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RESUMO 

0 presente trabalho 4 um estudo das caracteristicas  fun  

cionais da  fração mitocondrial de sorgo  (Sorghum  bicolor (L.) Mbench), 

uma graminea de interesse econOmico para regiao nordeste do Brasil. 

A frag-go nitocondrial foi isolada do epicailo da  pin-

tila segundo princípios utilizados por Sarkissian &  Srivastava  (44) 

no isolamento de mitocOndrias de trigo, e modificados, segundo as pe 

culiaridades do sorgo. A estabilidade da  preparação foi testada em  

urn periodic  de 5 horas, no que tange a conlrole respirat6rio)  e rela 

gao ADP/O, cujos valores foram utilizados como dritério de integrida 

de bioquímica e funcional. Acapacidade oxidativa destas mitoc8n- 

drias pela cadeia transportadora de elaions foi estudada através da 

utilização de intermediários do ciclo do gcido tricarboxilico: suedi 

nato, L-malato)  u-cetoglutarato, oxalacetato e intermediários de 

outras rotas metabOlicas: NADH, piruvato, L-glutamato e DL-0-hidroxi 

butirato. As afinidades de succinato, L-malato e  ADP  pelo seus car-

readores, foram determinadas aLravés da anglise grgficade Lineweaver 

-2urk, obtendo-se os respectivos valores de 0,5 mM, 5 mM e 

33 pM. Os demais intermedigrios metab6licos não foram oxidados. Com  

a finalidade de estudar a translonagão de  ADP,  foram utilizados ini-

bidores específicos - os glicosídeos: atractilosideo (ATR) e caibo 

xiatractilosídeo  (CAT).  Verificou-se que o ATR compete com a translo 

caço de  ADP  ao nível da membrana mitocondrial interna, quando a 

relação ATRAADP inferior a 0,04, sendo o valor de Ki  obtido pelos 

r6todos grgficos de Lineweaver-Burk e  Dixon  de 0,5 pM. A transloca-

gão de  ADP  141 pM inibida de 50% quando se tem, aproximadamente, 

2 pM de ATR. Por sua vez, o  CAT  comportou-se corro inibidor aparente 

nente competitivo, quando se usou concentragOes de  ADP  maiores que 
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41 pM e concentragOes de  CAT  Lferiores a 0,05 UM. A afinidade do  CAT  

pelo translocador, quando comparada a do ATR, em condições aproximada 

rente semelhantes, revelou ser significativamente mais elevada. Com  o 

intuito de estabelecer o papel da adenilatoquinase cont enzima capaz 

de utilizar o  ADP  presente no meio de reação, deterginou-se a afinida 

de desta enzima para o  ADP,  tendo sido encontrado um Km 
 de 333  WI.  



INTROEUQA0 

UMa das caracteristicas dos seres vivos superiores sares 

piragão celular. Esta pode ser definida como um processo envolvido no 

transporte de eleLruns e praons, provenientes de intermedigrios do 

ciclo do cido trirarboxilico ou outras rotas metabOlicas, através de 

uma cadeia constituída de cofatores enzimgticos (transportadores)  at  

o oxiganio molecular. Durante o transporte de eletrons para o oxiíe-

nio molecular, hg produção de uma grande quantidade de energia livre, 

sendo parte conservada como energia de ligação a ser utilizada para 

executar trabalho na celula. Predominantemente, esta eneugia armaze 

nada numa ligação fosfato, do tipo adenosina trifbsfato (AT?), consti 

tuindo o fenOmeno da fosfbrilagão oxidativa. Segundo Vignais(1), este 

processo foi identificado em 1939-40 e suscitou imediatamente um  gran  

de interesse pelo assunto devido a sua importancia na economia celu-

lar. Numerosos estudos foram dedicados ao seu completo esclarecimento,  

comp  sejam localização intracelular do fenOmeno, rendimento energe-

tico, regulação e mecanismo. 

A mitocandria  e a respiração  celular 

Lehninger (2) cita que  Kingsbury,  em 1912, jg sugeria que 

a mitoc8ndria era a sede da oxidação celular. 0 desenvolvimento das 

tecniras de microscopia eleLp3nica possibilitou a comprovação de que 

as mitocandrias estão universalmente presentes em celUlas aer6biras 

de animais e vegetais. As mitocOndrias mais intensamente estudadas fb  

ram  as de fígado de rato, as quais possuem 2p de comprimento e pouco 

menos de lp de largura (4). 0 nalero de mitoc6ndrias por celula varia 

de 20 a 5x10
5
, dependendo do organismo considerado,  comp  variam  tam-

tarn  seu tamanho e forma (5). As imagens fornecidas pela microscopia 



2. 

eleLIGnica permitem dar com precão a estrutura fina dessas organe-

las. A mitoc8ndria e limitada por duas meMbranas, sendo aMbas consti 

tuidas de uma camada lipidica, in7erida enLre duas camadas proteicas 

monomoleculares,  corn  espessura &, 75 R (1). Amembrana externa 6 lisa 

e determina a forma da mitocOndria, varigvel segundo seu estado meta-

bOlico. Falada (6), em 1953, verLficou que a membrana interna apresen 

tava invaginag6es denominadas crfstas, e H6ren (8), em 1S62, eviden 

ciou que era dotada de subunidadss esféricas regularmente espaçadas e 

ligadas a mesma por uma pequena hFste.  Green  (9) relacionou tais par 
ticulas esféricas a 'conjuntos r -oiratOrios", que seriam, h±potrtida 

mente, responsgveis pelas ativids oxidativas. PosterioLlitnte, veri 

ficou-se que os eventos ligados a respiração aconteciam na parte ba-

sal da membrana interna, e Radke (10) evidenciou que as particulas 

esféricas de 116ren eram uma protena de peso molecular 284.000, que 

catalisavaahi.draisedeATIDaITPeF.,por ele chamada  Fl.  A haste 

que estabelecia a conexão enlre as particulas esférires e a membrana 

interna, chamada de Fo, foi, igualmente, demonstrada ser uma protefna 

que confere a F1  sensi)-)ilidade a -17DmicIna. 

A cadeia respirrri.  _ 

No começo deste século foram iniciadas as primeiras tenta 

tivas de estabelecimento do mecanismo da oxidação celular. Wieland  

(11, 12), em 1912, sugeria que as oxidagaes primgrias dentro da caiu  

la  eram mediadls atrev6s da ativação do hidrogenio, ideia confirmada 

posteriormente por Thunberg (13, 14), em 1917, quando descobriu as 

desidrogenases.  Warburg  (15, 16) aditava que esse processo ocorria 

numa participação direta como através de uma enzima  trans  

portadora "Atmungsferment". Keilin (17), em 1925, nas suas investiga 

96es clgssicas, mostaou que o elc  en Lie as desidrogenases de  Wieland  

e Thunberg e a oxidase de  Warburg_  consistia de citocrolTos que são 

hemoproteinas. 0 estudo da const_ligão e do fu-lcioname-to da cadeia 
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respirat6ria, em mitocOndrias  animals,  vem se apresentando corro um 

problema extreuarente complexo. Certos aspectos deste problema pude-

ram ser analisados graças a introdução, por Chance (18), de mgtodos 
especLiofotomgtricos finos e sensíveis, permitindo seguir numa prepa 

ração mitocondrial as mudanças dos estados de Oxido-redugao dos trens 

portadores da cadeia respiratOria, ao longo do seu funcionamento. Foi 

tambem possível determinar a sequencia dos diferentes transportadores 

dessa cadeia, estando estes associados, linearmente, numa ordem que 

corresponde ao valor crescente do seu potencial de Oxido-redução. Tais 

resultados confirmam e completam aqueles obtidos pela ajuda de inibi 

dores específicos da respiração, os quais permitem definir a posição 

de certos transportadores. Assim, admite-se, atualmente, que a cadeia 

respiratOria possui três diferentes e principais tipos de componentes: 

desidrogenases ligadas a piridina, flavoproteínas e citocromos. Estes 

componentes jg não são mais questiongveis no que diz respeito a estru 
tura, localização e potencial de Oxido-redução. Outros, porgm, jg fo-

ram identificados COMO proteínas feilo-enxofre e quinonas. As protel 

nas feuro-enxofre são transportadores que, diferentemente dos citooro 

mos, possuem  faun)  sob a forma no-hemica em sua  estrutura e funcio 

nam 00ff0 carreadores de elgtrons, sofrendo transig5es reversíveis 

Fe(II)-Fe(III). Grupos feiTo-enxofre tambgm ocorrem em certas flavo-

proteínas. Apesar de desempenharem um papel importante no transporte 

de eleLluns, ainda não se sabe a sua função exata. As quinonas são 

coenzimas que participam, taMbgm, como transportadores de eletrons na 

cadeia respiratOria da mitocOndria. Essas coenzimas foram denominadas  

de ubiquinonas devido a ocovpQncid ubiquitgria em animais, plantas e 

microorganismos.  Sao  conhecidas vgrias ubiquinonas, diferindo apenas 

no comprimento da cadeia lateral isoprenOide. A introdução de novas 

tgcnicas tem possibilitado determinar a natureza, o comportamento e a 

lodalizagao de constituintes da  cadeia respiratOria com major preci-

são. Pesquisas recentes tem objetivado ao conhecimento da  cadeia res 

piratOria de diferentes organismos, e, atualmente, atribui-sequeseja 

a seguinte a sequencia desta, em mamíferos (4): 



NAD FP1(4 Fe.S) CoQ(2Fe.S) Cit b(Fe.S) 

Cit cl Cit c Cit aa3 02  

Acredita-se que a cadeia  nap  seja a mesma para mitocOndrias de origem 

vegetal e que mitocOndrias da quase totalidde das plantas apresentam, 

alem das diferenças da cadeia principal, uma peculiaridade no que diz 

respeito a existencia de uma via alternativa de transporte de  

Loris,  resistente ao cianeto (19), cuja bifurcação e situada ao nivel 

da flavoproteina  (FP  , de acordo como esquema a seguir (20): 

NAD Fe.S UQ rPha 
Cit b557 Cit b550  

---= Cit c549 Cit c547 Cit aa3 02 \  

Acoplamento  en re  respiração  e fosforilagao  

Segundo Lehninger (4), em 1930, V. A. Engelhardt,naUniao 

Sovietica, postulava que os processos da respiração e da fosforilagão 

eram acoplados, Tras s6 depois de formulado o ciclo do Lido tricarbo 

xilico e que se tornou evidente essa hipOtese. H. Kalckar, na  Dina-

mica, e V. Belitser, na União Soviética, relataram, independentemen 

te, que p/eparagões frescas de diferentes tecidos, em ausência de 

oxigenio ou presença de cianeto, eram incapazes de oxidar qualquer 

substrato. Consequenteaente, o fosfato  inorganic°,  presente no meio, 

não era consumido, nem se observava um aumento na concentração de com 

postos de fosfato  organic°  provenientes do  ATP.  Conclui-se, então, 

que o fosfato  inorganic°  seria consumido para regenerar o  ATP  previa-

mente utilizado, e que era imprescindivel a presença de oxigenio para 

que a reação se processasse, confirmando-se, assim, o fenOmeno da fos 

forilagão oxidativa. Lehninger (4), em 1949-51, forneceu evidencias 
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experimentais de que o transportL. de elétrons do NADE  at  o oxigenio 

era a fonte direta da energia usada para a fosforilagao acoplada ao  

ADP.  Considerando-se o processo da respiragao ritocondrial do ponto 

de vista tenodinamico, verifica-Te que, quando os eléLIQns  so trans  

feridos ao longo da cadeia re5p1rat6r1a  at  o oxigenio, °eau/ern rea-

çOes de 6xido-redugao3  cujos sentidos podem ser determinados através 

do potencial padrão de 6xido-redugao. Os  el Lions  fluem de potenciais 

mais negativos, acarretando um dacrésciro na variação de energia li-

vre, que 6 dada por: 

? 
AG = -nrtE0  

Onde: 

AG = variagao de energia livre padrao 

n = niirero de ale-trans  envolvie. s na reação 

F = constante de  Faraday  
I I t  

AE  = (E da semi-reagEo contendo agente oxidante) - (E da semi-rea 

gao contendo agente redutor). 

Quando um par de elétrons move-se atraves de toda cadeia transportado 

ra, isto é, do NAEH  at  o oxigénio (NADU 4- 1-1-4.  -I- 1/2
2 -----NAD+ +H20) 

verifica-se uma variação de energia livre (AG ) de - 52 KoAl. Segundo 

valores calculados da liberação de energia livre ao longo da cadeia 

respiratOria, foram determinados tres sitios que são suficientemente 

exergOnicos, dando condigOes a fosforilagao do  ADP  em  ATP, coon  uns-

tra o esquema a seguir (21): 
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Para formagao de cada nolecula de  ATP,  necessita-se, de pelo menos, 

7,3 Kcal. Portanto, a fosforilagao oxidativa de  Lugs  moleculas de  ADP  

conserva 42% da energia total quando uma morecula de NADH 4 oxidada 

em p.tsenga de oxigenio. Pode-se, então, entender como relagao ADP/0 

a rezo de moles de  ADP  transformados erIATP por torro de oxigénio 

consumido. Ufa das condigOes necessgrias para que uma preparação mito 

condrial tenha uma boa relagao ADP/0 e a sua integridade estrutural. 

Adespeito desta condigao, ja foi possivel  verifier  o fenoimeno da 

fosforilagao oxidativa em particulas submitocondriais. Contudo, tais 

subparticulas consistem fundamentalmente de vesiculas membranosas,  re  

sultantes de fragmentos da rembrana interna, associadas as esferas da 

mesma membrana, isto e, fator F1  de Racker (10, 22). 
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Bip6teses explicativas do mecanismo da fosforilagao oxidativa 

Apesar do desenvolvimento de tecnicas cada vez mais sofis 

ticadas, ainda não se tem  urn  conhecimento completo do fenOmeno da fos 

forilagao oxidativa. Vgrias hip6teses  tam  sido postuladas, sendo as 

mais importantes: 

(1) Hipoitese do acoplamento químico (23). 

(2) HipOtese do acoplamento conformacional (24). 

(3) Hipaese do acoplamento quimiosmOtico (25). 

• hipaese do acoplamento qulmico tem como fundamento a 

existencia de um composto intermedigrio comum, rico em energia, gera 

do pelo transporte eleiaiGnico, utilizado para formar Al?. Esta hipOte 

se .6 criticada uma vez que ainda não se isolou o referido intermedig- 

rio químico e não justifica a necessidade de uma membrana mitocon 

drial interna, Integra e continua, para que se processeafosforilação 

oxidativa. 

• hipaese do acoplamento conformacional e uma variante 

da hipaltese do acoplamento químico, sugerindo que a energia liberada 

durante o transporte elellaico seja conservada numa alteração confor 

macional de uma macromolecula proteica, cuja forma energizada seja 

utilizada como intemedigrio para sintetizarI ATP. Uma evidencia favo-

rável ao acoplamento conformacional e a observação de que a membrana 

mitocondrial sofre alteragOes físicas rgpidas quando os  el Lions  se 

deslocam ao longo da cadeia respirat6ria. 

• hipOtese quimiosm6tica, proposta por  Mitchell  (25), pos 

tula que a membrana mitocondrial interna deve estar Integra e conti- 

nua, para que ocorra o acoplamento  en Lie fosforilagaa e oxidação. Sen 

do esta membrana permeável a pr6tons, a energia liberada pelo  trans  

porte de  el Lions  6 utilizada para promover a salda de  ions  114.  da ma-

triz mitocondrial. Assim, um gradiente de prOtons 6 usado para diri 

gir a síntese de Al?. 



8. 

Den le  estas hipeteses, a Gltima a que meIhor explica a 

maior parte dos dados experimentais concernentes a oxidação fosfori-

lante.  

