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DEFINICOES E ABREVIATURAS

ADP - Adenosina-5'~difosfato.

\ ADP/0 ~ Relagdo entre moles de ADP adicionados ao sistema e mo

les de oxigenio ccnsumidos.

b ATR - Atractilosideo.
ATE ~ Adenosina-5'-trifosfato.
BKA - Bcido bongeréquice.
DSA ~ Albumina sérica bovina.
CAT - Carboxiatractilosideo = gumiferina.
Gt - Citocromo.
CoQ = Coenzima Q.
G5 - Controle respirati-io.
EDTA ~ Acido etilenodiaminotetracetico.
FAD, FADH, -~ Flavina adenina dinucleotideo e sua forma reduzida.
Fe.S - Proteina ferro-enxofre.
FP - Flavoproteina.
FPha - Flavoproteina - "hight absorbance".
GSPHD - Giicose 6-fosfato desidrogenase.
HK - Hexoquinase.
NAD+, NADH - gicotinamida adenina dinucleotideo e sua forma reduzi-
NADP', NADPH - Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato e sua forma

reduzida.
Pi ~ Fosfato inorganico.
; Q, - Consumo de oxigenio.

TRIS - Tris-(hidroximetil)-aminometano.
uQ - Ubiquinona.
Vagaxe - Velocidade maxima.
Kl - Constante do inibidor.
Km - Constante de Michaelis=Menten.
K - Constante do substrato.
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RESUMO

0 presente trabalho € um estudo das cavacteristicas fun
cionais da fragao mitocondrial de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench),
uma graminea de interesse economico para regiao nordeste do Brasil.

A fragdo mitocondrial foi isolada do epicGtilo da plan-
tula segundo principios utilizados por Sarkissian & Srivastava (u4)
no isolamento de mitocondrias de trigo, e modificados, segundo as pe
culiaridades do sorgo. A estabilidade da preparagac foi testada em
um periodo de 5 horas, no que tange a controle respiratorio, e rela
gao ADP/0, cujos valores forem utilizados como critério de imtegrida
de bioquimica e funcional. A capacidade oxidativa destas  mitocon-
drias pela cadeia transportadora de elétrons foi estudada atraves da
utilizacdo de intermediarios do ciclo do dcido tricarboxilico: succi
nato, L-malato, a-cetoglutarato, oxalacetato e intermediarios de
outras rotas metabolicas: NADH, piruvato, L-glutamato e DL—B%idroxj._
butirato. As afinidades de succinato, L-malato e ADP pelo seus car-
readores, foram determinadas através da analise graficade Lineweaver
-Surk, obtendo-se os respectivos valores de Km: 0,5 mM, 5 mM e
33 M. Os demais intermediarios metabdlicos nao foram oxidados. Com
a finalidade de estudar a translocagao de ADP, foram utilizados ini-
bidores especificos - os glicosideos: atractilosideo (ATR) e carbo
xiatractilosideo (CAT). Verificou-se que o ATR conpete com a translo
cagao de ADP ao nivel da membraena mitocondrial interna, quando a
relagao ATR/ATP & inferior a 0,04, sendo o valor de X, obtido pelos
métodos graficos de Lineweaver-Burk e Dixon de 0,5 uM. A transloca-
gao de ADP 141 pM € inibida de 50% quando se tem, aproximadamente,
2 uM de ATR. Por sua vez, o CAT comportou-se como inibidor aparente

mente competitivo, quando se usou concentragoes de ADP maiores que
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41 uM e concentragoes de CAT inferiores a 0,05 uM. A afinidade do CAT
pelo translocador, quando comparada a do ATR, em condigOes aproximada
mente semelhantes, revelou ser significativamente mais elevada. Com o
intuito de estabelecer o papel da adenilatoquinase comp enzima capaz
de utilizar o ADP presente no meio de reagdo, determinou-se a afinida

