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presenca de concentragdes superiores a 12 mM de succinato, chegando a provocar
uma inibigdo no consumo de oxigénio resistente ao CN". No pH 7,25 o consumo de
oxigénio resistente ao CN° mostrou-se estimulado pelo succinato a partir de uma
concentracdo de 4 mM sendo esse estimulo crescente até uma concentragao de 20
mM, permanecendo constante até a concentracdo de 28 mM, a partir da qual
observava-se um decréscimo no estimulo do consumo de oxigénio resistente ao CN°
produzido pelo succinato. No pH 7,75 a estimulacdo do consumo de oxigénio
resistente ao CN™ pelo succinato sé ocorreu a partir de uma concentragao igual a 4
mM, sendo esse estimulo crescente até uma concentragao de succinato da ordem de
24 mM, mantendo-se constante até a concentracdo de 32 mM, decrescendo com o
aumento da concentracao de succinato. (Figuras 18 e 19).

A comparacao dos efeitos de diferentes concentragdes de succinato, em
presenga e auséncia de DTT, sobre o consumo de oxigénio resistente ao CN’, de
mitocondrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5, permitiu observar-
se que: (a) a respiracao resistente ao CN apresentou valores mais elevados em
presenca de DTT 2,5 mM; (b) na presenca de DTT 2,5 mM o succinato apresentou
um efeito estimulatério em concentracOes inferiores aquelas necessarias para a
estimulagdo na auséncia de DTT, exce¢do feita ao pH 7,75 onde o estimulo ao
consumo de oxigénio pelo succinato foi observado em uma concentracdo de 4 mM,
na auséncia de DTT enquanto foi necessaria uma concentracdo de succinato igual a
5 mM, em presenca de DTT, para que fosse observado estimulo no consumo de
oxigénio resistente ao CN” e; (¢) o efeito estimulatorio das diferentes concentragoes
do succinato esteve diretamente relacionado com o pH, sendo necessarias maiores
concentragdes, para se atingir um maximo de estimulo, com a elevagdo do pH.

Na comparacao dos resultados dos efeitos de diferentes concentracbes de
piruvato e succinato, em presenga e auséncia de DTT, sobre a respiracdo resistente
ao CN’, em mitocOndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5,
observa-se que esses a-cetodcidos apresentaram efeitos semelhantes, diferindo
apenas na concentracao necessaria para induzir estimulo no consumo de oxigénio
resistente ao CN’, sendo sempre necessario uma concentracao muito mais elevada de

succinato para se obter o mesmo estimulo alcancado por uma dada concentragdo de
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FIGURA 18 - Efeito de diferentes concentragdes de succinato sobre o consumo de
oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™ . min™) resistente ao CN’, em presenca de
DTT, em mitocondrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, em meio

de reacdo com diferentes pHs (=@= 6,25; =M=7,25 ¢ =A= 7,75) e com 1 mg de
proteina mitocondrial em presenca de NADH 1 mM, ADP 78 mM, DTT 2,5 mM e KCN
1mM.
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FIGURA 19 - Efeito de diferentes concentragdes de succinato sobre o consumo de
oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™ . min™) resistente ao CN’, em auséncia de
DTT, em mitocOndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, em meio

de reagao com diferentes pHs (=@w= 6,25; =M=7,25 e =A= 7,75) e com 1 mg de
proteina mitocondrial em presenga de NADH 1 mM, ADP 78 mM, e KCN 1mM.




piruvato. Esses resultados sugerem efeitos diferentes para succinato e piruvato sobre
a oxidase alternativa.

A Figura 20 pde em evidéncia o incremento do consumo de oxigénio
resistente ao CN’, de mitocOndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita
5, em presenca de NADH 1 mM como substrato oxidavel e DTT 2,5 mM induzido por
diferentes concentracdes, de piruvato nos 3 pHs. O incremento representa a
diferenca entre o consumo de oxigénio resistente ao CN” medida com e sem piruvato.
Observa-se que os maiores estimulos 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 minimo 5 vezes
menores que 0s encontrados nos outro 2 pHs.