Con Liole respiraterio  

A respiração e o estado de Oxido-redução dos transportado 

res da cadeia respiratOria variam em função das concentraçaes de  ADP,  

oxigenio e substrato oxid;vel, podendo cinco estados respirateriosser 

caracterizados numa preparação mitocondrial (18). Destes estados dois 

são importantes para caracterizar o fenemeno do controle respirat6- 

rio. Em presença de oxigenio, substrato oxidgvel e excesso de ADP,  

verifica-se que o transporte de eletros se processa numa valocidade 

mgxima, havendo um aumento abrupto no consumo de oxigenio. Este esta 

do de respiração ativa, no qual  ADP  e fosforilado, tambem e conhecido  

comp  estado 3. Quando todo  ADP  é consumido, a velocidade de consumo 

de oxigenio diminui, sendo este estado de respiração lenta em preTe4 

ga de substrato e ausencia de  ADP  denominado estado 4. 0  con Lrule res 

piratOrio consiste numa relação entre as velocidades dos estados 3 e 

4. Os valores de conliole respiraterio em mitocandrias animais intac 

tas geralmente são elevados, alcançando valores  at  superiores a 10. 

Contudo, se estas mitocOndrias estão danificadas ou envelhecidas, 

elas perdem a capacidade de fosforilar  ADP,  atingindo a referida rela 

ção valor igual a unidade, o que significa que as mitocOndrias estão 

desacopladas. Portanto, o controle respiraterio e um criterio indica- 

do estado da integridade da preparação mitocondrial. 

Mitocendrias vegetais  

Durante muito tempo, a oxidação fosforilante foi essen 

cialmente estudada com mitocandrias isoladas a partir de tecidos ani 

mais. Assim, partindo-se de técnicas padronizadas de isolamento, foram 

caracterizados o comportamento bioquímico e propriedades destas rito 

c6ndrias, permitindo, então, uma abordagem uniforme por diferentes 



sao: 

(1) oxidação rgpida de L-malato, mesmo em ausência de glu 

tamato ou piruvato; 

(2) oxidação do NAEH ex6Eeno; 

(3) citocromos bastante diferentes, especialmente na natu 

reza do componente b; 

(4) a presença de uma via respirat6ria alternativa clame 

to-resistente; 

(5) re1ag6es ADP/0 e C.R. inferiores aos valores te6ricos, 

fazendo supor que as ritocOndrias são menos acoplada 

(6) a membrana externa apresenta perfuragOes e a nr-Mbrana 

interna um nfinero pequeno de invag1nag6es aleatOrias. 

9.  

pesquisadores. Somente num  period°  mais recente 6 que se comegouadar 

ênfase ao estudo de mitocOndrias vegetais, motivado, sobretudo, pelas 

dificuldades apresentadas pelos tecidos vegetais diante dos processos 

de disrupgao celular. Ainda hoje J um problema critico a não uniformi 

dade nas t6cnicas de isolamento das fragOes subcelulares de vegetais. 

Nos filtimos anos, muitas pesquisee foram feitas com o intuito de esta 

belecer parametros corparativos de mitocOndrias de diferentes origens. 

Muitas diferenças foram estabelecidas  en Lie mitocOndrias de origem 

animal e vegetal, não deixando, eiLietanto, de serem questionadas na 

base de artefatos experimentais, tendo em vista os problemas relacio 

nados com a preparação (20, 26). :um trabalho de revisão mais recente, 

Ikuma (27) constatou que mitocOndrias de plantas superiores apresen-

tam estrutura bgsica e função semelhantes aquelas de mitocOndrias de 

origem animal, salientando, enLretanto, que hg diferenças que resis 

tem, a despeito das criticas imputadas a metodologia.  Ps  diferenças 

lequentemente encontradas nas mitocOndrias vegetais (20, 26, 275  28) 
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Atualmente, diferenças vem sendo constatadas não apenas 

entre mitocOndrias de origem animal e vegetal, mas tambgm entre mito 

cOndrias de diferentes tecidos de uma mesma espécie e mitocamdrias de 

um mesmo tecido em espécies semelhantes (26). Isto se tornou evidente 

quando se verificou que a velocidade e eficiencia da utilização de  di  

ferentes substratos variava na dependencia das espgcies ou tecidos de 

origem. Estas diferenças manifestam-se, principalmente, devido aos 

diversos tipos de desidrogenases em diferentes tipos de mitocOndrias 

e a presença de translocadores especificos para vgrios tipos de celu-

las. 0 mecanismo de ação destes carreadores ainda não e bem conhecido, 

sendo este mais um aspecto de relevante importância na fisiologia mi 

tocondrial. 

Translocageo  

A membrana mitocondrial externa facilmente permegVel a 

um grande numero de moleculas. Entretanto, a membrana interna apresen 

ta uma permeabilidade bastante seletiva, que permite reconhecer 

transferir apenas certas molgculas ou  ions.  Um dos sistemas carreado 

res mais intensamente estudados e aquele responsgvel pela transloca-

geo de  ADP-ATP  e que estg situado ao nivel da membrana mitocondrial 

interna. A função desta translocase ritocondrial de nucleotideos de 

adenina na celula 6 importar o  ADP  do citossol e exportar paraomesmo 

o  ATP  produzido durante a fosforilagao oxidativa, indispensgvel a eco 

nomia celular.  Tres  inibidores específicos da translocageo de  ADP  - 

atractilosideo, r.9rboxiatractilosideoe.icido bongcréquico - são basi 

camente utilizados em experimentos relacionados como transporte de 

nucleotideos de adenina (29, 30, 31, 32). Atractilosideo e carboxi 

atractilosideo são inibidores não perreantes na merbrana interna mito 

condrial e suas estruturas químicas são de glicosideos, cuja aglicona 

g um diterpeno. Arbos possuem dois residuos sulfato e um resíduo de 

gcido isovalgrico. O carboxiatractilosideo difere do atractilosideo 

e  
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por possuir uma carboxila a mais na porção diterpenica. O eido  bona  

er(-7quico, inibidor da transloeagão por penetração através da membrana 

mitocondrial interna, e uma longa cadeia poli-insaturada de ácido 

graxo. A maioria dos trabalhos relacionados  corn  o mecanismo dos siste 

mas responsgveis pela translocagao de  ADP  utiliza como material bio16 

gico mitocendrias de origem animal, vez que estas foram as mais estu-

dadas. Coro as mitocOndrias vegetais apresentam um baixo teor de nu 

cleotideos end6genos de adenina, este material constitui uma etima 

escolha para estudar-se não s6 as propriedades ligantes destes  trans  

locadores, corno a cinetica da translocagao de nucleotideos de adenina 

em mitocOndriaq (29). Somente pesquisas recentes melhor situaram este 

problema emmitocendrias vegetais, sendo ainda um assunto muito  con  

trovertido em virtude do grau varigvel de sensibilidade exibido pelas 

mitocOndrias vegetais, de diferentes origens, a tais inibidores (33, 

34, 35, 36, 37, 38). 

Objetivos do trabalho  

Tendo em vista as dificuldades apresentadas no isolamento 

de mitocendrias vegetais (20, 39) e a existencia de peculiaridades 

nestas preparações, no que se refere a oxidação de substratos (40, 

41, 42), ao funcionamento da cadeia transportadora de eletrons (20, 

27, 43), a capacidade fosforilante (1, 4, 41) e' ao funcionamento de 

translocadores específicos (29, 30, 31, 32), o presente trabalho se 

propoe a:  

Cl) apresentar una tecnira de isolamento da fração mito 

condrial de uma graminea, sorgo  (Sorghum  bicolor (L.) 

Mbendh); 

(2) por em evidencia a utilização de substratos pela ca-

deia de transportadores de ale-Lions;  
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(3) mostiar o grau de acoplamento e a capacidade fosfbri 

lente da preparação mitocondrial, atraw-is dos pararrE 

tros de controle respiratOrio e relação ADP/0; 

(4) estudar o fenOmeno da translocagao de nucleotideos de 

adenina, especificamente o  ADP,  atraves do uso de ini 

bidores específicos, atractilosídeo e carboxiatracti 

losideo. 



MATERIAL E MtTODOS 

CondigOes de germinação 

No presente trabalho foram utilizadas sementes de sorgo  

(Sorghum  bicolor (L.) Moench) fornecidas pelo Banco de SementesdoCen 

tro de CiIncias r'ias da Universidade Federal do Cear. Cerca de 

1000 sementes foram selecionadas para germinação, sendo previamente 

esterilizadas durante 5 minutos, em solução de hipoclorito de sOdio 

com teor de 5,2% de cloro ativo (Agua Sanitgria Brilux,  Raymund°  da 

Fonte Industria S/A, Recife-Pe).  Em seguida, estas sementes foram la-

vadas em excesso de ggua corrente e ggua destilada e germinadas em de 

pOsitos de plgstico, contendo  vermiculite  tambemesterilizada (200(5  

durante 12 horas) e ggua na proporção de 2:1. A germinação foi feita 

no escuro, a uma temperatura de 26°C, aproximadamente, e durante 7 

dias. 

Preparação mitocondrial 

Nesta preparação tornou-secomobaseatganica de Sarkissian 

&  Srivastava  (44) para o isolamento de mitocOndrias de trigo, no que 

diz respeito aos meios de homogeneização, de lavagem e de fosforila-

gEo. Contudo, as condiçOes de separação dos epicOtilos, embebigEo,  ho  

mogeneizagEo e esauema para centrifugação diferencial, foram estabe 

licidos, tentativamente, levando-se em conta o uso de diferente mate 

rial vegetal, no caso o sorgo. Epicailos estiolados da paEntula de 

sorgo, ap6s 7 dias de germinação, foram usados para o isolamento da 

fração mitocondrial. Todas as etapas necessgrias para a obtenção da 

referida preparação foram realizadas em cEmara fpia, a temperatura de 

± 6oC, usando-se material e meios previamente resfriados. Depois da 

separação de raizes e folhas, os epicailos foram cortados em secg6es 

13 
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de 2 a 3 cm de comprimento, lavados duas vezes  corn  ggua destilada e 

incubados com 120 a 200 ml do meio de homogeneizagão, na proporção de 

1:4 (p:v), durante 30 minutos. PosteriorEente, este material foi mace 

rado em gral de porcelana, merecendo, esta etapa, um cuidado especial, 
para evitar danos fisicos a preparação, obtendo-se, assim, uma fração 
mitocondrial Integra. A composigão do REio de homogeneizagão foi: sa 

carose 0,5 M, EDIA 0,001 M, tampão fosfato de potgssio 0,067 M  pH  7,2 
e  BSA  0,5 mg/ml. 0  pH  do homogenato manteve-se em torno de 7,0, no 

sendo necessgrio adicionar-se YOH  coup  g comum em outras preparagOes 

de origem vegetal (39, 45, 46). 0 horogenato foi filtrado em tela de  

nylon  e logo apOs submetido a centrifugagao diferencial em centrifu-

ga refrigerada IEC  (International  Equipament  Company  - Mbdelo  HR-1), 

segundo esquema exposto no diagrama I. 0 homogenato foi submetido a 

uma força de 500xg durante 5 minutos, o que permitiu sedimentar amido, 

niricleos e restos celulares. 0 sobrenadante contendo a fração mitocon 

drial foi submetido a uma  forge_  de 20.000xg durante 15 minutos, provo 

cando a sedimentação de mitoc8ndrias. 0 precipitado mitocondrial  en- 

to obtido foi suspenso em 25 ml, aproximadamente, de meio de lavagem, 

cuja composigk foi: manitol 0,3 M, tampo fosfato de potgssio 0,01 M  

pH  7,2 e  BSA  1 mg/ml. A suspensão mitocondrial foi homogeneizada ma-

nualmente em um homogeneizador de Potter-Elvehjem, rgpida e suavemen 

te. EsLa suspensão foi novamente centrifugada durante 5 minutos a 

500xg, coma finalidade de eliminar contaminag6es porventura resultan 

tes de insuficieneia da primeira centrifugação. 0 sobrenadante foi 

submetido a uma atima centrifugação durante 15 minutos a 20.000xg, 

obtendo-se um precipitado mitocondrial, o qual  foi lavado suavemente 

como meio de lavagem, para deslocar uma camada frouxa e amarelada 

composta de fragmentos da membrana mitocondrial externa, rompida por 

choque osm6tico ou vesr_culas de Golgi (39), que se depositavanasuper 

ficie do precipitado mitocondrial. Tal precipitado foi ressuspenso em 

1 a 1,5 ml do meio de lavagem e conservado a temperatura de aproxima 

damente 4°C, ao longo da experiencia. 

UNIVERSIDADE F7D7Rn DO MO 
BIELOTECA DE Cal CIAS ETEGNOLOGIA 
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DIAGRAM&  I 
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Eosagem de protelnas  

A concentração de proteína mitocondrial foi determinada 

pelo raodo do biureto modificado por Gornall (47), cuja variação  con  

sistiu na adição de colato de sOdio, o qual  solubilizou as proteinas 

membranares. Em um tubo de ensaio colocou-se, sucessivamente, homoge 

neizando-se apiis cada adição: 0,25% de colato de s6dio, preparação mi 

tocondrial, 8% de hidraido de sOdio e 0,1% de sulfato de cobre. Dei 

xava-se uma coloragao violeta se desenvolver durante 15 minutos.Alei 

tura foi feita no espearufotOmeLvo  Beckman DU,  a 540 nm contra um 

branco de reagentes sem proteínas. A concentração de proteina foi es-

timada em relação a uma curva padrão de  BSA,  na qual  foi determinada 

que 1 mg de proteína tinha uma absorbancia m6:dia de 0,081, nas uesres 

condigOes de ensaio a 540  flirt.  

Atividade oxidativa 

A atividade oxidativa das mitocOndrias foi medida polaro 

graficamente a 26°C, em um oxigrafp Gilson Modelo K-IC,  polarizado 

0,8 V, acoplando-se um eletrodo de  Clark  a camara de rcagao. Este 

constituido de um catodo de platina e um anodo de prata ligados por 

uma ponte de KC1, a gpal isolada do meio por uma membrana de polie-

tileno. 0 oxigenio atravessa esta membrana sofrendo redução na super 

ficie do catodo, o qual  esta polarizado em uma vpltagem dentro de uma 

faixa correspondente ao  "plateau"  da  corrente, sendo, portanto, a  des  

polarização do mebno responsgvel pelo aparecimento de um fluxo eletr6 

nico, o qual  diretamente proporcional a concentração de oxigenio. 

Esta corrente amplificada e transmitida a um registrador. A veloci 

dade de  di  fusão de oxigenio depende do gradiente de pressão que ha  en  

tre a amostra e a superflcie do elellodo, constituindo, então, Ulla 

medida direta da concentração de oxigenio do meio (48, 49). As dife-

rentes adigaes foram feitas em uma 6:samara de reagao com capacidade  pa  

ra 2 ml, sendo a horogeneizagao garantida por um pequeno agitador mag, 

netico. Na camara de reação habitualmente colocou-se 1,4 El do meio 
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fosforilante, cuja composição foi: nanitol 0,3 M, KC1 0,01 M, tampão 

fosfato de potssio 0,01 M  pH  7,2, tampão tris-HC1 0,01 M  pH 7,2, 

MgC12  0,006 M,  BSA  0,5 mg/m1 e substrato oxidgvel em um volume final 

de 1,5 ml. A reação foi iniciada com a adição da fração mitocondrial, 

sendo as demais adig5es indicadas nas figuras correspondentes. A  con  

centração de  ADP  foi calculada especlaufotoretricaliente, tendo  comp  

base o seu coeficiente de extinção milimolar de 15,4 mM-1.cm-l a260nm 
(46). 

Dosagem  da adenilatoquinase  

9 

Aadenilatoquinase (5 -AT?:5  -AMP  fbsfotransferase) ca 

talisaumareaçãosponsgvelpelaprodeçãodeATP(ADP+ADA11)+ATP) 

independente da fosforilação oxidativa (50). A atividade desta enzima 

foi determinada indiretamente, atraves de ensaio especlaufotomjtrieo, 

envolvendo reaçaes enzimaicas associadas, segundo o esquema abaixo: 

AT?  ADP NALP±  NALPH + 

Glicose • Glicose-6-P.  
G6PDH 

6-Posfoglicona-6-1actona. 