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




INTRODUGZQ

Uma das caracteristicas dos seres vivos superiores €ares
piracao celular. Esta pode ser definida como um processo envolvido no
transporte de elétrons e protons, provenientes de intermediarios do
ciclo do acido tricarboxilico ou outras rotas metabolicas, através de
uma cadeia constituida de cofatores enzimaticos (transportadores) ate
o oxigenio molecular. Durante o transporte de elétrons pare o oxige-
nio molecular, hd produgao de uma grande quantidade de energia livre,
sendo parte conservada como energia de ligagao a ser utilizada para
executar trabalho na cé€lula. Predominantemente, esta energia € armaze
nada numa ligagao fosfato, do tipo adenosina trifosfato (ATP), consti
tuindo o fenomeno da fosforilagao 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,
como sejam: localizagdo intracelular do fenGmeno, rendimento energé-
tico, regulacao e mecanismo.

A mitocondria e a respiragao celular

Lehninger (2) cita que Kingsbury, em 1812, jé sugeria que
a mitocondria era a sede da oxidacio celular. O desenvolvimento das
técnicas de microscopia eletronica possibilitou a comprovagdo de que
as mitocondrias estao universalmente presentes em cétillas aerdcbicas
de animais e vegetais. As mitocondrias mais intensamente estudadas fo
ram as de figado de rato, as quais possuem 2y de comprimentc e pouco
menos de 1lp de largura (4). O nimerc de mitocondrias por célula varia

de 20 a 5x105, dependendo do organismo considerado, como variam tam-

bém seu tamanho e forma (5). As imagens formecidas pela microscopia
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eletronica permitem dar com prec: 3o a estrutura fina dessas organe-
las. A mitocondria € limitada por duas membranas, sendo ambas consti
tuidas de uma camada lipidica, ir-erida entre duvas camadas proteicas
monomoleculares, com espessura de 75 & (1). A membrana externa & lisa
e determina a forma da mitocondriz, variavel segundo seu estado meta-
bélico. Palade (6), em 1953, ver_ficou que a membrana interna apresen
tava invaginagdes dencminadas cristas, e Moran (8), em 1562, eviden
ciou que era dotada de subunidadss esféricas regularmente ecpagadas e
ligadas a mesma por uma pequena h=ste. Green (9) relacionou tais par
ticulas esféricas a "conjuntos r -piratérios”, que seriam, hipotetica
mente, responsaveis pelas atividei:ss oxidativas. Posteriormrnte, veri
ficou-se que os eventos ligados a respirag@o aconteciam na parte ba-
sal da membrena interna, e Racker (10) evidenciou que as particulas
esféricas de Moran eram uma proteina de peso molecular 284.000, que
catalisava a hidrolise de ATP a 7P e P., por ele chamada F,. A haste
que estabelecia a conexZo entre &3 particulas esféricas e a merbrana
interna, chamada de E, foi, igualmente, demonstrada ser uma proteina

que confere a Fl sensihilidade a ~1icomicina,

A cadeia respir~*5ria

No comego deste século foram iniciadas as primeiras tenta
tivas de estabelecimento do mecanismo da oxidagao celular. Wieland
(11, 12), em 1912, sugeria que as oxidagOes primirias doentro da  célu
la eram mediadas através da ativagao do hidrogenio, idéia confirmada
posteriormente por Thﬁnberg (13, 14), em 1917, quando descobriu as
desidrogenases. Warburg (15, 16) ~creditava que esse processo ocorria
numa participacao direta com o orgénio, através de um enzima trans
portadora "Atmmgsferment"., Keilin (17), em 1925, nas suas investiga
goes classicas, mostrou que o elc entre as desidrogenases de Wieland
e Thunberg e a oxidase de Warburg consistia de citocromos que s30