Com a finalidade de melhor explorar o efeito do pH sobre a estimulagao do
consumo de oxigénio resistente ao CN, em presenca de ADP, pelo piruvato os
resultados foram expressos em: valores absolutos do consumo de oxigénio resistente
ao CN estimulado por diferentes concentragdes de piruvato (nmoles de O, . mg de
proteina™. min™); em incrementos obtidos, ou seja a diferenca de consumo de
oxigénio resistente a0 CN" medida com e sem piruvato (nmoles de O, . mg de
proteina” . min™) e, em valores relativos (%) desses incrementos sobre a respiracdo
CN°, ou seja, o valor percentual que os incrementos obtidos, com as diferentes
concentragdes de piruvato, representavam sobre o consumo de oxigénio resistente
ao CN’ antes da adigao dessas concentragdes de piruvato.

A Figura 21 mostra no pH 6,25, o efeito de concentragGes de piruvato sobre o
consumo de oxigénio resistente ao CN’, em valores absolutos (nmoles de O, . mg de
proteina™ . min™), os incrementos obtidos (nmoles de O, . mg de proteina™ . min™)
e o valor percentual desses incrementos, podendo-se observar que o0 piruvato
promoveu o0 maior incremento (16,8 nmoles de O, . mg de proteina™ . min™) com
uma concentracao de 0,5 mM e que esse incremento correspondeu a um acréscimo,
em termos percentuais de 53 % no consumo de oxigénio. Na Figura 22 onde o
efeito de concentragdes de piruvato sobre o consumo de oxigénio resistente ao CN’,
no pH 7,25, € mostrado da mesma forma que na Figura 21, nota-se que o maior
estimulo do consumo de oxigénio resistente ao CN foi alcangado com 10 mM de

piruvato e que essa concentracdo promovia, em termos percentuais, um acréscimo
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superior aos 160% ao consumo de oxigénio resistente ao CN". Da mesma forma que
a figura anterior o efeito de concentragbes de piruvato no pH 7,75 é mostrado na
Figura 23, observando-se que o maximo incremento no consumo de oxigénio
resistente ao CN™ foi obtido com uma concentracdgo de 20 mM de piruvato
(aproximadamente 40 nmoles de O, , mg de proteina™ . min™) o que representou um

acréscimo superior a 250 % no consumo de oxigénio resistente ao CN°

O efeito de uma Unica concentracao de piruvato (0,5 mM) sobre o consumo
de oxigénio resistente ao CN, em mitocondrias purificadas de Vigna unguiculata (L.)
Walp. cv Vita 5, em presenca de NADH 1 mM como substrato oxidavel, 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 sdao apresentados na Figura 24,
onde encontramos as curvas do consumo de oxigénio resistente ao CN" (nmoles de
0, . mg de proteina™ . min™), dos valores absolutos (ver descrigdo anterior) do efeito
de 0,5 mM de piruvato sobre o consumo de oxigénio resistente ao CN" (nmoles de O,
. mg de proteina™ . min™) e dos incrementos no consumo de oxigénio resistente ao
CN" (ver definicao anterior) resultantes da adicao de piruvato 0,5 mM, em nmoles de
0, . mg de proteina™ . min™ e em termos percentuais (ver descricdo 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 oxigénio resistente ao CN" tem o mesmo perfil que a
curva de consumo de oxigénio resistente ao CN". Nota-se também que o incremento
no consumo de oxigénio resistente ao CN" (nmoles de O, . mg de proteina™ . min™)
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 acidos.

8 - EFEITO DA REVERSAO DO pH DO MEIO SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO
RESISTENTE AO CIANETO.