0  ATP  oriundo da atividade adenilatoquingsica desencadeou aquela se 

quancia de reag3es e o NADPH + 11+  produzido foi f responsgmelpelaabsor 

bãncia a 340 nm. Numa cubeta de quartzo colocou-se, sucessivanente, 

honogeneizando-se as cada  adição: tampão tris-HC1 0,19M  pH  8,0, gil 

cose 0,02 M, glicose-6-fosfatodesidrogenase 25 pg, MgC12 0,002 M, 

NADP 0,26 mM, hexoquinase 7 pg e uma concentração da fração mit000n 

drial previamente determinada em um volume final de 1 ml (51). A rea- 

ção foi iniciada apOs adição de  ADP,  cuja concentração variou de 

0,04 mM a 2 mM, iniciando-se, então, as leituras ao longo de 3 minu 

tos, em intervalos de 15 segundos, a temperatura de 22°C. Seguia-se a 
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evolução da absorbancia a 340 nm, tendo-se tampão tris-HC1 0,19 M  

pH  8,0 como referencia (branco). As leituras foram collegidas em rela 

gao aos testemunhos do  ADP  e da preparação mitocondrial. Tais contro-

les consistiram na determinação de absorbancia de todos os meios de 

reação, exceto  ADP,  ou preparaçao mitocondrial. Estas medidas espec 

trofbtomgtricas foram indicativas de  ADP  contaminado conlATP e  amaze  

namento de  ATP  pelas mitocOndrias, independente da atividade adenila- 

toquingsica. 0 coeficiente de extinção milimolar do NADPH foi de 

6,22 mM-1.cm71 a 340 nm (46), podendo-se calcular indiretamenteaquan 

tidade de  ADP  transformado emATP/mg/min pela adenilatoquinase. A 

atividade especifica foi calculada a partir de: 

A.E.= tgg x f x 2/0,002, onde: 

tga = unidades de absotbancia/minuto (v), independente da concentra 
gao de substrato; 

f = fator de coleção para 1 mg de proteina; 

2 = niiiero de nolgculas de  ADP  envolvidas na redução de uma molgcu 4- 
la  deNADP-; 

0,002= Absorbancia de 1 nmol de NADPH 1-14.  partindo-se de um coeficien 
te de extinção de 6,22 mN71.cm71  a 340 nm (46). 

Cglculo do consumo de oxigenio  

A quantidade de oxigenio em uma solução pode ser calcula 

da a partir do seu coeficiente de solubilidade, o qual depende da tem 

peratura e da composiçao eletrolitica do meio (52). Os cglculos do 

consumo de oxigenio no presente trabalho  forum  obtidos partindo-se de 

valores encontrados em solução de diferentes concentragaes de manitol 

(P. V. Vignais - resultados não publicados). Com estes dados, verifi 

cou-se que a concentração de oxigenio dissolvido no meio de reação foi 

de 222 ITM, sendo portanto a concentração de oxigénio de 333 moles/ 

1,5 mil ou 666 ngtomos/1,5 ml, cujo volume co/Tesponde aquele contido 
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na camara de reação. Sendo a altura do papel de 185 mm, calculou-se 

que cada milimeLlo representa o consuno de 1,8 nmoles de oxigênio ou 

3,6 nátomos de oxigenio. A velocidade de consumo de oxigenio foi cal 

culada atrav6s da seguinte expressão: 

V = C x hit, onde:  

V = velocidade de consumo de oxigenio em nmoles/minJ1 5 ml do meio de 
reação; 

C = constante indicativa de que a altura de 1 RUI, percprridanopapel, 
corresponde ao consumo de oxigenio de 1,8 nmoles/1,5 ml; 

h = altura emmilimeLios percorrida ao longo do papel, variável em 
função da origem e integridade da preparação mitocondrial, subs-
trato e vigencia ou não de  ADP;  

t = 1 minuto. 

Cálculo do con,_Lole respiratOrio  

O  con Liule respiratOrio foi calculado a partir da expres 

são (18): 

C.R. = V
3
/V
4' 

onde: 

V3  = consumo de oxigenio no estado 3, em presença de substrato e  ADP.  

V4  = consumo de oxigénio em presença de substrato. 

O segundo estado 4 foi sempre utilizado na determinação desta rela-

ção. 
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Cglculo da relação ADP/0 

A relação ADP/0 indica o nikero de molgculas de  ATP  aco 

piadas ao consumo de oxigenio ao longo da cadeia respiratOria.  Partin  

do-se da premissa de que a preparação mitocondrial esteja integra ,tal 

relação varia em função dos valores teOricos de 2 a 3, conforrreosubs 

trato oxidado. Arelaggo ADP/0 foi calculacia segundo Chance&Williams 

(18) e Hagiara (49), atraves da expressão aba1xo- 

ADP/0 = ADP/h x C, onde:  

ADP  = moles de  ADP  adicionados ao meio de reação; 

h = altura emmilimetros, percorrida ao longo do papel, na vigencia 
de  ADP,  isto 4, representativa do estado 3; 

= constante indicativa de que a altura de 1 mm corresponde ao  con  
sumo de oxigenio de 3,6 ngtomos 



RESULTADOS 

Caracterização da fração mitocondrial 

Para a avaliação da integridade das mitocOndrias de sor-

go, considerou-se os seguintes critgrios: controle respirat6rio (C. 

R.), relação ADP/0 e estabilidade dependente do tempo (20, 53, 54). 

Os valores de C.R. e relag5es ADP/0 tendo succinato, NADH e L-malato 

como substratos oxidgveis, são mostrados nas figures 1, 2 (A) e 2 (B), 

respectivamente. Os valores de C.R. para succinato  (Fig.  1), são com 

pargveis aos encontrados em outras preparagOes mitocondriais vegetais 

(54, 55). 0 aumento de C.R. verificado no segundo ciclo de oxidação 

devido a diminuição no consumo de oxigenio do segundo estado 4.  Pan 

bas  as relagaes ADP/0 de 1,8 evidenciaram a mesma capacidade fosfori-

lante nos  this  ciclos de oxidação, sugerindo o funcionamento de dois 

sítios de fosforilagão de  ATP,  como g esperado COMO uso de succinato 

coro substrato oxidgvel. Os C.R. para NADH  (Fig.  2 (A)) e L-ralato  

(Fig.  2 (B)) são compargveis ao primeiro C.R. na presença de succina 

to  (Fig.  1). A relação ADP/O, usando-se NADH como substrato (Fig.  

2 (A)) -6 2,0, o que estg de acordo  corn  os valores teclricosobtidos pe  

lo  sistema ci  desidrogenase do NADH ex6geno, encontrado em mitocOn-

drias vetegais (20, 56, 57, 58). Com L-malato  (Fig.  2 (B)), observa-se 

uma relação ADP/0 de 2,5, estando condizente comas dados esperados 

daqueles substratos que sofrem oxidação ao nível de nucleotideos de 

piridina. A estabilidade da preparação ritocondrial foi testada  cam  

succinato  °ono  substrato, ao longo de 5 horas, tendo permanecido pra-

ticamente inalterada  (Fig.  3). A maioria das experiencias foi realiza 

da na presença do mesro substrato, em periodos inferiores a 5 horas, 

garantindo a estabilidade da referida preparação. 
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I m 
1.--1  

CICLO C.R. ADP/0 

I 2,3 1,8 

U 4,5 '1,8  

Fig.  1 - Tragado polarogrgfico da atividade mitocondrial com dois ci 
clos de fosforilagão, tendo succinato 16 mM coino-substlato—. 
A tgcnica de isolamento e o meio, de reação estão descritos 
em material e mgtodos. A reagão foi• desencadeada pela fra-
ção mitocondrial 0,9 mg, seguida por ad1g3es sucessivas de  
ADP  220 1.1M, conforme indicagoes das setas,envolumefinalde 
1,5 mi. Os niimeros ao longo do tragado expressam o valor do 
consumo de oxig&io em nmoles de 0

2
/min /1,5 mi. 
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ADP/0 2,5 

C.R. 2,3 
ADP/0: 20 

C.R. = 1,6 

6.1  
E 

s
o 
o 

1 min. 

Fig.  2 - Tragado polarogrgfico da atividade mitocondrial em presen 
ga de: (A) NADH 0,2 mM e (B) Lrmalato 10  Ili%  Condigoes 
experimentais semelhantes as da  fig.  1. (A) A concentra-
gao de proteína mit000ndrial foi de 1,7 mg/1,5 ml e a de  
ADP  foi 270 pM. (B) A concentragao de proteína mitocon 
drial foi de 1,0 mg/1,5 ml e a de  ADP  foi de 240 Oh 
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Fig.  3 - Estabilidade da preparação mitocondrial em função 
do tempo, na qual velocidade (V) 4 igual ao consu 
mo de oxi6nio expresso em nmolesde02/rain /1,5 mi 
em presença de  ADP  (estado 3), menos o consumo de 
oxiganio em ausência de  ADP  (estado 4). A concen 
tração de proteína foi de 1,5 mg/1,5 ml. Condig6E 
experimentais id&iticas as da  fig.  1. 
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Utilização de substratos pela cadeia transportadora de elgtrons  

Diferentes intermedigrios do ciclo do ecido tricarboxíli  

co,  succinato  (Fig.  1), L-malato  (Fig.  2 (B)), a-cetoglutarato  (Fig.  

4 (B)), fumarato  (Fig.  5 (A)), oxalacetato  (Fig.  5 (B)) e de outras 

rotas metabelicas, NADH  (Fig.  2 (A)), L-glutamato  (Fig.  4 (A)), piru 

vato  (Fig.  6 (A)) e DL-B-hidroxibutirato  (Fig.  6 (B)), foram testados 

para avaliar-se a capacidade oxidativa da cadeia transportadora de  

el Lions  da fração mitocondrial de sorgo. Os perfis representativos 

do consumo de oxigenio, utilizando-se succinato  comp  substrato, são 

mostrados na  Fig.  1. Verifica-se, na vigencia de  ADP,  um aumento na 

velocidade de  cons=  de oxigênio, compareveis nos dois ciclos de oxi 

dação de 79 e 77 nmoles de 0
2/min/1,5 ml. Em ausencia de  ADP,  a velo-

cidade do consumo de oxigenio e lenta - 32, 34 e 17 nmoles/min/1,5 ml, 

característica do estado 4 - havendo, contudo, um decrescimo no valor 

do consumo de oxigenio  apes  o segundo ciclo de fosforilageo, quando 

comparado aos dois estados 4 anteriores. A  Fig.  2 (A)  !rostra  o consu 

no de oxigenio das mitocOndrias de sorgo em presença de NADH. Observa 

-se que o  ADP  estimula o consumo de oxigenio (54 nmoles/min/1,5 ml), 

sendo, enlretanto, tal estímulo, inferior ao verificado quando succi 

nato g o substrato utilizado. Ambas as velocidades do consumo de oxi-

gênio em ausencia de  ADP  são de 34 nmoles/min/1,5 ml. Com o L-malato  

(Fig.  2 (B)), o consumo de oxigênio e de 32 nmoles/min/1,5 mil durante 

o estado 3 e 20 e 14 nnoles/min/1,5 ml no primeiro e segundoestados 4, 

respectivamente. Como se ve, a velocidade de consumo de oxigenio g  in  

ferior em  mhos  os estados a velocidade encontrada quando se usa suc 

cinato e NADH  comp  substratos. Verifica-se, ainda, que na transição 

do estado 3 para o segundo estado 4, hg diminuição da velocidade do 

consumo de oxigenio, quando comparada aquela velocidade do primeiro 

estado 4. Tal fato e diferente tambem do que acontece com succinato  

(Fig.  1) e NADH  (Fig.  2 (A)) como substratos. Foram igualMente testa 

dos L-glutamato  (Fig.  4 (A)) e a-cetoglutarato  (Fig.  4 (B)), os quais 

não foram praticamente oxidados pelas mitocOndrias de sorgo, apesar 
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L- GLUT. 
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4 
ADP 5 

CETO. 
SUCC74*  
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MT 4 

36 
36 

\,6 

14 

mm. 

A 

Fig.  4 - Tragado po1rogi-4fico da atividade mitocondrial em presença de: (A) L-glutamato 33 mM e 
(B) a-cetoglutarato 27 mM. EM ambos os tragados polarogr4ficos, a. concentrag.k de proter 
na mitocondrial foi de 1,0 mg/1,5 ml e a concentração de  ADP  204 1.1M. Para testar as ativi 
dades oxidativas e fosfori1antes, foi posteriormente adicionado succinato 16  Idyl.  Condf:  
goes  experimentais iguais as da  fig.  1. 
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13 

A E3 

Fig.  5 - Tragado polarogrgfico"da atividade mitocondrial em presença de: (A) Fumarato 33 mM 
(B) Oxalacetato 33 mM. Nos pontos indicados, foram feitas adig6es de  ADP  204 11M e succi 
nato 16 ir em condigOes semelhantes as da  fig.  4. Em ambos os casos; (A e B), a concJi 
tragao de protelna foi de 1,0 mg/1,5 ml. 
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Fig.  6 - Tragado polarogrgfico da atividade mitocondrial em preseflga de: (A) Piruvato 33 EM e 
(B) DL-$-hidroxibutirato 33 mM. Nos pontos indicados, foram feitas adig3es de  ADP  204 pM 
e succinato 16 mM, em condig6es iguais as  fig.  4. Em ambos os casos, (A e B), a concen-
trag5o de proteína foi de 1,0 mg/1,5  
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8 

18 

1min. 



29. 

de serem oxidados por outros sistemas vegetais, CORO as mitocOndrias 

de Phaseolus aureus (59). A despeito da penetração de oxalacetato e 

piruvato em outras mitoc6ndrias vegetais (60, 61, 62), estes taniblam 

foram  subs Lratos em cuja presença não foi evidenciada capacidade oxi 

dativa nas mitocOndrias em estudo  (Fig.  5 (B) e 6 (A)). DL-0-hidroxi 

butirato tabb6m não foi oxidado pelas mitocOndrias de sorgo (Fig.  

6 (B)), diferentemente do que acontece commitocOndrias  animals  (54, 

63). Verificou-se, ainda, o efeito do fumarato  (Fig.  5 (A)), consta 

tando-se que este não 4 oxidado, o que igualmente ocorre ccrinitoc6n-

drias quer de origem vegetal (41, 61) quer de origem animal (1, 64). 

Apesar da não oxidação pelas mitocOndrias de sorgo dos intermeddirios 

metab6licos referidos acima, deve-se ressaltar que estas organelas 

não perderam a capacidade oxidativa e fosfbrilante na presença destes 

substratos, o que evidenciado pela adição posterior de succinato  

(Figs.  4 (A), 4 (B), 5 (A), 5 (B), 6 (A) e 6 (B)). 

Determinação das constantes de afinidade (E0 do aceptor de fosfato,  

ADP  e dos substratos succinato e L-nalato  

Determinação  do Km  do ADP 

O substrato foi o succinato e a ordem das adiçOes durante 

a medida polarogrgfica foi: substrato, mitocOndrias e  ADP,  como esta 

indicada na figura 7. As velocidades do consumo de oxigénio em presen 

ga de  ADP  221 pM, 170 pM, 107 pM, 51 pM e 17 pM, foram sUblruidas dos 

estados 4 subsequentes. Somente foram utilizadas para determinação do 

Km, os valores do consumo de oxigénio estimulado por  ADP  a partir da 

segunda adição do mesmo, admitindo-se que um contacto prévio com  ADP  

provocaria uma distribuição mais simgtrica do translocador (31, 32), 

permitindo uma determinação mais exata do Km  (Fig.  7). Os inversos das 

velocidades do consumo de oxigénio estimuladas porArp (estado 3 - es 

tado 4) foram grafados  versus  os inversos das concentragOes de  ADP 

(Fig.  8). Esta figura mostra a reta que meIhor representa a mgdia de 



I. g. 7 - Tragado polarogrgfico padrao da atividade mit000ndrial em 
presenga de diferentes concentrag6es de  ADP,  utili?ado na 
determinação da constante de afinidade do  ADP  (Km). Nos 
pontos indicados, foram feitas adig6es na seguinte ordem: 
succinato 16 mM, preparaggo mitocondrial 0,9 mg e ADP  
221 uM, 170 uM, 107 pM, Si pM e 17 uM. Condig3es experi-
mentais, descritas em material e m;todos e segundo as da  
fig.  1. 
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30 60 90 

( ADP pM x 103  

Fig.  8 - Grãfico de Lineweaver-Burk para a determinação da constan 
te de afinidade CKm) de  ADP.  A concentração d proteína 
foi de 1,3 mg/1,5 ml. As condiaes de ensaio foram identi 
cas as da  fig.  7. 
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cinco experi&lcias, atraves da aplicação da anglise de regressão li  

near.  Nestas experiancias foram usadas idanticas concentragaes de  pro  

terna: 1,3 mg/1,5  la  em cada determinação, com uma concentração efe-

tiva de  ADP,  variando de 12 pM a 221 pM. A velocidade do consumo de 

oxigenio, estimulada por  ADP,  alcanga um valor meximo a partir de 100 

pM, valor este concordante com o obtido por auma com nitocOndrias de 

Phaseolus aureus (54). A concentração de  ADP,  que causa metade da ve- 

locidade ngxima, 6 de 33 pM, sendo compargvel ao valor determinado 

para as mitocandrias de Vigna sinensis (38) e mitocandrias de animal 

(65). 