hemoproteinas. 0 estudo da const . 1icdo e do fumcionamerto da cadeia
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respiratoria, em mitocondrias animais, vem se apresentando como um
problema extremamente complexo. Certos aspectos deste problema pude-
ram ser analisados gracas a introdugdo, por Chance (18), de métodos
espectrofotométricos finos e sensiveis, permitindo seguir numa prepa
rag3o mitocondrial as mudangas dos estados de Oxido-redugdo dos trans
portadores da cadeia respiratoria, ao longo do seu funcionamento. Foi
também possivel determinar a sequencia dos diferentes transportadores
dessa cadeia, estando estes associados, linearmente, numa ordem que
corresponde ao valor crescente do seu potencial de Ooxido-redugdo. Tais
resultados confirmam e completam aqueles obtidos pela ajuda de inibi
dores especificos da respiragao, os quais permitem definir a posigdo
de certos transportadores. Assim, admite-se, atualmente, que a cadeia
respiratoria possui trés diferentes e principais tipos de componentes:
desidrogenases ligadas a piridina, flavoproteinas e citocromos. Estes
componentes ja nao sdo mais questionaveis no que diz respeito a estru
tura, localizagdo e potencial de oxido-redugao. Outros, porém, ja fo-
ram identificados como proteinas ferro-enxofre e quinonas. As protel
nas ferro-enxofre s@o transportadores que, diferentemente dos citecto
mos, possuem ferro sob a forma nao-hémica em sua estrutura e funcio
nam como carreadores de elétrons, sofrendo transicCes — reversiveis
Fe(II)-Fe(III). Grupos ferro-enxofre também ocorrem em certas flavo-
proteinas. Apesar de desemperharem um papel importante no transporte
de elétrons, ainda ndo se sabe a sua funcdo exata. As quinonas  sdo
coenzimas que participam, também, como transportadores de elétrons na
cadeia respiratoria da mitocondria. Essas coenzimas foram denominadas
de ubiquinonas devido a ocorrencia ubiquitaria em animais, plantas e
microorganismos. S3o conhecidas varias ubiquinonas, diferindo apenas
no comprimento da cadeia lateral isoprendide. A introdugio de novas
técnicas tem possibilitado determinar a natureza, o comportamento e a
localizagao de constituintes da cadeia respiratoria com maior preci-
s30. Pesquisas recentes tém objetivado ao conhecimento da cadeia res
piratéria de diferentes organismos, e, atualmente, atribui-se que seja

a seguinte a sequéncia desta, em mamiferos (4):
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NAD —— FP. (4 Fe.§) ——> (CoQ(2Fe.S) —> Cit b(Fe.8) —>
1 z

Cit O,_L———‘* Cit ¢ —— (it aLag-———AO2

Acredita-se que a cadeia ndo seja a mesma para mitocondrias de origem
vegetal e que mitocondrias da quase totalidade das plantas apresentam,
além das diferengas da cadeia principal, uma peculiaridade no que diz
respeito a existencia de uma via alternativa de transporte de  elé-
trons, resistente ao cianeto (19), cuja bifurcagdo é situada ao nivel
da flavoproteina ( FPha), de acordo com o esquema a seguir (20):

—Cit b

; J ; N e .
NAD —— Fe.S UQ —> FB, — Cit bgg, o

—2 Citec —=X Mt aa L)

Gt 2 547 3 2

549

Acoplamento entre respiracao g fosforilacao

Segundo Lehninger (4), em 1930, V. A. Engelhardt, na Uniao
Soviética, postulava que os processos da respiracdo e da fosforilacao
erem acoplados, mas sO depois de formulado o ciclo do &cido tricarbo
xilico € que se tornou evidente essa hipotese. H. Kalckar, na Dina-
marca, e V. Belitser, na Unio Soviética, relataram, independentemen
te, que preparagoes frescas de diferentes tecidos, em ausencia de
oxigenio ou presenca de cianeto, eram incapazes de oxidar qualquer
substrato. Consequentemente, o fosfato inorganico, presente no meio,
nao era consumido, nem se observava um aumento na concentragdo de com
postos de fosfato organico provenientes do ATP. Conclui-se, entao,
que o fosfato inorganico seria consumido para regenerar o ATP previa-
mente utilizado, e que era imprescindivel a presenca de oxigénio para
que a reagao se processasse, confirmando-se, assim, o fenomeno da fos