O efeito da reversdao do pH do meio sobre o consumo de oxigénio resistente
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FIGURA 20 - Incremento do consumo de oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™ .
min™) resistente ao CN" induzido por piruvato, em mitocdndrias purificadas de Vigna
unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, em meio de reacdo com diferentes pHs (=A= 6,25;
=ll=7,25 e =@= 7,75) com 1 mg de proteina mitocondrial em presenca de NADH 1
mM, DTT 2,5 mM e KCN 1mM. O gréfico inserido corresponde ao incremento em do
consumo de oxigénio resistente ao CN° em concentragdes inferiores a 50 uM de

piruvato.
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FIGURA 21 - Efeito de diferentes concentragbes de piruvato sobre o consumo de
oxigénio resistente ao CN’, em presenca de ADP e em pH 6,25. Mitocondrias: 1 mg
de proteina, NADH 1 mM, DTT 2,5 mM, ADP 78 mM e KCN 1mM. =@= Consumo
de oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™ . min™); =M= Incremento do consumo

de oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™ . min?) e, =A= Incremento do

consumo de oxigénio em %.
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FIGURA 22 - Efeito de diferentes concentragdes de piruvato sobre o consumo de

oxigénio resistente ao CN’, em presenga de ADP e em pH 7,25. Mitocondrias: 1 mg
de proteina, NADH 1 mM, DTT 2,5 mM, ADP 78 mM e KCN 1mM. =~@= Consumo de
oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™ . min™); =M= Incremento do consumo de

oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™ . min?) e, =A= Incremento do consumo

de oxigénio em %.
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FIGURA 23 - Efeito de diferentes concentragdes piruvato sobre o consumo de
oxigénio resistente ao CN’, em presenca de ADP e em pH 7,75. Mitocondrias: 1 mg
de proteina, NADH 1 mM, DTT 2,5 mM, ADP 78 mM e KCN 1mM. =@== Consumo
de oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™. min™); =M= Incremento do consumo

de oxigénio (nmoles de O, . mg de proteina™. min?) e, =A= Incremento do

consumo de oxigénio em %.
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FIGURA 24 - Efeito do pH sobre a estimulagdo do consumo de oxigénio resistente ao
CN pelo piruvato 0,5 mM. Mitocondrias: 1 mg, NADH 1 mM, DTT 2,5 mM e KCN
1imM. —@— Consumo de oxigénio resistente ao CN™ (nmoles de O, . mg de

proteina® . min?); —Jll— Consumo de oxigénio resistente ao CN" em presenca de
piruvato 0,5 mM (nmoles de O, . mg de proteina® . min?); —O— Incremento no

consumo de oxigénio resistente ao CN" provocado por piruvato 0,5 mM (nmoles de
O, . mg de proteina® . min?) e; —O— Incremento no consumo de oxigénio

resistente ao CN" provocado por piruvato 0,5 mM em %.




ao CN e sua estimulacao pelo piruvato, foi estudado alterando-se o pH do meio
quando este apresentava apenas o consumo de oxigénio resistente ao CN. O pH
7,75 era acidificado até 6,25, com 25 uL de HCl 0,5 M enquanto o pH 6,25 era
alcalinizado até 7,75, com 25 ulL de KOH 0,5 M. A Figura 25, mostra o efeito dessa
reversdo de pH sobre o consumo de oxigénio resistente ao CN™ onde se pode
observar que a acidificacdo do meio provocou uma elevagdo do consumo de oxigénio
resistente ao CN" da ordem de 60 %. Com a posterior adicao de 0,5 mM de piruvato
houve um incremento nesse consumo de 62,5 %. Quando da alcalinizacdo do meio
houve um decréscimo do consumo de oxigénio resistente ao CN” da ordem de 60 %,
e com a posterior adicdo de 0,5 mM de piruvato esse consumo foi incrementado em
125 %.

O efeito da reversdo do pH sobre o consumo de oxigénio resistente ao CN,
também foi estudado revertendo-se o pH, como foi descrito anteriormente, antes e
depois da adicdo de 0,5 mM de piruvato ao meio. O grafico mostrado na Figura 26,
permite observar que o efeito do piruvato sobre o consumo de oxigénio resistente ao
CN™ mostrou-se 0 mesmo, isto &, independente do momento de reversdo do pH.

9 - EFEITO DA UNIFORMIZAGAO DO pH DO MEIO E DO pH MITOCONDRIAL SOBRE
O CONSUMO DE OXIGENIO RESISTENTE AO CIANETO.