Determinação do Km  do succinato e L-ralato 

Foi estudado o efeito da concentração destes substratos 

na variação do consuma de oxigenio no estado 3. A ordem de adição dos 

reagentes necessgrios a determinação foi: nitocOndrias,  ADP  e substra 

tos, coro 6 mostrado na figura 9 (P) e 9 (B). A diferença enLre as 

velocidades do consumo de oxiganio posteriores e anteriores a adição 
dos substratos foi determinada, sendo os inversos destes valores ver 

sus os inversos das concentragOes de ambos os substratos, grafados 

coro indicam as figuras 10 e U. Através do n6todo dos  minims  quadra 

dos, escolheu-se as retas representativas do efeito das concentragOes 

dos substratos succinato e L-malato, sobre os' valores de consumo de 

oxiganio, sendo encontradas as seguintes constantes de afinidade (Km): 

0,5 mMpara succinato e 5 mM para L-nalato. 



ADP 18 

3.  

MT. 18 

ADP —÷ 

MT --PP 

SUCC. L-MA L. 

47 

f 
1 min 

23 

Fig.  9 - Tragado Polarograifioo da atividade mitocondrial com acb_ça,6 
previa de  ADP  204 pM,  utilized°  na determiregao das  cons  
tantes _de afinidade (Kri) dos subst-ra.*)s: (A)' Succinat7 
7 !TM e (B) L-nelato 7)11. A velocidade de consum de oxi 
giinki, V (nmles de 02/min. /1,5 ml)' 4 igual a-  velocidad—e 
'determinada ap6s adiço de  -substrate,  menos a veiocidade  ern:  
presença de  ADP.  ConcentregExis variadas dos mesios substra 
tos foram testadas em idêntico procedirrnto. A concentra---
gao de protei.na  mitocondrial foi de 1,4 mg/1,5 ml. Condi 
çaes experimenta.is  descritas em material e metodos e na  
fig.  1. 
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50 

K m  '0.5 mM 

L J 
10 2.0 . 30 

( .SUCCINATO mMY1  x0 

32 - Gr4fico de Lineweaver-Burk para a determinaço da constan 
te de afinidade (Km) de succinato como substrato. A  con:  
certraggo de proteina mitocondrial foi de 1,4 mg/1)5 
As co:IdigOes de ensaio foram as mesmas da  fig.  '9 W, sen 
do aplicadas diferentes concentragEes de succinato. 



MALATO 00M)  

Fig,  11 - Gra'fico de Lineweaver-Burk para a detexydna9ao da constante 
de mfinidade (Km) de L-malato. A concentragao de .piotelna 
mitocondrial foi de 1,4 mg/1,5 mi. As condig5es de ensaio 
foram as mesmas da  fig.  9 (8), sendo aplicadas diferentes 
concentrag6es de Lrmalato, 
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Translocação de nucleotideos de adenina (ADP)  

Atividade adenilatoquingsica 

Para este estudo, foi feita a determinação de Km  da adeni 

latoquinase  (Fig.  12) bem como a determinação de sua atividade  (Fig.  

13). A figura 12 representa a madia de duas experiencias com concen- 

tragaes de proteína de 0,12 mg/ml, onde foram grafados os inversos 

dos valores das velocidades  versus  os inversos das concentragaes de  

ADP.  A equação da reta foi calculada atrav6s da anglise de regressão 

linear pelo matodo dos mínimos quadrados, sendo determinado um Km 
 de 

333 uM. Apartir  (la  velocidade  maxima  (V ) encontrada no grgfico da 

figura 12, foi determinada uma atividade especifica para a adenilato 

quinase da ordem de 750 nmoles de  ADP  transformados em ATP/minuto/mg 

de proteína (vide material g matodos). A figura 13 mostra a atividade 

desta enzima em função da concentração de  ADP.  Pode-se verificar que 

era presença de  ADP  200 uM, concentração habitualmente usada para as 

medidas de translocag.ao, a atividade adenilatoquingsica exercida para 

subtrair  ADP  do meio de reação foi desprezível, quando comparada a do 
translocador. 

Inibidores  da  translocagao de ADP  

Estudou-se a translocagao de  ADP  em função da fosfbrila 

cão oxidativa, isto 6, a ação de inibidores da translocagao (NTR e  

CAT)  foi avaliada a partir da influencia exercida pelos mesmos sobre 

o consumo de oxigenio estimulado por  ADP  (estado 3). Assim, a cinati-

ca do tranbporte de  ADP  e a ação dos inibidores foram avaliados indi 

retamente, a partir de dados de consumo de oxigenio. 
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39.  

Efeito do ATR na translocação de  ALP  

O traçado polarogrgfico da  figura 14 (A) mostra o consumo 
de oxigenio pelas mitocOndrias de sorgo oxidando succinato 16 mM e o 

estimulo deste consumo mediante adiçOes sucessivas de  ADP  141 pM, 67 

pM e 23 pM, deixando de  computer  o estimulo provocado pela primeira 

adição de  ADP  e exibindo uma cinetica de saturação clgssica. A figura 

14 (B) mostra um traçado polarogrgfico nas mesmas condiçaes, mas em 

presença de ATR 10 pM, evidenciando inibição completa do consumo de 

oxigenio estimulado por  ADP.  Os grgficos de Lineweaver -  Burk (Fig.  

15) e  Dixon (Fig.  16) (66) demonstraram que o ATR compete com o  ADP  

ao nível do trenslocador, quando a relação ATR/ADP inferior a 0,04, 
sendoosvaloresdelCobtidos pelos dois mgtodos de ang1isede0,5 pNL 

A figura 17  rostra,  por um outro maodo de analise, que a inibição 

efetuada pelo ATR competitiva. Coa) a concentração de AlFveriandade 

23 pM a 141 pM, verifica-se um mesmo perfil inibitOrio e a concentra 
gão de ATR que inibe a translocação de  ADP  141 pM de 50% g aproximada 

mente 2,0 pM. Este valor confirmado no gráfico de % de velocidade em 

ausencia de ATR  versus  concentração de inibidor, indicado na figura 
18 (B). 

Efeito  do CAT  na  translocagEo de ADP 

A figura 19 (A) mostra um perfil do consumo de oxigenio 

em presença de succinato 16 mM e diferentes concentragOes de AEP: 147 

pM, 77 pM e 25 pM, sem levar em consideração a adição pr6via de  ADP.  

A figura 19 (B)  Nostra  um perfil do  eons=  de oxigenio nas mesmas  con  

digaes, mas em presença de  CAT  0,17 pM, o opill  indica que houve uma 

completa inibição do consumo de oxigenio estimulado pelo  ADP.  Coro se 
ve no feixe de curvas no grgfico do tipo Lineweaver -  Burk (Fig.  20), 

o  CAT  atua  CORD  inibidor aparentemente competitivo da translocagao 
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Fig  15 - Grã.fioo de Lineweaver-Burk Para a determinagão da constante 
de inibição (Ni) do ATR. A concentragão de proteina mitocon 
•drial foi de 1,5 mg/1,5 mi e as condigaes de ensaio estão de-s-
critas na  fig.  14. 
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ATR (»M 

Fig  16 fico de  Dixon  pana determinagao da constante de 
inibigao  (KO  do ATR. A concentração de proteína 
mitocondriai foi de 1,5 mg/135  in.  As condic5es de 
ensaio estao descritas na  fí,  15. 
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160 

10,0 0,1 ek.5 1,c) 5,0 

ATR / ADP x 102  

la 

Fig.  17 - Efeito do ATR na velocidade de consumo de oxiga 
ruo. Os valores da velocidade de consumo de oici- 
ganio foram C.R1culados como esta indicado na  
fig.  7 e  sac,  expressos como por(xntazem da rea 
,a0 em aus:incia de inibidor. A relagao ATR/ADP 
refdre-se as =centragaes de ATR 0,25 pM, 0,5  TIM,  
1,0 pM, 2,5 pM, 5,0 pM e 10,0 pM e concentragaes 
de  ALP  23 pM (0), 67 pM (0) e 141 pM. (N7). A 
concentraçao de protelna mitocondrial foi de 
1,5 ng/1,5 ml. As condig6es experimentais estio 
descritas na  fig.  14. 
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1  
Pp-6  

CONCENTRAÇÃO DE INIBIDOR 11.41  

Fig.  18 - Gráfico serilcgarltrico mosrando a diferença na, suscepti 
bilidade a A6i.o dos inibidores (ATR e  CAT)  da transloci: 
ggo de  ADP.  A velocidade de consumo de oxig&io foi rAlcu 
lada cio na  fig.  17. (A) Efeito do  CAT  na respiragg5 
estimulada por  ADP  134 u144 (B) Efeito do  AIR  na respira 
9a0 estimulada  poor ADP  141 11M. A concentragao de proterma 
mitocondrial em (A) foi de 0,8 rg/1,8 ml e em (B) foi de 
1,5 mg/1,5 ml. As condigaes experimentais' da  fig.  18 (k) 
foram as mesmas da  fig.  19, e as da  fig.  18 (B) as mesras 
da  fig.  14. 
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SUCC, 

22 e  
CAT 

27  

ADP —ts* 

1 mill 

ADP/0 2,0  
CR.:  3,2 A 

. 19 - Tragado Naarogrgfloo da atividadermitocondriRl, rostran 
do o efeito inibitorio do  CAT  na rspiragao estimulada 
por  ADP,.  em presença de succinato 16 mM como substrato. 
(A) ConLivle do consumo de oxiienio em presença de adi-
g6es sucessiyas de  ADP  nas concentragaes de:1470, 77 uM 
e 25 u1.4. (13) Consumo de oxignio em presença de  CAT  
0,17 uM e citm a mesmas concentrag6es de  ADP  do controle. 
A concentragEko de proteína mitocondriAl'foi de' 0,8 mg/ 
1,5 ml. As condiqaes experimentais estio descritas na  
fig.  1. 

22 
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(poP1iMr1  x 103  

rig.  20 - Grafico de Liaeweaver-Burk para deteriminagaO do efeito 
inibit6rio do  CAT.  A concentragao de proteina mitocon 
dvial foi de 0,8_mg/1,5 m]... As condig;es de ensaio fo-
ram semelhantes  ac  da  fig.  19. 
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de  ADP.  As intersegEes no eixo dos x foram usadas para (-..lcular os va 

loresdeK"os Tiais foram: 0,04 pM, 0,02 pM e 0,001 pM pare as  con  

centragOes de 0,02 pM, 0,05 pM e 0,07 pM, respectivamente. 0  CAT  pare 

ce competir pelo  trans  locador, quando examinado cm ooncentreqaes de  

ADP  maiores que 41 pM e concentragOes de  CAT at  0,05 pM. A figura 

18 (A) mostra um grefico de % de velocidade em aus-;:ncia de inibidor  

versus  concentração de inibidor, sendo encontrado uma inibição de 50% 

com uma concentração de  CAT  igual a 0,08 pM em presença de ADP134pM. 

AvariabaidadedosvaloresdeK.ea pequena concentração de  CAT  ca 

paz de provocar 50% de inibigao  (Fig.  18 (A)), quando comparada a do 

ATR  (Fig.  18 (B)), permite sugerir uma alta afinidade pelo transloca 

dor de  ADP  (67). Na figura 21, grafando-se as tangentes da R  curvas de 

inibição do grefico de Lineweaver -  Burk (Fig.  20)  versus  concentra-

gao de  CAT,  obtem-se uma curva cOncava assintaica a uma linha verti 

("1, característica de inibição competitiva de alta afinidade (68). A 

anglise grefica pelo rgtodo de  Dixon (Fig.  22) confirma uma inibigão 

do tipo aparenterente corpetitiva, sendo encontrado um Ki  igual a 

0,06 pM para concentragOes de  CAT at  0,05 pM. A figura 23 (A)e 23 (B)  
rostra  greficos de % de velocidade em ausancia de inibidor  versus  a 
relageo das concentrag3es de inibidor e do substrato. Observou-se que 

o grau de inibigão variou com as diferentes concentrag6es de  ADP,  

87 pM e 134 pM, contrariamente do que ocorreu com o ATR  (Fig.  17). A 

figura 24 apresenta um grefico de (I/S)0 '5  versus  o inverso da concen 

tração de  ADP,  resultando uma reta, cuja tangente foi calculada para 

encontrar-se ovalordeL,o cp1R1  foi 0,06 pM, id&ntico ao valor en-
contrado pelo retodo de  Limon (Fig.  22). 
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CAT 9.00 

Fig. 21 - Anglise  da afinidade  do 
CAT  pelo  translocador de 
ADP. Grgfico daq inclina-
g6es obtidaseogrgfibo de 
Lineweaver-Burk (Fig. 20) 
versus a cbncentragao to-
tal de MT. 
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ADP 4IpM 

ADP 87,uM 

ADP 134)M 

K i  0,06 pM 

K 0,1 

MT (,u  

rig.  22 - Grgfico de  Dixon  para deterininagao da constante de 
inibiçao (K:) do  CAT.  A concentração de proteína 
mitocondria: foi de 0,8 mg/1,5 mi. As condiçaes de 
ensaio estao descritas na fif-  'O. 
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0,1 0,5 1,0 5,0 

CAT (03 
ADP — 

Fig.  23 - Efeito do.  CAT  na velocidade de consu 
no de oxigénio. Os valores da  velocr_ 
dade de  cons  urro de oxigenio foram 
r,Riculados  corn  est.:: indicado na  fig.  
17. A i1ão CAT/ADP refere-se as 
concentra.goes de  CAT:  0,05  TIM,  0,07 pM, 
0,1 pM, 0,12 pM e '0,15 pM e concen-
trag3es de  ADP:  87 pM (6-41) e 134 pM 
(11-4). As condigaes experimentais 
sao as mesmas da  fig.  19.  
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20 40 60 80 

(ADP  )14)-7  103  

Fig.  24 - Variação do Indice de 50% de inibigão (CAT/ADP)0,5 em  
fun*  dos inversos dPs concentragOes de  ADP.  .  (CAT/ 
ADP)  0 5 foi c1  lado  can  as seguintes concentraq6es 
de CAI' e  ADP,  respectivamente: 0,02  Of,  0,05 pM, 
0,07‘pM, 0,10 pM, 0,12 pM, 0,15 pM, 0,17 pM, 0,20 pM e 
13 pM, 41 uM, 64 pM, 87 uM, 134 uM, 274 pM. Os slmbo-
los representam a rgdia de quatro diferentes experi& 
cias, com concentragaes de protelna mitocondrial •  di-.  
0,8 mg/1.5 ml. Condiçes experimentais descritas em ma 
teriai e gmtodos e na  fig.  18 (A). 



DISCUSSÃO 

Tecnica de isolarento da preparação mitocondrial de sorgo  

A separação de mitocandrias de tecidos vegetais tem-se 

apresentado, ao correr do tempo, mais difícil do que a separação da 

mesma fração em animais (20). 