forilagao oxidativa. Lehninger (4), em 1949-51, forneceu evidencias
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experimentais de que o transporte de elétrons do NADH até o oxigenio
era a fonte direta da energia usada para a fosforilagao acoplada ao
ADP, Considerando-se o processo da respiracao mitocondrial do  ponto
de vista termodinamico, verifica--e que, quando os elétrons s3ao trans
feridos ao longo da cadeia respiratoria até o oxigénio, ocorrem rea-
goes de Oxido-reducdo, cujos sentidos podem ser determinados atraves
do potencial padréo de oxido-reducao. Os elétrons fluem de potenciais
mais negativos, acarretando um decréscimo na variagdo de energia 1i-
vre, que & dada por:

]
AG = -nFAEO
Cnde
1
AG = variagao de energia livre padrao

n = narero de elétrons envolvic-s na reagao
F = constante de Farcday 5

1 1 S
AE, = ( EO da semi-reagdo contendo agente oxidante) - (E, da semi-rea

gao contendo agente redutor).

Quando um par de elétrons move-se atraves de toda cadeia transportaéo
ra, isto &, do NADH até o oxigénio (NAIH + 2l % 1/2 0, —SNAD' +H 0),
verifica-se uma variacao de energia livre (AG ) de - 52 Keal. Seguncb
valores calculados da liberagdo de energia livre ao longo da cadeia
respiratoria, foram determinados trés sitios que s3o suficientemente
exergonicos, dando condigoes a fosforilacdo do ADP em ATP, com mos-

tra 0 esquema a seguir (21):
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Para formagao de cada molécula de ATP, necessita-se, de pelo  menos,:
7,3 Keal. Portanto, a fosforilagio oxidativa de trés moléculas de ADP
conserva 42% da energia total quando uma molécula de NATH € oxidada
em presenga de oxigenio. Pocde-se, entao, entender como relagao ADP/0
a razdo de moles de ADP transformados em ATP por dtomo de  oxigenio
consumido. Uma das condigdes necessarias para que uma preparagao mito
condrial terha uma boa relagao ADP/O € a sua 'integridade estrutural.
A despeito desta condigdo, ja foi possivel verificar o fenomeno  da
fosforilagdo oxidativa em particulas submitocondriais. Contudo, tais
subparticulas consistem fundamentalmente de vesiculas membranosas, re
sultantes de fragmentos da membrana interma, associadas as esferas da

mesma menbrana, isto &, fator F, de Racker (10, 22).




HipSteses explicativas do mecanismo da fosforilacdo oxidativa

Apesar do desenvolvimento de técnicas cada vez mais sofis
ticadas, ainda ndo se tem um conhecimento completo do fenomeno da fos
forilagdo oxidativa. Varias hipGteses tém sido postuladas, sendo as

mais importantes:

(1) Hipotese do acoplamento quimico (23).
(2) HipOtese do acoplamento conformacional (24).

(3) HipStese do acoplamento quimiosmotico (25).

A hipotese do acoplamento quimico tem como fundamento a
existéncia de um composto intermediario comum, rico em energia, gera
do pelo transporte eletrtnico, utilizado para formar ATP. Esta hipote
se &€ criticada uma vez que ainda nZo se isolou o referido intermedia-
rio quimico e ndo justifica a necessidade de uma membrana mitocon
drial interna, integra e continua, para que se processe a fosforilagao

oxidativa.

A hipotese do acoplamento conformacional € uma variante
da hipStese do acoplamento quimico, sugerindo que a energia liberada
durente o transporte eletronico seja conservada numa alteragao confor
macional de uma macromolécula proteica, cuja forma energizada seja
utilizada como intermediario para sintetizar'ATP. Uma evidencia favo-
ravel ao acoplamento conformacional € a observacao de que a membrana
mitocondrial sofre alteragoes fisicas rapidas quando os elétrons se

deslocam ao longo da cadeia respiratoria.