Com a finalidade de verificar o efeito do pH sobre o consumo de oxigénio
resistente ao CN" quando o pH mitocondrial era idéntico ao pH do meio externo as
mitocondrias foram incubadas em 3 pHs com NADH 1mM e DTT 2,5 mM, em
auséncia e presenga de nigericina. A nigerigina € um composto ionéforo que desfaz o
ApH entre o0 meio externo e a matriz mitocondrial, permitindo a entrada de ions H* e
a saida de ions K* em um processo do tipo “antiport”. A Figura 27 mostra os
consumos de oxigénio, total e resistente ao CN'(observado apds a adigdo de KCN 1
mM), na auséncia e presenca de nigericina 100 ng/mg de proteina, nos pHs 6,25 ,
7,25 e 7,75. Pode-se observar que, com excegao do pH 6,25, o consumo de oxigénio
total foi sempre maior na auséncia de nigericina, entretanto o consumo de oxigénio

resistente ao CN’, em nmoles de O,. mg de proteina™ . min™, foi menor na presenca
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FIGURA 25 - Efeito da reversao do pH do meio sobre o consumo de oxigénio

resistente ao CN e sua estimulacao por piruvato 0,5 mM. Mitocondrias: 1 mg, NADH
1 mM e DDT 2,5 mM. A via citocromica foi inibida com KCN 1 mM e a reversao de
pH foi realizada com HCl 0,5 M ou KOH 0,5M. Os numeros ao longo dos tracados
indicam o consumo de oxigénio em nmoles de O, . mg de proteina™ . min™.
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FIGURA 26 - Efeito da reversao do pH sobre o consumo de oxigénio resistente ao
CN’ e sua estimulagdo por piruvato 0,5 mM. Jiij - NADH 1 mM + DTT 2,5 mM;
- NADH 1 mM + DTT 2,5 mM +KCN 1 mM (antes da reversdo do pH); [l - NADH
1mM + DTT 2,5 mM + KCN 1 mM (apds reversao do pH); il - NADH 1 mM +
DTT 2,5 mM + KCN 1 mM + PIR 0,5 mM (apds reversao do pH); [l - NADH 1 mM

+ DTT 2,5 mM + KCN 1 mM + PIR 0,5 mM (antes da reversao do pH); ¥ - Adicao

de 25 uL de KOH 0,5 M e ¥ - Adiciio de 25 uL de HCI 0,5 M.
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FIGURA 27 - Efeito de nigericina sobre o consumo de oxigénio resistente ao CN’, em
mitocondrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, em diferentes pHs.

M - NADH 1 mM + DTT 2,5Mm; B - NADH 1 mM + DTT 2,5 mM + KCN 1 mM;

M - NADH 1 Mm + DTT 2,5 mM + NIG 100 ng/mg de proteina e - NADH 1mM +

DTT 2,5 mM + NIG 100 ng/mg de proteina + KCN 1 mM.
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de nigericina em todos os pHs, porém em termo$ percentuais em relacao ao

consumo de oxigénio total, ndo foi verificada diferenca entre a presenca € auséncia

de nigericina (Tabela 4).




TABELA 4 - Efeito do pH sobre o consumo de oxigénio resistente ao CN, em
mitocdndrias purificadas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5. Influéncia da
nigericina. A atividade do consumo de oxigénio resistente ao CN™ foi mensurada em
presenca de KCN 1mM com e sem 100 ng de nigericina (mg de proteina
mitocondrial)™. Os valores percentuais foram calculados em relagdo ao consumo de
O, em presenca de NADH 1 mM, DTT 2,5 mM e ADP 78mM.

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

Nigericina + - + - + -
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DISCUSSAO