O rgtodo usado para isolar ritocOndrias, corro esta descri 

to no presente trabalho, mosiluu-se valido na obtenção de uma prepara 

gao ritocondrial de sorgo funcionalmente íntegra e consequentemente 

bem acoplada. As condigOes de isolamento foram estabelecidas, tentati 

vanente, de acordo com as t&.cnicas usadas por Ikuna (46) em mitocan- 
drias de feijão e Sarkissian &  Srivastava  (44) emmitociOndr'as de 

trigo. Sarkissian &  Srivastava  (44) concluíram que, para isolar rito 

cOndrias de trigo, sacarose no meio de horogeneizagao e ranitol nos 

meios de lavagem e reação foram os melhores meios, apesar de comumen 

te usar-se  coup  meio osm6tico, a sacarose (0,4 a 0,5 11) ou nanitol 

(0,3 a 0,7 1.) (39, 46). Tendo em conta a diversidade do material usa 

do, no caso o sorgo, verificou-se que os meios de Sarkissian &  

Srivastava  (44) eram os mais adequqdos, fazendo-se, contudo, modifica  

goes  no que diz respeito a outras etapas envolvidas no processo de 

isolarento (vide material e retodos). Uma das peculiaridades deste na 

terial, e que o rebuu 6 bastante fibroso, dificultando a disrupg5o do 

tecido. Sendo esta uma etapa crítica para obtenção de uma preparaçao 

mitocondriAl Integra, observou-se que um contacto prévio das secgaes 
cortadAs de epicailos de sorgo conto maio de horogeneizagao facilita 

va a disrupgao e a obtenção da fração ritocondrial relhor acoplada. 
Foi verificado, também, que a concentração do tampão no maio de  holm  

geneizagao, tem um efeito marcante em relação a quAlSdade das ritooOn 

drias.  David°  a presença de vacilolos nas células de plantas superio- 

52 
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res, faz-se necesserio ter um grande  con Lule do  pH,  a partirdomoren 

to ealque se provoca a ruptura  cis  celulas, com consequente liberagão 

do conteiado ecido no interior do homogenato. Constatou-se que na  pre  

parcção mitocondrial de sorgo, uma elevada concentração de tampão fos 

fato de potgssio (09067 M  pH  792) no meio de homogeneizagão era neces 

sgria para preservar as atividades respiratOrias e fosforilantes, a 

despeito do efeito prejudicial jg conhecido em outras preparagaes, no 

que diz respeito a liberação de componentes respirat6rios essenciais, 

como citocroro c e ruptura das membranas mitocondrias (53, 69). Uma 

concentração de tampão fosfato de potgssio inferior (0,010 M  pH  7,2) 

foi usada no meio de suspensão contendo manitol, concentração esta 

considerada não prejudicil ao isolamento das mitocOndrias (46). A es 

colha do uso deste tampão foi feita baseando-se não apenas nos meios 

utilizados por Sarkissian &  Srivastava  (44), mas tambem de acordo com 

os resultados apresentados por  Stinson  (69) e Ikuma (46). 0 meio de 

homogeneização continha, tambem,  BSA,  que tem sido usado, habitualmen 

te, para estabilizar preparagOes mitocondriais de origem vegetal (44, 

46, 74). Esta protelna funciona como agente protetor contra a ação 

deleteria de eidos graxas e outros componentes liberados durante a 

disrupgão celular ou duranteaincubagiodasmitocOndrias (46).  Stinson  
(69) sugere que a concentração de  BSA  de 0,1%, nos meios de homogenei 

zação e lavagem, protege as mitocOndrias do efeito prejudicial, inclu 

sive dos tampoies. Diante destes dados, usou-se  BSA  em todos os meios 
envolvidos na preparação mitocondrial de sorgo, mesmo no meio de rea-

cao, de acordo COffl os meios usados por Sarkissian &  Srivastava  (44) 

(vide material e metodos). Com a finalidade de remover  ions  metg_Licos, 
capazes de promover injfirias a preparação mitocondrial durante o iso 

lamento, EDTA foi adicionado no meio de homogeneização, sendo, ponem, 

evitado no meio de suspensão (46). No que diz respeito ao esquema de 

centrifugação diferencial, as mitco8ndrias de sorgo se apresentaram de 

maneira semelhante de ouLlys vegetais (44, 46). 
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Influencia da concentração de proteinamitocondrial na velocidade de 

consumo de oxigenio  

Jg foi observado que a influencia da concenlvdgão de pro-

teina mitocondrial no consumo de oxigênio em mitocOndrias de variadas 

origens critica. Abaixo de certas concentragaes, diferente para as 

diversas origens, existe uma aparente perda de controle respiratOrio, 

não guardando uma relação de proporcionalidade. Experimentos feitos 

com mitocOndrias de couve-flor, cenoura e batata, mostraram que acima 

de uma determinada concentração mitocondrial, atinge-se um estado es 

taciongrio, onde o aumento desta concentração pouco interfere no con-

sumo de oxigénio, na vigencia dos estados 4 e 3 (70). A concentração 

de 0,8 mg/1,5 ml de proteína mitocondrial de sorgo foi escolhida como 

concentração critica, vez que observamos que o consumo de oxigenio 

permanecia aproximadamente igual nos limites de 0,5 a 1,5 mg, na  pre  

senga de succinato  corm  substrato. 

Integridade funcional  

Em face das dificuldades apresentadas pela metodologia de 

isolamento da fração mitocondrial de vegetais, no que tange a disruk 

ção celular, conLrule de  pH  e acamio de compostos danosos (20, 27), 

6 justificgvel encontrar-se valores dos parãmetros responsáveis pela 

avaliação de sua integridade (C.R. e relação ADP/0) inferioresaosdas 

preparaçOes mitocondriais animais, não sendo os mesmos indicativos de 

uma mg qualidade da preparação (71).  al  relação a utilização de dife-

rentes substratos, sabe-se que pode variar entre mitocandrias de dife 

rentes fontes, dependendo não apenas do tipo da preparação, mas  tam  

bem da diversidade das tecnicas de isolamento (39, 46, 72). De acordo 

com os resultados apresentados, verificamos que a preparação mitocon 

drial de sorgo oxidou, a diferentes velocidades, os substratos suedi 

nato  (Fig.  1), NADH  (Fig.  2 (A)) e L-malato  (Fig.  2 (B)). Destes, o 
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succinato  (Fig.  1) foi o iinioo substrato capaz de apresentar ate cmn  

co  ciclos de fosforilação  (Fig.  7), verificando-se um aumento nos  con  

troles respiraterios, devido as diminuiçOes de velocidade de consumo 

de oxigãnio nos estados 4 subsequentes a segunda adição de  ADP.  Pode-

se sugerir que esta diminuição seria devido a inibição da desidroge 

nase succinica pelo oxalacetato (55, 73) oriundo, em etapa posterior 

a oxidação do succinato, ou o fator imitante seria a diminuigão da 

concentração de oxigenio na parte final da determinagec polarogrefica. 

A oxidagao do succinato pela preparação mitocondrial de sorgo não 

apresentou uma resposta retardada  apes  a primeira adição de  ADP,  fato 

constatado em mitocOndrias provenientes de diferentes plantas e teci- 

dos (28, 55, 73). Wiskich &  Bonner  (73) atribuiram este período de 

latencia, que precede o estimulo do consumo de oxigenic em presença 

de  ADP,  a quantidades inibitOrias de oxalacetato, enquanto Verleur 

(74) atribuiu a qpalidnde das mitoc8ndrias. NADH  (Fig.  2 (A)) e L-ma 
lato  (Fig.  2 (B)), diferentemente do que °co/re com outras prepara-

gees  mitocondrias vegetais, apresentaram um ilnico ciclo de fosforila 

cão (44, 54). Succinato  (Fig.  1) e NADH  (Fig.  2 (A)) mostraramasmaio 

res velocidades no consumo de oxigenio, na vigãncia do estado 3,  re  

sultados concordantes com os obtidos commitocOndrias de feijão (59). 

Os valores dos primeiros  con Lrules respiraterios, para os Lr&s referi 

dos substratos, são compareveis, apesar de mitocOndrias de  ()talus  ve-

getais apresentaram valores superiores, quando o substrato oxidevel 

4 o L7ma/ato (54, 72). Verificamos que na oxidação do L-malato  (Fig.  

2 (B))  he  uma diminuição da velocidade do consumo de oxigenio do se 

gundo estado 4, quando comparada  corn  as respectivas velocidades duran 

te a oxidação de succinato  (Fig.  1) e NADH  (Fig.  2 (A)). Estapodeser 

uma evidencia da atuação, ainda mais forte, da inibição provocada pe  

lo  oxalacetato, o  qua"'  tem sido relatado acumular-se durante o estado 

3 e inibido a atividade da malato desidrogenase (59). 0 oxalacetato 

resultante da oxidação do malato, tamblem, possivelmente atuaria como 
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inibidor da malato desidrogenase, uma vez que a reagao no sentido oxa 

malato e tenrodinamicarente desfavorável (G 7,1 Kcal/ 

mol). Os valores das relagaes ADP/0 para os lr'eS substratos foram  corn  

pativeis °autos valores teOricos esperados. A figura 2 (A)  rostra  que 

o NADH adicionado a uma preparagao mitocondrial de sorgo g oxidado, 

apresentando uma relação ADP/0 de 2. Isto sugere que o sistowidedesi 

drogenase do NADH ex6geno estg, provavelmente, localizado na face ex-

terna da membrana mitocondrial interna, associado a uma flavoproteLaa, 

ocorrendo um desvio na cadeia respirat6ria classica ao nível do pri 

meiro sitio de fosforilaçao de  ATP  (20, 56, 57, 58). 

Os resultados da an;lise de avaliação da integridade bio 

química da preparação mitocondrial de sorgo, comparados aos de outras 

preparagOes vegetais, estio condizentes com os par  hub  considera-

dos, a despeito das criticas imputadas ao isolamento clAsreferidasfra 
çaes (20, 26, 27). 

Permeabilidade da  membrane  mitocondrial interna 

Translocagao de substratos 

A acessibilidade dos substratos as enzimas do ciclo do  

acid°  tricarboxilioo, situadas na malviz mitocondrial, g dependente 

da permeabilidade da membrana mitocondrial interna, atravgs de seus 

transportadores, que funcionam  corm  reguladores metabOlicos. Os  trans  

locadores mitocondriais  so  proteínas especializadas ou grupos de  pro  

temas, especificos da espécie e geneticamente determinados (4). Eles 

sao mediadores da interação mitocOndria-citossol, sendo dependentes 

dos niveis energéticos e das concentragOes efetivas de outros substLe 

tos, vez que a  trans  locação envolve tivcas intra e extramitocon-

driais simultaneas (75). Com a finalidade de obter informag6es a res 

peito destes transportadores nas nitocandrias de sorgo, diferentes 

substratos foram nsAdcs como: succinato  (Fig.  1), NADH  (Fig.  2 (h)), 
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L-malato  (Fig.  2 (B))„ L-glutamato  (Fig.  4 (A)), a-cetoglutarato  (Fig.  

4 (B)), funarato  (Fig.  5 (A)), oxalacetato  (Fig.  5 (3)), piruvato  (Fig.  

6 (A)) e DL-B-hidroxibutirato  (Fig.  6 (B)). Dentae estes, succinato  

(Fig.  1), NArH  (Fig.  2 (A)) e L-Trelato  (Fig.  2 (B)) foram efetivamen-

te oxidados. rp acordo com os resultados apLesentados, verificou-se 

que a afinidade do translocador de succinato e, pelo menos dez vezes 

maior, quando comparada a do L-malato. As constantes de afinidade  pa  
ra succinato, 0,5 raM  (Fig.  10) e L-malato, 5 mM  (Fig.  11), exibidas 

pela fração nitocondrial de sorgo, são compar4veis as de feijão 0,4 e 

5 mM, respectivamente (54, 76). Apesar das mitocOndrias de diferentes 

vegetais oxidarem NADH e L-malato, tais substratos não são oxidados 

por mitocOndrias animais, o que constitui uma característica das mito 

cOndrias vegetais (20, 27, 28). Os demais substratos, L-glutamato  

(Fig.  4 (A)), a-cetoglutarato  (Fig.  4 (B)), fumarato  (Fig.  5(A)), oxa 

lacetato  (Fig.  5 (B)), piruvato  (Fig.  6 (A)) e DL-a-hidroxibutirato  

(Fig.  6 (B)) não foram oxidados pelas mitocandrias de sorgo. Dentre 

estes, Dom exceção do fumarato, os demais são utilizados com diferen-

tes intensidades por mitocOndrias de animais (77, 78) e vegetais (40, 

41, 59). L-glutamato e a-cetoglutarato, embora tenham sido oxidados 

pelas mitocOndrias de Phaseaus aureus (59), pela preparação mitocon 

drial de Vigna sinensis (L.) Savi cv. pitillba, o a-cetoglutarato foi 

oxidado pobremente e o irglutamato não o foi (41). Oxalacetato e piru 

vato, foram substratos oxidados por outras preparag6es nitocondriaiR 

vegetais, quando estavam presentes, no meio de reação, pequenas quan 

tidades de outros substratos e cofatores (59, 76). Possivelmente, as 

diferenças, em relação a diversidade e intensidade de oxidação dos 

substratos por mitocOndrias animais e vegetais, e  Triads  especificamen 

te, nas mitocOndrias vegetais, pode ser atribuidas a diferenças na 

organização molecular destes translocadores situados ao nivel da menr 

brana mitocondrial interna. Contudo, o mecanismo bgsico que controla 

o transporte de substratos, nestas mitocOndrias, parece ser semelhan-

te (26). Tendo em consideração que estes translocadores podem influem 
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ciar o  metabolism°  celular pela modulaggo da atividade de transporte 

dos mesmos, investigag6es nesta  area  de pesquisa, fundamentadas prin 

cipalmente no uso de inibidores espPrTficos destes transportadores, 

tem se desenvolvido nestes 1timos anos (61, 77). 

Trenslocaggo de nucleotIdeos de adenine 

Dos sistemas transportadores Iocalizado& na membrffemito 

toeondrial interna, um de elevada importgncia, 4 o responsgvel pela 

translocaggo de nuoleotIdeos de  adenine.  Este carreador de  ADP-ATP ea  

talisa a troca assimetrica de una  molecule  de  ADP  extramitocondrial 

por outra de  ATP  intremitocondrial, evidenciando a sua importgncia na 

economia celular (29, 31). As propriedades cineticas do sistema  trans  

portador de  ADP,  emmitoc6ndrias de animal, tem sido estudadas inten-

samente e alguns aspectos do mecanismo de transporte tem sido revela 

dos, atreves do uso de inibidores especificos,ATR, cnr e BKA (30, 31). 

Como o  "pool"  end6geno de nucleotideos de  adenine  de mitocandrias de 

plantas 4 muito pequeno, este material b1o16gico consLitui uma Otima 

escolha para estudar-se as propriedades ligantes e características ci 

neticas deste trenslocador (29, 30). Ao contrario do que ocorre com 

sistemas mitocondriais animais, 4 controvertido o efeito dos inibido 

res da trenslocaggo, ATR e  CAT,  nos sistemas mitocondriais vegetais. 

Verificou-se respostas inibitOrias com difer:entes intensidades em  pre  

paregoes mitocondriais oriundaR de diferentes plantas. Passam et  al.  