A hipotese quimiosmbtica, proposta por Mitchell (25), pos
tula que a membrana mitocondrial interna deve estar integra e conti-
nua, para que ocorra o acoplamento entre fosforilagao e oxidagao. Sen
do esta membrana permedvel a protons, a energia liberada pelo trans
porte de elétrons & utilizada para promover a saida de Tons H' da ma-
triz mitocondrial. Assim, um gradiente de protons € usado para diri

gir a sintese de ATP.
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Dentre estas hipoteses, a ultima € a que melhor explica a
maior parte dos dados experimentais concernentes a oxidagao fosfori-
lante.

Controle respiratorio

A respiragao e o estado de oxido-redugao dos transportado
res da cadeia respiratoria variam em funcdo das concemtragoes de ADP,
oxigénio e substrato oxidavel, podendo cinco estados respiratdrios ser
caracterizados numa preparagac mitocondrial (18). Destes estados dois
s3o importantes para caracterizar o fendmeno do controle respirato-
rio. Em presenca de oxigeénio, substrato oxidavel e excesso de  ADP,
verifica-se que o transporte de elétros se processa numa valocidade
maxima, havendo um aumento abrupto no consumo de oxigenio. Este esta
do de respiracdo ativa, no qual ADP & fosforilado, também & conhecido
como estado 3. Quando todo ADP € consumido, a velocidade de  consumo
de oxigénio diminui, sendo este estado de respiragdc lenta em presen
¢a de substrato e ausencia de ADP denominado estado 4. O controle reg :
piratorio consiste numa relacao entre as velocidades dos estados 3 e
4. Os valores de controle respiratorio em mitocondrias animais intac
tas geralmente sao elevados, alcangando valores até superiores a 10.
Contudo, se estas mitocondrias estao danificadas ou envelhecidas,
elas perdem a capacidade de fosforilar ADP, atingindc a referida rela
gao valor igual a unidade, o que significa que as mitocondrias estao
desacopladas. Portanto, o controle respiratorio € um critério indica-
tivo do estado da integridade da preparacao mitocondrial.

Mitocondrias vegetais

Durante muito tempo, a oxidagao fosforilante foi  essen
cialmente estudada com mitocondrias isoladas a partir de tecidos ani
mais. Assim, partindo-se de técnicas padronizadas de isolamentq foram
caracterizados o comportamento bioquimico e propriedades destas mito
condrias, permitindo, entZo, uma abordagem uniforme por  diferentes
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pesquisadores. Somente num periodc mais recente € que se comegoua dar
‘enfase ao estudo de mitocOndrias vegetais, motivado, sobretudo, pelas
dificuldades apresentadas pelos tecidos vegetais diante dos processos
de disrupgao celular. Ainda hoje é um problema critico a ndo uniformi
dade nas técnicas de isolamento das fracoes subcelulares de vegetais.
Nos Gltimos anos, muitas pesquises foram feitas com o intuito de esta
belecer parametros comparativos de mitocondrias de diferentes origens.
Muitas diferencas foram estabelecidas entre mitocondrias de  origem
animal e vegetal, nao deixando, e.itretanto, de serem questionadas na
base de artefatos experimentais, tendo em vista os problemas relacio
nados com a preparagao (20, 26). i'um trabalho de revisdo mais recente,
Tkuma (27) constatou que mitocondrias de plantas superiores apresen-
tam estrutura basica e fungdo semelhantes aquelas de mitocondrias de
origem animal, salientando, entretanto, que ha diferengas que resis
tem, a despeito das criticas imputadas a metodologia. As  difercngas
frequentemente encontradas nas mitocondrias vegetais (20, 26, 27, 28)
sao: ;
(1) oxidagao répida de L-malato, mesmo em ausencia de gl_g
tamato ou piruvatos;