Um dos principais problemas no estudo das mitocondrias de plantas é a
dificuldade de obtencdo de preparagbes onde as mitocondrias mantenham suas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas proprias apés o processo de isolamento. E
largamente sabido que o tecido de origem vegetal ao ser homogeneizado para o
isolamento das mitocondrias, libera no meio de preparacdo produtos secundarios, na
sua maioria armazenados nos vacuolos, que provocam um consideravel efeito sobre
a integridade e o funcionamento mitocondriais, dependendo do tecido e da
metodologia empregada no isolamento (DOUCE, 1985) Alguns autores afirmam que
a variagdo do pH, a ruptura celular e o acimulo de compostos danosos s3o
dificuldades apresentadas nos métodos de isolamento da fracdo mitocondrial de
células vegetais (IKUMA, 1970 e PALMER, 1976), sendo muito dificil, se ndo
impossivel, que a preparacao apresente 100% das mitocOndrias intactas e
plenamente funcionais (DOUCE, 1985). O método empregado no isolamento da
fracdo mitocondrial, conforme descrito em Material e Métodos, mostrou-se contudo
eficiente 0 que pode ser comprovado com o rendimento em proteina mitocondrial,
com a qualidade da preparacdo, avaliada pela integridade da membrana mitocondrial
externa (Figura 9) e o grau acoplamento do transporte de elétrons com o processo
de fosforilagdo e os valores dos controles respiratérios (Figura 10 e Tabela 2). De
acordo com FERNANDES DE MELO (1978), é comum que os valores dos parametros
de avaliagdo da preparagdo mitocondrial de células vegetais sejam inferiores aos
obtidos com preparagbes de células animais, ndo indicando, porém uma baixa
qualidade da fracdo obtida. A integridade mitocondrial, avaliada pela permeabilidade
da membrana ao citocromo ¢, obtida nas preparacdes esteve sempre acima de 80%,
e as relagbes ADP/O, mostradas na Tabela 2. foram compativeis com aquelas
apresentadas para tecidos vegetais compiiadas por DOUCE (1985).

A metodologia utilizadas no estudo da contribuicdo individual da via
citocromica e a da oxidase alternativa, no total da respiracdo mitocondrial, estd
diretamente ligada ao uso de inibidores dessas vias, ja que a contribuicdo de cada
uma é determinada pela diferenca entre o consumo total de oxigénio na auséncia e

na presenca de seu inibidor especifico. MILLAR et al (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 citocromica para por em evidéncia a via
alternativa, outros inibidores passaram a ser utilizados, como foi 0 caso do mixotiazol
que, por inibir a cadeia citocromica em sitio anterior ao da antimicina A e do KCN,
seria o inibidor ideal da via citocromica para por em evidéncia a via alternativa, uma
vez que nao haveria uma volta longa no transporte de elétrons para o “pool” de
quinonas diminuindo sua reducdo o que refletiia na atividade da AOX
(BROWNLEADER et al, 1997). A despeito disso, nossos resultados usando KCN e
antimicina A ndo mostraram diferencas quando comparados aos que usaram
mixotiazol. A utilizacdo dos inibidores da via citocromica transportadora de elétrons,
KCN e Antimicina A, mostrou a existéncia de um consumo de oxigénio insensivel 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
presenca na preparacao foi detectada através de “immunoblotting” (Figura 11)

Embora a literatura tenha mostrado o envolvimento da via alternativa com
diferentes tipos de estresse, a analise da Tabela 1 ndo nos permite afirmar que exista
uma participagao ativa da via alternativa durante o estresse salino, nas condigoes
estudadas pois essa via avaliada em diferentes pHs (6,25 , 7,25 e 7,75) apresentou
valores de consumo de oxigénio semelhantes para as condigdes de controle e de
estresse salino, em presenca dos varios substratos oxidaveis 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 niveis de sensibilidade a salinidade entre si, o que ndo
necessariamente significa que o cultivar Vita 3, apontado como menos sensivel a
salinidade, possa ser considerado como um cultivar tolerante a salinidade.

ELTHON et a/ (1989) identificaram em Sauromatum guttatum 3 formas de
AOX com 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 epitopo AOA o que apresentou melhores
resultados no reconhecimento da AOX. Como em diversos outros trabalhos o