(79) e Passam &  Coleman  (33), relataram que mitocOndrias de alcacho 

fra de  Jerusalem  (Belianthus tuberosus) eram sensiveis ao BKA, sendo 

insensiveis ao ATR e cnr, em concentragOes que normalmente inibiam a 

trenslocaggo em mitocOndrias de animais. Eles sugeriram que os  trans  

locadores de nucleotldeos de  adenine,  nas mitocOndrias de plantas, de 

veriam ter uma estrutura molecular diferente ou um fator antaenico 

ao ATR, como uma glicosidase associada a mitocOndria, a qual catali-

saria uma hidr6lise, separando a glicose da agliccna, atracteligenina, 
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que funcionaria como um inibidor renos potente que o ATR. Usando al- 

tas concentragOes de ATR (50-100 pM),  Jung  &  Hanson  (34) mostraram 

inibigão da translocaggo em mitocOndrias de couve-flore milho, desde 

que estas mitocOndrias tivessem contacto prévio  ("priming") cam subs  

tratos oxidgveis. Mais recentemente, Earnshaw (37) verificou que a 

translocagão de  ADP  em mitocOndrias de milho era tamb6m inibida por 

altas concentragOes de ATR. Janovitz et  al.  (35) relatarem que embora 

o translocador de  ADP,  em mitocOndrias de couve-flor, fosse insensi-

vel ao ATR, deveria ser conLrulado por uma unidade sensivel aestegli 

cosideo. Vignais et  al.  (36) Trostraramque baixas concentrag6es de 

ATR e  CAT,  30 pM e 0,5 pM, respectivamente, eram suficientes para mi 

bir, por completo, a translocagão de 160 pM de  ADP  emmitocOndrias de 

batata. Embora o ATR tenha se comportado COITO inibidor competitivo, 

apresentando um alto nível de sensibilidade, comparado ao encontrado 

em outras plantas, a concentração capaz de inibir a translocagão de 

nucleotideos de adenina foi ainda 30 vezes maior do que a encontrada 

para mitocOndrias animais' (79).  al  relagEo ao  CAT,  inibidormuitomais 

potente que o ATR, conhecido coro inibidor não competitivo em siste-

mas animais (29), foi observado, inversamente, que ele agiu de manei 

ra competitiva sobre a translocagão de  ADP  em mitocOndrias de batata 

(36). Recentemente, Silva Lima et  al.  (38) mostraram que o ATR 4 um 

inibidor aparentemente competitivo da translocagão de  ADP  em mitocOn 

drias isoladas de Vigna sinensio, Estas mitoCandrias não foram tao 

sensíveis ao ATR como as mitoc6ndrias de animal (33, 80). EnUetanto, 

forenicompletamente inibidas por ATR 10,0 pM em presença de  ADP  220 pM, 

sendo então as mais susceptiveis a ação do inibidor, mesmo quando com 

paradas as mitoeandrias de batata (36). Silva Lima & Denslow (resulta 

dos aceitos para publicação em  Archives of  BiochemistryandBiophysics) 

verificaram que o  CAT  comportou-se como inibidor aparentemente compe 

titivo,sendoarespiração estimulada por  ADP  200 pM completamente mi 

bida por  CAT  0,3 pM. No piesente trabalho, verificamasquelUR10,0 pM 

era capaz de inibir totalmente o estimulo provocado por  ADP  141 pM, 
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sendo a sensibilidade exibida pela fração mitocondrial de sorgo, rela 

tiva ao ATR, semelhante aquela pelas mitocOndrias de Vigna sinensis 

(38). Os grgficos de Lineweaver-Burk  (Fig.  15) e  Dixon (Fig.  16) de-

monstraram que o ATR pode competir  Carlo ADP,  o que e condizente com 

os resultados obtidos em sistemas mitocondriais  animals  (80, 81, 82). 

A quebra de linearidade da cinética, expressa nestes grgficos  (Figs.  

15 e 16), a altas concentrag6es de ATR e baixas de DP, podem ser  ex  

plicadas pelo mecanisnu de reorientagao do carreador de nucleotideos 

de adenina, proposto por Klingenbcrg (31, 32). De acordo com esta  tea  

ria, os carreadores estão assimetricamente distribuidos na membrana 

ritocondrial interna, estando o maior niimero de sítios voltados para 

o oitos sol, quando emausencia de  ADP.  Ao ser adicionado ATR, sendo o 

mesro um inibidor não penetrante, ele se fixa nos sítios carreadores 

situados na face externa da membrana, dando origem a um tipo de dis-

tribuição do translocador, varigvel com a concentração deinibidorpre 

sente no meio. Quando o  ADP  adicionado, ele ativa estes sítios rAr 

readores, individualizando, então, um tipo de distribuição dos  trans  

locadores que poder g ser simetrica, dependendo da concentragãodeADP, 

por exposição de sítios que se encontravam voltados para a matriz mi-

tocondrial. Portanto, pode-se considerar dois diferentes estados da 

membrana mitocondria]: um estado simgtrico, com concentragOes modera 

das de ATR e  ADP,  mostrando uma cinetica de saturação clgssica, e um 

estado assimgtrico, com altas concentragOes de 'ATR e baixas concentra 

g6es de  ADP.  Nestas condigOes, verificou-se o aparecimento de efeitos 

cineticos fora dos padres clgssicos e que foram denominados "odd 

effects".  Uma evidãncia adicional, em relação ao tipo de inibição  pro  

vocada pelo ATR, foi realizada segundo um  ()Way  mgtodo deanglise  (Fig.  

17). Somente nas inibigOes competitivas, a porcentagem de inibição 

torna-se uma função da relação das concentragOes de inibidor e subs-

trato e não uma função da concentração absoluta do inibidor (4). Veri 

ficou-se o efeito inibit6rio do  CAT  na preparação mitocondrial de sor  

go,  constatando-se que 0,17 pM inibia por completo a velocidade do 
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consumo de oxi6nio estimulado por  ADP  134 pM. Por conseguinte, este 

6 um inibidor muito mais potente que o ATR, sendo a preparação mito-

condrial de sorgo, pelo menos, 30 vezes mais sensivel em relação ao  

CAT,  quando se compara as concentrações do  CAT  e ATR requeridas para 

inibir 50% da translocagao. Como em mitocOndrias de batata (36) e 172:2 

na sinensis (38), o  CAT  comportou-se como um inibidor competitivo, 

quando se usou concentrações de  ADP  maiores que 41 pM e concentrações 

de  CAT  inferiores a 0,05 pM, difelentemente do que ocorre com siste-

mas mitocondriais de animais (29, 31). Alem das anglises feitas com 

os grgficos de Lineweaver-Burk  (Fig.  20) e  Dixon (Fig.  22), usou-se, 

ainda, o índice de inibição (CAT/ADP), que variou com a concentração 

de  ADP,  diferentemente do que ocorreu com o ATR, cujo índice se mante 

ve constante com concentrações var,igveis de  ADP (Fig.  23) (67). A  ex  

pressão: (I/S)0,5  = Ki  (1/S) + I(1/K
5
, 6 vglida para inibição competi 

tiva, onde (I/S)0,5  depende não apenas de K./K
5
, como tambem do inver  

so  da concentração do substrato, o que não e verdade para o ATR. A 

despeito da  semelhanga da preparação mitocondrial de sorgo com os gis 

temas mitocondriais de feijão (Vigna sinensis (L.) Savi cv. serid6) 

(38) e batata (36), verificamos que as mitocOndrias de sorgo apresen 

taram uma maior afinidade em relação ao  CAT.  A analise dos parãmeLlus 

cineticos revelaram que o  CAT  4 um inibidor que apresenta alta afini 

dade pelo translocador de  ADP.  Portanto, a análise cinetica da inibi- 

ção, baseada nas equações de Michaelis-Menteft, 6 insuficiente, por 

não ser verdadeira a suposição de que a concentração de inibidor li 

vre em solução seja igual a concentração de inibidor total (67, 68). 

Assim, deveria ser considerada uma cinética de miltua deplegao. EnLie 

tanto, isto se tornou impossivel devido a distribuição assimétrica do 

translocador na membrana, o que cria uma cinética do tipo cooperativo 

(67), com concentrações de  CAT  superiores a'0,05 pM. A forma sigmoide 

da curva, mostrando o efeito da concentração do  CAT,  na porcentagem da 

velocidade de inibição do conLiule  (Fig.  18 (A)), pode ser interpre-

tada  pela distribuição assimetrica dos translocadores de nucleotideos 
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de adenina na membrana mitocondrial interna (32). A adição de um mi 

bidor que se fixa nos sitios dos carreadores, localizados na face ex-

terna da membrana mitocondrial interna, aumenta mais ainda esta assi 

metria, um efeito possivelmente reforçado por se tratar de um inibi-

dor de elevada afinidade. A forma mais aguda da curva sigmoide do  CAT 

(Fig.  18 (A)), comparada com a do ATR  (Fig.  18 (B)) em relag-ão a por 

centagem da velocidade de inibição em ausência de inibidor, e condi 

zente com estas explicag6es. 

Com base na diversidade dos dados obtidos do efeito dos 

inibidores da  translocagão de nucleotideos de adenina, ATR e  CAT,  em 

sistemas mitocondriaisvegetais, e a despeito das criticas motivadas 

pela variação das tecnicas de isolamento (39, 46, 72), pesquisas de-

vem ser desenvolvidas no sentido de esclarecer esta heterogeneidade 

ent./ fragOes mitocondriais vegetais de diferentes origens. 



CUNCLUSOES 

(I) Uma fecnica para isolamento da fração mitocondrial de 

sorgo  (Sorghum  bicolor (L.) Mbench) foi padronizada, com base nos 

princípios gerais utilizados por Sarkissian &  Srivastava  (44), no iso 

lamento de mitocandrias de trigo, com as modificag6es cablveisemface 

das peculiaridades deste material. 

(2) A organização molecular da membrana mitocondrial in-

terna apresentou aspectos particulares, no que tange a  trans  locação 

de substratos oxidgveis. Assim, houve oxidação nítida de succinato, 

NADH, L-malato, e incapacidade de oxidagao de a-cetoglutarato, oxala 

cetato, piruvato, L-glutamato e DL-6-hidroxibutirato, nas mesmas  con  

diqOes. 

(3) A integridade bioquímica da preparação mitocondrial 

de sorgo foi avaliada atrav4s dos valores dos parame Los de conLIole 

respiratOrio e relação ADP/O, que se nustraram comparáveis aos de ou 

tras preparagaes vegetais. 

(4) A translocagao de nucleotideos de adenina, especifica 

mente a translocagão de  ADP,  foi estudada através do uso de inibido-

res específicos, atractilosídeo (ATR) e rarboxiatractilosideo  (CAT).  

A susceptibilidade da translocagão de  ADP  ao ATR (I509,  ADP  141 pM = 

2 pM) e ao  CAT (ISO%  ADP  134 pM = 0,08 pM) mostrou-se elevada, com  re  

sultados compargveis aos de feijão (38). A cinética de inibição do 

tipo corpetitiva em presença de ATR era esperada, sendo este um efei 

to jg observado em mitocOndrias animais e, mais recentemente, em  pre  

paragOes de origem vegetal (36, 38). A cinetica aparentemente competi 

tiva em presença de  CAT  não referida em mitoc5ndrias animais, 

tendo sido, contudo, encontrada em algures preparagOes, de origem ve-

getal (36, 38), agora confirmada com mitocOndrias de sorgo. A cineti 

ca da translocação de  ADP  discutida, em face da  ação dos dois refe 

ridos inibidores. 
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de melo de extrução ,sobre.a capaci- 
rFude funcional de mitocôndxias  Vigna sinen- 
sis cv. serld6. 

LIMA, M. S., 
PINHEIRO, P. A. e 
MELO, D. F. de 

Mitocôrtdrias Isoladas de hipoce:tilos estiola- 
dos de Vigna sinensis cv serid6 apresentaram 
variação de-  sua capacidade funcional, i. , al- 
terntlics nos níveis da relação 'ADP/0 e na ct-
pacidade de estimulo do estado de oxidação, 
pelo 24 dinitrofenol, na dependência do  mein  
de extração das referidas mitodindrias. Para a 
obtenção da fração mitocondrial, as sementes de 
Vigna SiPlertSi3 cv. serid6 eram colocadas a ger-
minar no escuro, em  vermiculite  úmida, durante 
6 ou 7 dias. Os hipoc6tilos eram homogeneiza-
dos em geral, na proporção de 1:1 com o meio 
de extração. As velocidades de centrifugação 
obedeceram ao esquema de Lkuma e  Bonner  
(Ikuma, H. e  Bonner.  W. D.  Jr.: Plant  Physiol., 
42: 67, 1967). 0 isolamento era feito em câ-
mara fria a uma temperatura de ± 4°C. 

'Utilizando-se como meio de extração, sacaro-
se, 0,27M, EDTA 1mM a  pH  7.4 com Tris-
-HCI 20 rnM,  cis"  valores da relação ADP/0 
evidenciaram-se mais baixos do que os espera-
dos, bem como, o estimulo do: estado 4 de oxi-
daçãopelo 2,4 dinitrofenol 117MM foi fraco e 
por vezes inexistente. Usando-se porem, uni 
meio de extração composto de manitol 0.3M, 
cisteina 1%,  BSA  0.1% EDTA lrnM 'a  pH  
7,4  corn  Tris-HC1 20mM, as valores da relação 
APP/0 aproximaram-se dos valores teóricos,  
bent  como o estimulo 6.1 estado 4 de oxido 
pelo 2,4 dinitrofenol, se fez evidenciar. 

Os resultados apresentados, permiicui sugerir 
a existência de uma correlação entre o moio de 
extração e a conservação da estrutura mitocon-
drial. Igualmente, uma correlação 6 sugerida en- 
tre o teor de  ions  K+ e a capacidade funcionai da 
miteeeindra. 

Dep.  Mariam.  -e Marecutari  Centro de- 
U.FCe 

VIVA Cr'q'tt 

Ci.  cult.  26 400 73—H9 (1974) 
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73-4: 1.9 * InIhiçao por atractilosidlo da 
tr.anslocação do uucleotidios da 
adenica 2m tniftwandrios de kAa;-:iirts,  

M. S. LIMA e D. F. DE MELO 

A presença de um translocador especifico para 
o transporte de nucleoticlios da adenina através 
da membrana mitocondrial de marniferos  tern  
sido largamente confirma-da pelo uso "de uni gli-
cosidio, .0 atractilosiclio, isolado da Atractilis 

gummifera. Em mitocândrias de plantas, a ini-
bição da trarislocação tem se .revelado somente 
em concentrações mais elevadas do que as habi-
tualmente usadas em mitocõndrias de taro (11.0v1), 
corno é o-caso da alcachofra (30 uM), milho e. 
couve-flor (50 :i.eM). O presente trabalho, mostra 
o efeito: inibidor do atractilosidio em diferentes 
concentrações, adicionado antes e depois de  ADP  
250 p.4.1vl, através da determinação do consumo 
de oxigênio 'em mitodinclrias isoladas de Vigna 

sinensis cv. serid6 e de  Sorghum  bicolor L.  
Wench.  As mitocõndrias de feijão foram isoladas 
segundo Ikuma, H.  Plant  Physiol. 43: 773-781, 
1970, e as de sorgo, segundo técnica usada por 
Sarkissian, I, V.  and Srivastava,  H. K.  Plant  

Physiol. 43: 1406-1410, 1969, para isolar mito-
c8ndrias de trigo, O consumo de oxigênio foi 
determinado m oilgrafo GME com elétrodo de  
Clark.  Os resultados mostraram que o atractilo-
sidio na concentração de I.  ulvf, om initocõndrias 
de- sorgo e feijão inibiu.° estímulo provocado por  
ADP  250 M (estado 3) ao ser adicionado ainda 
na vigência do referido 'estimulo. Inversamente, 
inibiu o estimulo do consunio de oxigênio por  
ADP  250  tail  (estado 3) ao ser adicionado pre-
viamente, isto é, na vigência do estado 4. Em 
concentrações de atractilosidio da: ordem de 0.25 

a taxa de inibição do consumo de oxigênio 
foi porém inferior,  gun&  o atractilosfdio foi 
adicionado sem a presença prévia de  ADP,  isto 
na Vigência do estado 4. Em 'conclusão, os resul-
tados apresentados não permitem a aceitação iso-
lada da hipótese de diferente estrutura .mOlecular 
do translocador ou da exigência exclusiva de um  
"priming"  de  ADP,  porém abririam earainho para 
aproximar o translocador de nucleotidios da ade- • 
nina de sorgo e feijão do de mamíferos. Resta ex-
plorar a existência de 2 sítios de afinidade para 
o airactilosidio, como é proposto para mitock-
(bias de fígado de rato, por Vignais, P. V., Vi-
nais, P. M.  and  Colomb. M. 1' ERS  Letters,  s‘i: 
328-332, 1970. 
tirCe.  
'cans.  ORA, omrq 

28(7), 1467 (1976) 
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INIaigRo POR ATRACTILOSrDEO DA TRANSLOCA-ÇXO DE,  ADP EM MITOCON 
DRIAS DE Viana sinensis  cv. sendo 

M. SILVA LIMA, N.D.DENSLOW e D.FERNANDES de  MEW  
Dept9 de Bioquímica e Biologia Molecular - Univ.Fed.do Ceara 

O atractilosídeo (ATR) g um inibidor competitivo e  !Igo  
, permeante da translocação de nucleotideos da adenina ao ni-
vel da membrana mitocondrial interna. Embora sua  egg()  seja 
bem conhecida em mitoc3ndrias de mamiferos, em mitocSndrias 
de plantas tem se mostrado controvertida. Assim, o transporte 
de  ADP  em mitocandrias de alcachofra g insensível ao ATR e em 
iMitoc3ndrias de batata; o mesmo transporte s45 4 inibido em 
concentragoles 30 vezes maiores do que •as usadas em prepara -  
goes  mitocondriais de mamiferos. 