(2) oxidagao do NAIH exSgeno;

(3) citocromos bastante diferentes, especialmente na natu

reza do componente bj

(4) a presenca de uma via respiratoria alternativa ciane
to-resistente;

(5) relagdes ADP/O e C.R. inferiores aos valores tedricos,
fazendo supor que as mitocondrias s3o menos acopladas;

(6) a membrana externa apresenta perfuragoes e a menbrana

interna um nimero pequeno de invaginagdes aleatdrias.
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Atualmente, diferencas vem sendo constatadas nao  apenas
entre mitocondrias de origem animal e vegétal, mas também entre mito
condrias de diferentes tecidos de uma mesma espécie e mitocondrias de
um mesmo tecido em espécies semelhantes (26). Isto se tornou evidente
quando se verificou que a velocidade e eficiéncia da utilizagao de di
ferentes substratos variava na dependéncia das espécies ou tecidos de
origem. Estas diferencas manifestam-se, principalmente, devido aos
diversos tipos de desidrogenases em diferentes tipos de mitocondrias
e a presenca de translocadores especificos para varios tipos de célu-
las. O mecanismo de agao destes carreadores ainda ndo & bem conhecido,
sendo este mais um aspecto de relevante importancia na fisiologia mi
tocondrial.

Translocagao

A menbrana mitocondrial externa é facilmente permeavel a
um grande numero de moléculas. Entretanto, a membrana interna apresé.r_l,;—
ta uma permeabilidade bastante seletiva, que permite reconhecer e
transferir apenas certas moléculas ou ions. Um dos sistemas carreado
res mais intensamente estudados & aquele responsavel pela transloca-
g3o de ADP-ATP e que estd situado ao nivel da membrana mitocondrial
interna. A fungao desta translocase mi't:ocondrial de nucleotideos de
adenina na célula & importar o ADP do citossol e exportar para o mesmo
o ATP produzido durante a fosforilagdo oxidativa, indispensavel a eco
nomia celular. Tres inibidores especificos da translocagao de ADP -
atractilosideo, carboxiatractilosideoe dcido bongeréquico - s3o basi
camente utilizados em experimentos relacionados com o transporte de
nuclectideos de adenina (29, 30, 31, 32). Atractilosideo e  carboxi
atractilosideo sao inibidores n3o permeantes na membrana interna mito
condrial e suas estruturas quimicas s3o de glicosideos, cuja aglicona

€ um diterpeno. Ambos possuem dois residuos sulfato e um residuo de
acido isovalérico. 0 carboxiatractilosideo difere do  atractilosideo
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por possuir uma carboxila a mais na porgdo diterpenica. O acido bong
créquico, inibidor da translocagdo por penetragio através da membrana
mitocondrial interna, € uma longa cadeia poli-insaturada de acido

graxo. A maioria dos trabalhos relacionados com o mecanismo dos siste
mas responsaveis pela translocagdo de ADP utiliza como material biold
gico mitocondrias de origem animal, vez que estas Toram as mais estu-

dadas. Como as mitocondrias vegetais apresentam um baixo teor de nu
cleotidecs endogenos de adenina, este material constitui uma — Otima

escolha para estudar-se ndo s6 as propriedades ligantes destes trans
locadores, como a cin€tica da translocag@o de nucleotideos de adenina
em mitocondrias (29). Somente pesquisas recentes melhor situaram este

problema em mitocondrias vegetais, sendo ainda um assunto muito con
trovertido em virtude do grau variavel 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 mitocondrias vegetais (20, 39) e a existencia de  peculiaridades
nestas preparagbes, no que se refere a oxidacao de substratos (40,
41, 42), ao funcicnamento da cadeia transportadora de elétrons (20,
27, 43), 3 capacidade fosforilante (1, 4, 41) e ao funcionamento de
translocadores especificos (29, 30, 31, 32), o presente trabalho se
propoe a:

(1) apresentar uma técnica de isolamento da fragdo mito
condrial de uma graminea, sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench) ;

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

deia de transportadores de elétrons;
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(3) mostrar o grau de acoplamento e a capacidade fosfori
lante da preparacdo mitocondrial, através dos paxéng

+tros de controle respiratoric e relacac ADP/Oj

(4) estudar o fenomeno da translocagao de nucleotideos de
adenina, especificamente o ADP, através do uso de ini
bidores especificos, atractilosideo e carboxiatracti
losideo.