epitopo AOA reconheceu a AOX de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, nas formas
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oxidada e reduzida (Figura 11). Essa deteccdo pode ser mais uma evidéncia do alto
grau de conservacdo dessa proteina nos vegetais, ja que a mesma vem sendo
detectada com esse mesmo anticorpo em diferentes tecidos e espécies de plantas, 0
que sugere que ela pode ter um papel fisioldgico no metabolismo energético.
Quando comparamos essa detecgdo na auséncia (Figura 11) e na presenga (Figura
14) de um substrato oxidavel (NADH 1 mM) podemos observar para os 3 pHs que,
mesmo na presenga de DTT 2,5 mM, concentragao suficiente para reduzir todo o
“pool” de AOX (Figura 11), na presenca de um substrato oxidavel parte desse “pool”
ainda se encontra na forma oxidada o que pode ser devido a atividade da enzima no
transporte dos elétrons do “pool” de ubiquinonas até o oxigénio, ou seja o fluxo de
elétrons na via alternativa pode provocar a oxidagao da enzima, o que justificaria a
deteccdo das duas formas em presenca de DTT. Vale ressaltar que, em nossas
preparacoes em auséncia de substrato, a forma oxidada foi predominante (Figura
11), o que também foi observado por VANLERBERGHE et a/. (1995)

A literatura ndo apresenta referéncias a estudos sistematicos 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 a/ (1986) observaram também um leve efeito do pH, com um 6timo
entre 6,4 e 6,8, sobre a oxidase alternativa extraida de mitocondrias de hipocétilos
de V. radiata. HOEFNAGEL et a/ (1997) afirmaram que a maior atividade da AOX
solubilizada de Arum italicum, era alcancada em pH 7,0. VANLERBERGH et a/. (1995)
mostraram, em mitocondrias de plantas transgénica de Nicotiana tabacum contendo
altos niveis da AOX, que, durante a oxidacdo de malato o piruvato apresentava maior
estimulo da AOX em pH 7,8 enquanto MILLAR et al (1996), mostraram que a
oxidacdo de NADH em presenca de acidos organicos, em mitocondrias 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-particulas mitocondriais esta diferenca
tornava-se menos evidente, e no pH 6,5 a AOX ainda apresentava maior atividade.
Os autores, entretanto, ndo associaram estes resultados com um possivel efeito
direto do pH sobre a atividade da oxidase alternativa. Em nossos dados (Figura 15)
podemos observar que a atividade da AOX € influenciada pelo pH e atinge valor

maximo no pH 6,25, na auséncia de a-cetoacidos, e que essa atividade decresce, de
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forma acentuada, com a alcalinizacdo do meio. Essa caracteristica da enzima
(ativagdo em pH acido) constitui o fundamento de uma explicagdo para seu
mecanismo de ac¢ao intracelular (ver Figura 28).

Os resultados obtidos com ensaios que avaliaram os efeitos de diferentes
concentracGes de piruvato e succinato em presenca e auséncia de DTT em diferentes
pHs, mostraram-se em concordancia com os apresentados por MILLAR et a/ (1996).
O piruvato foi capaz de estimular a atividade da AOX em baixas concentragoes,
dependendo do estado de reducdo da AOX e do pH do meio. A analise das Figuras
16 e 17 nos mostra que o piruvato, na auséncia de DTT, em concentragdes até 0,5
mM ndo foi capaz de provocar um consumo de oxigénio equivalente aquele
observado na sua auséncia, em presenca DTT, e que concentracdes acima de 1 mM
s6 foram capazes de elevar o consumo de oxigénio a niveis superiores aos
observados na sua auséncia, em presenga de DTT, nos pHs 7,25 e 7,75. Por outro
lado, em presenca de DTT concentragOes de piruvato até 0,05 mM foram capazes de
elevar o consumo de oxigénio, nos 3 pHs, sendo necessdria um menor concentragao
de piruvato quanto menor o pH para a observacdo dessa elevacao do consumo de
oxigénio. Essas observacOes estdo em concordancia com VANLERBERGH et a/
(1997) pois parece evidente que o piruvato ndo é capaz de promover a reducdo da
AOX e que seu efeito estimulatério e dependente do pH e do nivel redugdo do “pool”
de AOX.