As mitocandrias de feijão (Vigna sinensis  cv. serid8) fo  
ram  isoladas de hipoc6ti1os de sementes germinadas (Ikuma la . 
(1970)  Plant  Physiol, 45, 773-781) e o transporte de  ADP  bem 
como sua inibição foram estudados atras da respiração esti- 
mulada por  ADP,  medida polarograficamente com eletrodo de  
Clark.  

O transporte de  ADP  em mitoo8ndrias de feijgo foi estuda 
do atravgs da determinação do Km para  ADP  cujo valor foi olg 
25uM, descontada a concentração de  ADP,  retirada do meio por  
agar)  da adenilato quinase. 

ATR em concentraq5es de 1004 inibiu completamente a res-
piração estimulada por  ADP  (estado 3 menos estado 4). 

A anglise grafica (Lineweaver-Burke e  Dixon)  dos par5me-
tros cingticos da inibiggo da translocagão de  ADP  por AT re-
velou-ser esta do tipo competitivo, sendo determinado um va-
lor para Ki de ATR igual a 0.4pM. 

As mitocandrias de .feijao mostraram ter um transporte de  
ADP  semelhante ao de maniiferos, pelo valor do Km de ADP(2504) 
semelhante nas duas preparagOes, mesmo sabendo que o  "pool"  
de  ADP  end6geno de mitoceindrias veaetais g inferior ao de mi- 
tocandrias de mamíferos. As mitoc5ndrias de feijão ainda, mos 
traram ter o mesmo tipo de inibiçgo competitiva que as de ma= 
miferos, embora em presença de concentraçoes mais elevadas de 
ATR. Isto justifica um maior estudo do mecanismo da transloca 
gão de nucleotideop da adenina em mitoceindrias isoladas de dr 
ferentes vegetais, por ser a tralocação etapa critica do 
processo de fosforilação oxidativa. 

CNPq e CAPES 

Sociedade Brasileira de Bioqurmica (Mg) - VI Reurdgo Anual. 



72-D,2.6 Atividade,ader,WkNitlná4ea 
. (5'-ATP:  5'-AMP  fosfrttr-armferase;  

em miroc6ndatts- wtgarals---  •  

WAWA  DA GUIA S. LIMA, DIRCIF 1-'ER NAN DES*DE  
MEW  e  NANCY DERRICK  DENSLOW 

A ativittade adintlatoquisisica eltt sisterna 
animais vem sendo  refit-dollar).*  cum a fotforilação' - 
oxidativa, com os efeitos  Pasteur  c  Crabtree,  . 
sttgerindo sua participaç:to reguIa.-Li.o do meta- 

holistic  energético. (5 presente trabalho evidencia 
a existência  :eta  atividade adenilatoquinásica em 
mitocôndrias isoladas de fcijão de corda 11.-Vna • 

sinensis  eV.  seridó) e de  sot go (Sorghum  bicolor L. 
Moench) e tenta esta.belecer, de modo preliminar. 
uma relação entre au:Slot:NA° de  ADP  e ativida-
de adenilatoquindsica. As mitocândrias de feijão. 
foram isoladas segundo ikuma. H.  Plant Physic!.  

--45: 773-781(1970) e as de sorgo segundo Sarkis-
sian, 1.V. et  al. Plant  Phvsiol. 43: 146-1410(1968). 
O consumo de oxigénio, controle respiratório e 
relação  ADP:  0.foram determinados em oxigt-afo 

„dotado de elétrodo de  Clark.  A atividade adenila-
„toquinisica foi determinada: medindo-se a forma-
ção de  ATP  através do sistema hexoquirtaseig,lico- • 
se 6 fosfatodesidrogenasc. A atividade especifica. 
da adenilatoquinase em mitocôndrias de sorgo e -
de  I'd.*  mostrou valores idênticos, isto 6, de 500 
nanornoles de  ADP  transformados em ATP/mg 
de prett./rn. Quanto ao K-m da adenilatoquinase 
para  -ADP,  em ambas as preparaçâes mitocon-
driai.S.,..° valor foi de 600pM.  JA  em mitoorindrias • 
de feijão, o Km de  ADP  para o translocador 
initocondrial especifico foi de 251.1M e de 33p.M z 
para o sorgo. Tais resultados indicam uma afini-
dade da adenitatoquinase por  ADP,  pelo menos 
20 vezes menor do. que  ado  translocador nos dois 
sistemas 'rnitoe.ondriais vez,etnis. Assim, a ,contri- 

• buição da atividade adenitatoquinisiCa na irgula— 
cão do metabolismo energético, f.ILz-avés contro- 
le dos níveis de nucleotídeos de adenirta parece ser 
subsidiária da ação do translocador. Resta esclare-
cer o grau efetivo de participação de cada sistema 
e como ambos se relacionam no exercício do 

.contirole energético.. • 
• Dep. de Bioq'  alnico  -.Univ. federal do C.  eord 

CAPES, CNIN- 

•Socie&de BrabAeira patalp- ProgessO 
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COMPARISON BETWEEN MITOCHONDRIA ISOLATED 
FROM SERIDÓ BEAN (Vig,na sinensis cv. serid0 AND RAT.LIVER: 

SUBSTRATE UTILIZATION AND INFLUENCE OF ROTENONE 
AND- 2,4 DINITROPHENOL 

SILVA•LIMA, M.,  PINHEIRO, P.A.,  &  FERNANDES  DE MEW, D. • 
. Department of Biochemistry and Molecular Biology.  Universidade  Federal do Cearit, 

Fortaleza,  Ceará,  

Comparison between properties . of 
plant and animal mitochondria have been 
the subject of many studies'. 2, 'Although 

questions have been raised about similari-
ties which have been found, studies on res-
piratory activities in plant mitochondria 
indicate that.  they are different from animal 
mitochondria The purpose of this study 
was to examine the oxidative properties of 
mitochondria isolated from serid6 bean 
hypocotyls (Vigna sinensis cv. serid.6), with 
different substrates, by comparison with 
mitochondria isolated from rat-liver in 
similar conditions. 

The influence of rotenone and 2,4 DNP2  
was also studied in order to emphasize the 
differences between animal an plant mito-
chondria. 

Acknowledgments The authors wish to 
thanks colleagues of the Department of Bioche-
mistry and Molecular Biology for valuable 
suggestions and Dr. Ralph L. Price (University of 
Arizona) for helpful revision of the manuscript. 

Received for publication. April 15, 1914. 
e A holder of a scholarship from the National 

Research Council  (CNPq)  of Brazil. 
2  Abbreviations: 2,4 DNP: 2,4 dinitrophenol; 

V. C.: respiratory control and TCA: tyicilloroacetic., 
avid. 

MATERIAL AND METHODS 

SZED MATERIAL: Serid6 bean • (Irignk 
sinernsis cv. serid6) seeds were cibtaineel 
from the Seed Bank of the  Escola  de  Agro-
nomia,  Universiclade Federal do  Ceará, 
Cear -Brazil (1971 and 1972 crops). 'mé 
dry seeds were stored in sealed bottics at, 
10.0  until they were used. 

GERMINAT] NÇ CONDITIONS: Seeds were 
soaked in 0.5% a0C1 for 5 minutes and 
then in distilled water for 10 minutes more. 
The soaked seeds were germinated and 

grown in moist vermiculite in the dark. 

PREPARATIUN OF MITOCHONDRIA: Hypo.,  
cotyls of G and 7 days old seedlings were 
separated from roots and cotyledons by 
means of scissors. ,They were washed twice 
with cold distilleil water and once with 
grinding medium which consisted of 0.25 M 
sucrose, 1mM EDTA and 0.2mM Tris-HCI 
to adjust. pH to about 7.5. Hypocotyls were 
cut into sections of about 1 cm and placed 
with grinding medium (volume 1:1) in. A 
cold porcelain mortar. NO more than 50g 
were homogenized by hand for 45 sec. each 
time, and the brei was squeezed through a 
nylon cloth. During these steps the pH of 
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the homogenate was maintained at about 
7.5 by ciropwise addition of 6N KOH. All 
operations were carried out between ± 2." 
and 4.°. After filtration, the homogenate 
was centrifuged according to the centri-
fuging speed pattern of Ikuma and Bonner 
The mitochondrial pellet was resuspended in 
a Medium consisting of 0.25M sucrose and 
0.2mM Tris-HC1 at a pH of 7.5. Rat-liver 
mitochondria were prepared according the 
Hegeboorit and Schneider method5. • 

PROTEIN DETERMINATION!' Oxygen up-
take was measured polarographically in a 
GME oxygr6ph with a Clark oxygen 
electrode 7. 

Respiratory rates were caleulated from 
a recorder trace on the basis of 356imo1es 
02  in aerated medium. All measurements 
were carried out at 26.° zee 1.0. Oxygen 
consumption was expressed as  imoles  
02/1.4M1 of reaction medium. The reaction 
medium consisted of 110mM KCI, 16mM 
potassium phosphate buffer in a pH of 7.4 
and 6mM MgCl2. The substrate was added 
to the reaction medium before the addition 
of the rnitochondrial preparation after which 
the measurement of oxygen uptake was 
initiated immediately. Unless otherwise 
stated, this sequence was always followed. 

RESPIRATORY CONTROL B. C.) AND 
ADP/0 Ramos: R. C. values were calcu-
lated in accordance with the definition of 
Chance and Williams R  i. e. the ratio of 
respiration rates in state 3 (phosphate, oxy-
gen. substrate and ADP in excess) to state 
4 (ADP limiting). .ADP/0 ratios were de-
termined from the amount of oxygen 
utilized during state 3, responding to a 
known amount' of ADP. . 

ATPasE AcTrarrae The reaction medium 
consisted of 75mM KC1, 2mM ATP and 
20mM Tris-HCl at a pH 7.5 in a final 
volume of 2.0 ml. The reaction was started 
by addition of mitochondria in a tempera-
ture of 30° and for 15  mi-n. It was stopped 
with 0.2 ml 30 TCA. Protein was' renioved  

by centrifugatiOn, and Pi was calculated 
from the difference between the .Pi content 
of a sample and its zero time control. 

. Cetramicaes: Rotenone,•ATP, ADP and 
NADH were purchased. from Sigma Che-
mical Company'. Concentrations of ATP and 
ADP were determined optically at 260  mi  
with an extinction coefficient of 6.22. All 
other chemicals were of analytical grade. 

RESULTS 

OXIDATIVE SEQUENCES: PolarOgraphic 
traces showing oxygen utilization by serid6 
bean mitochondria, with succinate, malate• 
and NADH are illustrated in Fig. 1..With 
a limited amount of ADP. al' transition 
between a state 4 to 3 was obtained. This 
sequence was repeated with succinate and 

Fig. 1: Substrate utilization by seridó bean 
and rat-liver mitochondria: (A) 6m)).1 sucelnate, 
(8) 59mM L-nialate and (C) 591M NAD11. 
oxidation by seridó bean mitochondria. (D) /21riM 
suecinate oxidation by rat-liver triitorhondria. - 
Numbers along the traces indicate the rates el 
oxygr, uptake calculated in nrnoles Odminf 
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malate as substrates. With both substrates,  
the first states 4 and 3 were faster than 
subsequent states 4 and 3 (Fig. 1, B and C). 
When malate was tis-ed oxidative rates of 
states 4 and 3 were slower than that with 
succinate (Fig. 1, B). A similar oxidative 
pattern of states 4 and 3 was shown with. 
rat-liver mitochondria submitted to an 
identical assay procedure .  (Fig. 1, D). 

RESPIRATORY CONTROL AND ADP/0 
RATIOS: Respiratory control was kamined 
in Fig. 1 with malate, NADH and 
succinate as substrates. Respiratory control 
was maintained with all of these substrates 
with slight variation from the first to the 
second oxidative cycle. The ADP/0 ratios 
were nearer the theoretical expected values 
in the 2nd. oxidative cycles, even with rat-
liver mitochondria (Fig. 1, D). 

ROTENONt INHIBITORY EFFECT: Addition 
of 'rotenone showed • a weaker inhibition of 
oxidation in the  caio  of bean mitochondria 
than that exhibited by rat-liver mitochon-
dria (Fig. ). 

440 ..t 

1_1_01_1E1i t I t I- 1.  I 1-1  
Fig. 2: Effect of rotenone upon oxygen up- 

take on (A) seridó bean mitochondria and 4B) rat-
liver mitochondria. Numbers along the traces 
indicate the rates of 0, uptake in nmoles 
(1/min/1.4m1. Rotenone inhibits 55% oxidation in 
seridó bean mitochondria and 83% in rat-liver 
mitochondria. 

Fig. 3: Effect of 2,4 DNP on state 4 oxidation of seridó bean and rat-liver mi.ochondria. Trace 
(A) shows a state 4 oxidation stimulation of 43% by 58p.M 2,4 DNP and trace (B) shows a 30% 
stimulation by 1.003AM 2,4 DNP both in seridó bean mitochondria. Trace (C) shows an uncoupling 
effect of electron Iran:Tort by 10)!IM 2,4 DNP inrat-liver mitochonclria. Rates of oxygen utilization 
is measured in -tole.s 0../rninfl.41n1. 
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Although mitochondrial concentration 
was greater than with serició bean mito-
chondria, the inhibitory effect was stronger 
in the former preparation: 83% (Fig. 2, B) 
than in the latter: 55% (Fig. 2, A) 

INFLUENCE OF 24 DNP: Fig. 3 shows 
the effect of 24 DNP on state 4 of mito-
chondrial respiration. During state 4, 58nM 
2,4 DNP weakly increased the electron 
transport (Fig. 3, A). With 10044 2,4 DNP, 
the respiratory stimulation in relation to the 
previous state 4, was still weaker (Fig. 3,B) 
than with 58IIM 2,4 DNP. A different pattern 
is shown with rat-liver mitochondria sub-
mitted to an comparable isolation procedure 
(Fig. 3, C). 

Preservation of ADP requirement in 
presence of 100uM 2,4 DNP is shown on 
Fig. 4. Serid6 bean mitochondria maintained 
the samé ADP/0 and R. C. ratios befare 
(Fig. 4. A) and after 1001AM 24 DNP 
addition (Fig. 4, B). 

Fig. 4: Preservation of ADP requirement 
after 100p.M 2,4 DNP addition on seridó bean 
mitochondria. The same ADP/0 and TLC, ratios 
are maintained: (A) without addition of 2,4 DNP 
and (B) after addition of 2,4 DNP. Rates of oxygen 
utilization are measured in nmoles 03/min/1.4m1. 

The ATPase activity of serid6 bean 
mitochondria is presented in Table 1. Only 
rnitochondrial rreparations that maintained 
ADP/0 and R. C. ratios within the' rates 
presented in Fig. 1 had the ATPase activity 
verified. 

TABLE 1 

Effect of 2,4 DNP and Mgel, on the ATPase 
activity a seric'16 bean mitochondria 

PVC61,-,3:0•MME14.,  

Addition 
Activity 
imoleg 

None 19 
1001.4 \I 2,4 DNP 21 
6mM MgC12  109 
100pM 2,4 1.)NP•-f- EniN1 ;\fe..1.2  9') 

NOTE: Reaction medium cOnsiAted of 2mM 
ATP, 73MN1 JA.:(71 and Tris-11C1 at a p11 of 7.5, in a 
final rokme of Reaction we i.4tarted-
mitnehondrial sample stld stopped with 0.3m1 of '',itc",•  
TUA  after 15 mitt ineuhation at 300. ATra:.,e activity 
repm.;ents the difference between Pi release by ki 

gawle and it zero time. 

The endogenous activity was slow and 
was not induced by 100M 2,4 DNP. ATPase 
activity was induced by MgC12  but the 
addition of 10011.1% 2,4 DNP did not cause an 
increased activity as expected, but actually - 
caused a slight inhibition of ATPase 
activity. 