Com relagdo ao efeito do succinato sobre a AOX, Figuras 18 e 19, os
resultados mostraram-se consistentes com as proposicbes de MILLAR ef a/. (1996) e
VANLERBERGHE et a/. (1997). O succinato s6 foi capaz de estimular a AOX, na
auséncia de DTT, em concentragdes superiores a 4 mM sendo esse estimulo
dependente do pH. Além disso 0 consumo de oxigénio maximo alcancado foi muito
proximo daquele observado na auséncia de succinato em presenca de DTT, o que se
torna mais uma evidéncia na proposicdo de que intermediarios do ciclo dos acidos
tricarboxilicos possam mediar a reducao da AOX (VANLERBERGHE, et a/., 1997). Na
presenca de DTT o succinato AOX em concentragdes inferiores a 5 mM elevou a
atividade da AOX, dependendo do pH. Porém ao compararmos esses efeitos com os

obtidos com o piruvato em presenga de DTT (Figura 16), notamos que para alcangar
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o mesmo nivel de ativacao foram necessarias menores concentragdes de piruvato. A
anadlise dessas observagbes reforcam a proposta de que o0 succinato nao age
diretamente sobre a estimulagdo da AOX, mas é o proprio piruvato formado a partir
do metabolismo do succinato (MILLAR et a/., 1996 e Figura 4).

Os resultados apresentados indicam que a modulagdo da AOX pelo piruvato
mostra-se dependente do pH. Embora a enzima apresente uma atividade 6tima em
pH 6,25 o maior incremento em termos absolutos, ou seja a diferenca entre o
consumo de oxigénio em presenca e auséncia de uma dada concentragao de
piruvato, é alcangado com o pH 7,25. Ja o maior efeito relativo, ou seja o valor
percentual do incremento absoluto do consumo de oxigénio em relacdo ao consumo
na auséncia de piruvato, foi observado no pH 7,75 ( Figuras 20, 21, 22 e 23). Esses
resultados estdo em consonancia com os descritos por ELTHON & McINTOSH (1986),
ELTHON et al. (1986), MILLAR et al(1996) e HOEFNAGEL et al. (1997), respeitadas
as diferencas 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 sdo fortemente influenciados pelo pH. Além
disso a AOX mostra maior atividade em pH acidos mas a modulagdo pelo piruvato
mostrou maior eficiéncia com pH em tomo da neutralidade (Figura 24). Essa
influéncia torna-se mais evidente quando observamos o efeito da reversibilidade do
pH (Figuras 25 e 26), onde se percebe que a alteracao de pH, por si s, é capaz de
alterar tanto a atividade da AOX quanto o efeito estimulatorio provocado pelo
piruvato.

Por inexisténcia de equipamentos adequados, ndo foi possivel determinar de
forma direta se a variacao do pH externo influenciava o pH da matriz mitocondrial,
embora na literatura ja se registra que em mitocondrias de hipocétilos estiolados de

Vigna radiata o pH da matriz mitocondrial mostrava-se dependente do pH do meio
(NEUBURGER & DOUCE, 1980). Segundo esses autores o pH matricial comportou-se
da seguinte forma:
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pH do meio pH da matriz

Estado 3  Estado 4

6l5 6[7 6,9
7,2 7 7,6
7,5 7,65 7,9

Diante desses dados, utilizamos a nigericina, um iondforo com reconhecida
capacidade de abolir o ApH existente entre a matriz mitocondrial e 0 espaco
intermenbranar, para tornar uniforme o pH do meio de reacao e o pH mitocondrial.
Os resultados obtidos confirmaram o efeito do pH sobre a atividade da AOX ( Figura
27 e Tabela 4).

Nossos resultados levam-nos a proposicao de que a AOX, tanto na sua forma
oxidada como na sua forma reduzida pode assumir, dependendo do pH, 3 niveis de
protonacdo: a) “desproponada” em pH alcalino; b) “protonada” em pH neutro e; ¢)
“mais protonada” em pH acido, sendo todas essas formas estimuladas pelo piruvato.
A Figura 28 propde um mecanismo de acdo da AOX baseado nessa proposigao.
Nossos resultados sugerem ainda que na auséncia de piruvato a forma “mais
protonada” é aquela que permite uma maior atividade da enzima e que o piruvato
apresenta maior capacidade de estimulagao quando ligado a forma “protonada”.

POSSIBILIDADE DE UM PAPEL FISIOLOGICO DA REGULAGAO DA AOX PELO pH

N3o existe na literatura um papel proposto para a ativacdo da AOX em pH
acido. Contudo € bastante conhecido que numeroso processos celulares promovem a
acidificacdo do citoplasma. LATIES (1982) observou um incremento na atividade da
AOX durante ataque de patdgenos. E sabido que uma grande parte das bactérias

fitopatogénicas acidificam o meio para obter melhores condigdes de
desenvolvimento (FILHO et al, 1995). J& a acidificacdo do meio extracelular,
provocada por fungos durante a infestagdo tissular, provoca um decréscimo no pH
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FIGURA 28 - Modelo proposto para um mecanismo de agao 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.




citoplasmético (DIXON et al, 1994). A elevagdo nos niveis de dcido salicilico,
mostrada como capaz de elevar a atividade da AOX (RHOADS & MCINTOSH, 1993).
encontra-se associada a indugdo de resisténcia a viroses e outros patogenos
(MURPHY et al, 1999). Outra condicdo onde se observou uma elevagdo 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 concentracdo de CO, que, produz a acidificagdo do citoplasma,
provocando uma elevagao nos niveis de etileno (WINK, 1997). A maioria dos
compostos utilizados pelas plantas como atrativo para agentes polinizadores é de
natureza fendlica e promovem acidificacdo celular (STRACK, 1997). MEEUSE (1995)
associou 0 aumento da atividade da AOX durante a floragdo a necessidade de
elevacdo da temperatura para volatilizacdo desses compostos. Por outro lado a
acidificacao provoca um aumento de prétons no meio, 0 que potencialmente pode
provocar um incremento nas formas ativas de oxigénio, levando a célula a uma
condicdo de estresse oxidativo. Além disso ja foi demonstrado que nado sé atividade
da AOX foi elevada pela producdo de superdxidos (PURVIS, 1997) como também
ocorreu um incremento na producao de perdxido de hidrogénio por ocasido da
inibicdo da AOX (POPOV et al., 1997) o que sugeriu que a enzima poderia operar no
mecanismo de defesa da planta contra as formas ativas do oxigénio.

Dentro desse contexto seria permitido especular que a atividade da AOX
estaria respondendo a variacdo do pH (acidificacdo) do citoplasma provocada pelas
condigbes anteriormente citadas, jd que o pH mitocondrial sofre influéncia do pH
citoplasmatico (pH do meio) conforme demonstrado por NEUBURGER & DOUCE
(1980). Nao seria pois ilégico considerar que o pH citoplasmatico ndo 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, @ maior atividade da AOX em pH acido estaria diretamente
ligado ao seu papel fisiologico dentro dos mecanismos de contraposicdo ou
ajustamento ao estresse oxidativo. Além disso, com a retomada dos niveis normais
de pH citoplasmatico a AOX continuaria ativa pela modulagao exercida pelo piruvato,

evitando a formagao de formas ativas de oxigénio no meio.
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Acreditamos que, o papel fisiolégico da ativacdo da AOX em pH acido possa ser
melhor explorado relacionando-o diretamente as diferentes condicbes de estresse.
Até agora o relacionamento com esses processos foi estabelecido de maneira
indireta. Além disso, os detalhes da modulacdo desse efeito quantificando-se as
concentragdes de piruvato extra e intramitocondrias contribuirdo para o

esclarecimento da real dimensdo do papel fisioldgico da oxidase alternativa.
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CONCLUSOES

Nossos estudos permitem concluir que, a via alternativa de transporte
mitocondrial de elétrons é muito mais que uma via dissipadora de calor. Ela € um
eficiente componente dos mecanismos de defesa da planta contra o estresse
oxidativo, provocado por diversos fatores bidticos e abidticos, A atividade de AOX é
posta em evidéncia em diferentes condicdes de variagdo do pH citoplasmatico
provocado por tais fatores. Essa caracteristica da AOX pode ser um dos motivos
evolutivos de sua alta conservacdo nos vegetais, mesmo naqueles onde nao se
justificaria sua presenca devido a sua propriedade de dissipar calor. Efetivamente,
um eficiente mecanismo de defesa ativado por um sinal comum de diversos fatores
que provocam desequilibrio na homeostase celular, seria bem menos complexo e
mais adaptativo do que um mecanismo que reconhecesse apenas sinais especificos

de cada um dos fatores.
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