DISCUSSION 

Seiid6 bean mitochondria have been 
shown to oxidize the same substrates as 
mung bean 1. Unlike animal mitochondria, 
they oxidized malate and exogenous NADH. 
With 8uccinate and rnalate as substrate the 
first state 4 and 3 were raster than the 
rates of subsequent states 4 and 3. The 
oxidative sequences obtained with succinate 
as substrate are not in agreement with that 
obtained by Ikuina and Bonnet 1. It may be 
due to the different isolation procedure 10 
however the comparison between serial& 
be; and rat-liver mitochondria showed a 
similar oxidizing sequence, With succinate 
as substrate. Oxidative activity of other 
substrates was also verified, but significant 
results were not obtained. It is already 
known that the efficiency of the oxidative 
phosphorylation systems varies with 
substrates lt  Furthermore, work with  mito- 
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chondria isolated from two day old seedlings 
of Vigna- sineasia. (Linn) Savi 12  showed 
that by increasing glutamate concentrations 
the endogenous mitochondria' respiration 
was inhibited. As the age of the hypocotyls 
used in this work varied from 6 to 7 days 

old and the range of glutamate was small, 
experiments are still underway in order to 
clarify the uti:ization of substrates ,such as 
a-ketoglutarate And glutamate. 
. The inhibitory effect of rotenone was 
stronger (63%) with rat-liver mitochondria 
tran with serid6 bean mitochondria (55%). 
This effect of rotenone on plant mitochondria 
has already been established '3  and was 
studied with serid6 bean mitochondria in.  
order to show possible differences between 
the electron ;transport of mammalian and 
plant mitochondria. 

• The influence of 2,4 DNP upon electron 
transport and All'ase activity on higher 
plants has been reported to vary". These 
differences were presumably accounted for 

- by an absence of .imitochondrial ,structural 
integrity ".. In the present paper. serid6 
bean mitochondria maintained a  funcional  

-,Integrity suggested by ADP/0 and R. C. 
ratios. The properties of coupling end - res-
piratory control lasted for three hours after 
the mitochondria were isolated,  and rat-
liver mitochondria were comparable (Fig. 
1, A and D), ,.(Fig. 3, A and 3) among them. 
In spite of this, 2,4 DNP weakly stimulated 
state 4 oridation. (Fig. 3, A and B) of mito-
chondria"-  respiration, unlike rat-liver mito-
chondria (Fig. 3, C). -Furthermore, serid6 
bean mitochondria did not loose its capacity 
to phosphorylate ADP after addition of 2,4 
DNP (Fig. 4). The effect of 24 DNP on 
ATPase activity of serid6 bean .mitoehOn-
dria. could not be detected (Table 1): Also, 
in presence of ernM MgCl2, 100uM 2,4 DNP 
did not induce any ATPase activity on 

• mitochondrial preparation, to the contrary a 
slight inhibition of the. Mg + +-induced 
ATPase • -WAS - exhibited (Table 1). This 
failure in . showing - 2,4 DNP accelerated 
ATPase may be due to a peculiar -effect of  

salt concentrations in the-extraction medium 
or reectiOn medium 'on ATPase activity of 
some plant Mitochondria 15  unlike rat-liver 
mitochondria. Then, -.these results seem to 
indicate that in spite of the difficulty. in the 
isolation of higher plant mitochondria, there 
exists differences in the oxidative and 
ATPase activity of plant and mammalian 
mitochondria. 

ABSTRACT  

SILVA  Lm, It, PINHEERO, P.-  A. 8r FERDTANDES DE 
D, Comparison between mitochondria 

isolated from serida bean (Vina sinensis cv. 
seridei) and rat-liver: substrate utiii7ation and 
influence o1 rotenone and 2,4 dinirophenol. 

Preparations of mitochondria isolated 
from etiolated serid6 bean hypocotyls were 
able to oxidize substrates such as succinate, 
and unlike rat-liver mitochondria, they were 
also able to coddiee exogenous lamalate and 
NADH. When succinate was used as 
substrate, sequences of oxidative states 4 
and 3 were similar to those of rat-liver mito-
chondria submitted to a comparable isolation 
procedure. Rotenone was shown to be a 
more potent inhibitor of mitochondria' 
respiration in rat-liver mitochondria than in. 
sedir6 bean preparation. A weak stimulating 
effect on state 4 oxidation was exhibited by 
2,4 di itrophenol and the ADP/0 ratio was 
maintained even after addition of' 2,4 dini-
trophenol. Although the seric16 bean mito-
chondria maintained Respiratory Control 
•(R. C.) and ADP/0 ratios, activity of a 
2,4 DNP-induced ATPase (E.C.3.6.1.4.) 
could not be detected.  

RESUMO 

SILVA  —BHA, It,  PINHEIRO, P. A. & FERNANDES  DR  
D. Comparação entre mitociindrias 

isoladas de feijão sericIS (Vigno sinensis cv. 
serld6) e de ligado de rato: utilizacito de  
substrates  e Influencia da  rotenone  e do 2,4 
dinitrofenol. 

As mitoc6ndrias isoladas de h1poc6t11os 
estinIados de feijao (Vignti sinensis cv. se-
rido) oxidam .substratos  corn  o succinato e 

* Bolsista do CNPq. 
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diferentemente do que é observado em mito-
c6ndrias de fígado de rato, elas oxidam 
igualmente o L-malato e o NADH de origem 
exógena. As seqüências dos estados de 
oxidação 4 e 3 em presença de Succirrato, em 
mitocôndrias de feijão, assemelham-se às 
das mitocOndriaS de fígado de rato, isoladas 
por um método comparável. A rotenona 
induz a uma inibição da respiração mito-
condrial, mais forte nas mitocôndrias de  if-
gado de rato. 0 2,4 dinitrofenol estimula de 
maneira fraca o estado 4 de oxidação e a 
relação ADP/0 é sempre conservada, mes- 
mo a adição de 2,4 dinitrofenol. Nenhum 
estimulo da atividade ATPAsica (E.C.3.6.1.4) 
foi evidenciado pelo 2,4 dinitrofenol,.embora 
a preparação conservasse o controle res-
piratório e a relação ADP/O.  
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Abstract 

The translocation of adenine nucleotides into mitochondria 
isolattld from hypocotyls of Vigna sinensis (1...)Savi cv. SeridO was 
examined as a function of oxidative phosphorylation. Mitochondrial 
membrane integrity was assessed by respiratory control and 
ADP:0 ratios. 

A kinetic analysis of the translocation of adenosine diphosphate 
into the mitochondria reveakd that the mechanism Of translocation 
obeys classical Michaelis—Menten kinetics with a Km of 25 Of for 
adenosine diphosphate. At moderate ratios of airactyloside to 
adenosine diphosphate. (lower than 0.03), atractyloside appears to 
be a competitive inhibitor of the translocation process, with a Ki of 
0.4 #711. However, non-linear kinetic parameters are observed with 
ratios higher than 0.06. A concentration of 2.5 Of atractylosicle is 
-atterteittit to reduce the translocation of 100 ofvf ADP by 50%. This 
represents a higher level of sensitivity to atractyloside than reported 
for other plants. 

Introduction 

Atractyloside (ATR) is a membrane impermeant and a 
competitive inhibitor of the translocation of adenine nucleo-
tides across the inner membranes of the mitochondria of 
mammalian cells (Kemp and Slater 1964, Pfaff et al. 1965, 
Dulee and Vignais 1965, Vignais 1976). The inhibitory effect 
of AIR on mitochondria isolated from plants, however, is 
controversial.  Passam  et al. (1973) and  Passam  and 
Coleman (1975) reported that in mitochondria isolated from 
Jerusalem artichokes, adenine nucleotide reactions were 
undiminished by concentrations of ATR comparable to those 
required to inhibit the same reactions in rat liver mitochon-
dria. They suggested that plant mittochoneiria have a different 
molecular structure of the adenine nucleotide transiocator or, 
alternatively, a factor which is antagonistic to the effect of 
AIR. Using unusually high concentrations of ATR, (50-100 
1/3.1) Jung and Hanson '(-l073, 1975) showed inhibitory 
effects on caiilifloer mitochondria "primed" with an 
oxidizable substrate and on corn mitochondria (Jung and  

Hanson 1975, Hanson et at. 1972). More recently, Janovitz 
et al.-  (1976) reported that the ADP translocator of 
cauliflower mitochondria is ATR insensitive but is controlled 
by an ATR-sensitive regulatory unit. Using potato mitochon-
dria, Vignais et al. (1976) showed that 30 IsliA ATR was 
sufficient to completely inhibit the translocation of 110 Aelef 
ADP. Although this represents a higher level of sensitivity to 
AIR than found in other plants, this level is still at least 30 
times lower than that reported for animals (PassaM et al. 
1973). 

We present evidence that the adenine -nucleotide trans-
locator of serid6 bean mitochondria is sensitive to low 
concentrations (10 Arlti) of ATR. In this respect, serid6 bean 
mitochondria resemble potato mitochondria more than other 
plants. The transport of ADP across the inner mitochondrial 
meinbrane and its inhibition by ATR are explored by kinetic 
parameters. 

Abbreviations: ATR, atraetyloside; ADP, adenosine-5'-
diphosphate. 

Materials and Methods 

Serid6 bean (Vignf sinettsis (L.) Savi cv. Serid6) seeds 
(1976 crop) were obtained from the seed bank of the  Escola  
de  Agronomia, Universidade  Federal do  Ceará,  Brazil. These 
see-le were surface-sterilized with 0.5% Na0C1 and ger-
m, eied at 28°C in veriniculite moistened with distilled 
water. Mitochondria were isolated from 6 and 7 day-old  
da-k-grown serid6 bean hypoeotyls by the method of Ikuma 
(1970) as modified by Silva Lima et al. (1975). 

Protein was determined by a biuret procedure (Gornall et 
al. 1949) after solubilization of mitochondria with cholate. 
Oxygen uptake was measured polarographically with a 
Clark oxygen electrode at 26°C. The reaction medium 
consisted of 0.3 M mannitoi, 10 null potassium phosphate 
buffer (pH 7.2). 10 mM KCI and 6 mill Mga, in a final 
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volume of 1.5 ml. Respiratory rates were calculated from a 
recorder trace on the basis of 219 pM 0, in aerated medium 
(unpublished experimental determination by P. V. Vignais). 
The respiratory rates, respiratory control ratios, and 
ADP :0 ratios were calculated according to Chance and 
Williams (1956). 

ADP concentrations were corrected for adenylate kinase 
(5'ATP :5`AMP phosphotransferase) activity which was 
determined by spectrophotometric assay at 340 nm as 
described previously (Silva Lima and Vignais 1968). 

Results and Discussion 

Transport of adenine nucleotides acr-oss the inner 
mitochondriat membrane is an exchange-diffusion process 
whose kinetic parameters depend on the energy state of the 
mitochondria  (Passam  et al. 1973, Luciani and Varotto 
1975, Souverijn et al. 1973). We have used a system which 
studies the.  translocation as a function of oxidative 
phosphorylatioL The biochemical integrity' of the mito-
chondria can be inferred from the respiratory control of 6.1 
and ADP:0 ratio of 1.6 with succinate as substrate (Figure 
1A). ATR at a concentration of 10 01 added after ADP 
(Figure IB) or before ADP (Figure IC) inhibits the 
respiration stimulated by 220 pM ADP: 

The translocittion of ADP through the inner mitochondriat 
membrane exhibited saturation kinetics of the Michaelis—
Menten type (Figure 2A). The Km for the externally added 
ADP was found to be 25 •vth succinate as substrate. 

This is comparabri—ip.oyresults reported for mung bean 
mitochondria (lkurna 1970, ikuma and Bonner 1967) and 
for animal mitochondria (Chance and Williams 1955, 
Chance and Hagiiiara 1963, Duke and Vignais 1969—Pfaff et 

at. 1969). The double reciprocal plot and the Dixon plot 
(Dixon and Webb 1964) demonstrate that ATR can compete 

Figure 1. Potarograpitk traces showing the Inhibitory effect qf 
.47-R on the ADP-semi:dated respiration of mitochondria. The 
reaction medium is as described under Materials and Methods. At 
the indicated points the following additions were made: 7 .  rnht 
succinate, 0.7 mg mitochondria] protein, 220 .trAf ADP and 10 Of 
ATR. Numbers along the traces are the rates of 0, uptake in nmoi 
min-I per 1.5 ml reaction volume.. 

,,M ADP 
Figure 2. Kinetic analysis of the inhibition of adenine nucleotide translocation. Assay conditions are described under Materials and 
Methods. Mitochondria (0.7 mg a protein) were added to the reaction mixture. Various concentrations of ADP were sequentially • 
added after 16 mill succinate. The rate of oxygen consumption, V (rtmol oxygen per min) equal_ the state 3 rate minus the corresponding 
state 4 rate. When ATR was used it was added to the reaction vessel before ADP. A. Double reciprocal plot of the effect of  ASA  on the 
ADP-stimulated respiration of bean mitochondria. B. Dixon plot illustrating the effect of various concentrations of ADP on the respiratory 
inhibition by ATR. 
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with ADP for the bean mitochondria! translocator (Figure 
2), which is in agreement with the findings that ATR is an 
apparent competitive inhibitor of ADP in animal mitochon-
dria (Luciani and Varotto 1975, Vignais et al. 1966, 1973). 
The Ki value obtained by the two methods of analysis was 
0.4 giVf ATR. ' 

The departure from linearity observed in Figure 2A at 
high AIR concentrations and low ADP concentrations may 
be explained by the reorienting carrier mechanism proposed 
by Klingenberg et al. (1976) for the transport of adenine 
nucleotides through mitochondria! membranes. According to 
this theory the carrier is asymmetrically distributed in the 
membrane with more carrier sites facing the cytosol side  ir;  
the absence of externally added ADP. Because AIR cannot 
penetrate the membrane, it binds carrier sites found on the 
cytosol side and /1xes them in this position, whereas 
ADP activates these carrier sites and switches some of them 
to the inside of the membrane causing them to be more 
equally distributed. Thus one can imagine two different states 
of mitochondrial membrane: a symmetrical state at moderate 
AIR and ADP concentrations exhibiting classical saturation 
kinetics and an a_syntmetrical state appearing at high AIR 
and low ADP concentrations giving "odd" kinetic effects 
(Klingenberg et aL 1976). 

As further evidence of the argument presented above, 
Figure 3 shows by another method of analysis that ATR is a 
competitive inhibitor of ADP translocation in the range of 
concentrations studied. Only in competitive inhibition does 
the percentage of inhibition become a fünction of the ratio of 
the concentrations of inhibitor and substrate rather than a 
function of the absolute concentration of the inhibitor alone. 

, In this figure, varying the ADP concentration between 41 pM 

and 190 pM gives the same inhibitory profile. The con- 

1 

o 5 10 
ATR  
AD 10  

Figure 3. The effect of ATR on the rate of oxygen uptake by bean 
ntitorhandria. The reaction conditions are the same as in Figtire 2. 
The ATR/ADP ratio refers to ATP. concentrations of 0.5 AIM, 1 
#M, 2.5 ph f, 5 pM and 10 and ADP concentrations of 41 pal 
(0), 91 Of (LS) and 19004 (0). The rates of oxygen consumption 
(state 3 minus state 4) are expressed as a percentage or the rates in 
the absence of inhibitor which are equal to 59 mot 02/min, 68 nmol 
02/min and 74 nmol 0,/min for the respective concentrations. ,  

ce,ntration of ATR that inhibits ADP translocation by 50% 
k 2.5 ,uM when 100 pM ADP is used. Bean mitochondria 
appear to be more sensitive to ATR than mitochondria of 
other plants. Those of potato require 12 at,i4 AIR to inhibit 
the transport of 10 pM ADP by 50% (Vignais et al. 1976) 
whereas mitochondria of cauliflower and corn are inhibited 
by 50-100 ea.14 ATR (Jung and Hanson 1973, 1975, Hanson 
et at. 1972, Janovitz et al. 1976) and, Jerusalem artichoke 
mitochondria appear to be insensitive to ATR  (Passam  et a/. 

1973,  Passam  and Coleman 1975). 
In spite of the technical difficulties in obtaining un-

damaged plant mitochondria, many real differences have 
been described between them and mammalian mitochondria 
(lkuma 1972. Palmer 1976, Packer et aL 1970). Recent 
research has begun to explore differences existing between.  
mitochondria of various higher plants and the group appears 
to be more heterogeneous than once assumed. Clearly this is 
an area where greater research is necessary in order to place 
the specificity or mitochondrial function into proper perspec-
tive. 

We thank Dr. R. A.  Moreira  for his helpful discussion during the 
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