6}




MATERTAL E METODOS

Condigoes de germinagao

No presente trabalho foram utilizadas sementes de  sorgo
(Sorghum bicolor (l.) Moench) fornecidas pelo Banco de Sementes do Cen
tro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara. Cerca de
1000 sementes foram selecionadas parae germinagao, sendo  previamente
esterilizadas durante 5 minutos, em solugZo de hipoclorito de  sddio
com teor de 5,2% de cloro ativo (Agua Sanitdria Brilux, Raymmdo da
Fonte IndGstria S/A, Recife-Pe). Em seguida, estas sementes foram la-
vadas em excesso de agua corrente e agua destilada e germinadas em de
positos de plastico, contendo vermiculite também esterilizada (200°C
durante 12 horas) e agua na proporgao de 2:1. A germinacao foi feita
no escuro, a um temperatura de ZEOC, aproximadamente, e durante 7
dias.

Preparacao mitocondrial G

Nesta preparagao tomou-se compo base a técnica de Sarkissian
& Srivastava (44) para o isolamento de mitocondrias de trigo, no que
diz respeito aos meiocs de homgeneizacao, de lavagem e de fosforila-
gao. Contudo, as condigoes de separagao dos epicotilos, embebigdo, ho
mogeneizacao e esquema para centrifugacao dife'rencial, foram estabe
licidos, tentativamente, levando-se em conta o uso de diferente mate
rial vegetal, no caso o sorgo. EpicGtilos estiolados da  plantula de
sorgo, apos 7 dias de germinagdo, foram usados para o isolamento da
fracao mitocondrial. Todas as etapas necessirias para a obtencdo da
referida preparagao foram realizadas em camara fria, a temperatura de
$ GOC, usando-se material e meios previamente resfriados. Depois da
separacac de raizes e folhas, os epicotilos foram cortados em secgdes

13
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de 2 a 3 cm de comprimento, lavados duas vezes com dgua destilada e
incubados com 120 a 200 w1 do meio de homogeneizagao, na proporgdo de
1:4 (p:v), durante 30 minutos. Posteriormente, este material foi mace
rado em gral de porcelana, merecerdo, esta etapa, um cuidado especial,
para evitar danos fisicos a preparagdo, cbtendo-se, assim, uma fragdo
mitocondrial integra. A composigao do meio de homogeneizacao foi: sa
carose 0,5 M, EDTA 0,001 M, tampao fosfato de potassio 0,067 M pPH 7,2
e BSA 0,5 mg/ml. O pH do homogenato manteve-se em tormo de 7,0, nao
sendo necessario adicionar-se KOH comp & comum em outras preparagoes
de origem vegetal (39, 45, 46). O homogenato foi filtrado em tela de
nylon e logo apds submetido a centrifugacdo diferencial em centrifu-
ga refrigerada IEC (International Equipament Company - Modelo HR-1),
segundo esquema expostc no diagrama I. O homogenato foi submetido a
uma forga de 500xg durante 5 minutos, o que permitiu sedimentar amido,
nicleos e restos celulares. O sobrenadante contendo a fragao mitocon
drial foi submetido a uma forga de 20.000xg durante 15 minutos, provo
cando a sedimentacdo de mitocondrias. O precipitado mitocondrial en-«
tao obtido foi suspenso em 25 ml, aproximadamente, de meio de lavagem,® :
cuja composicio foi: manitol 0,3 M, tampdo fosfato de potassio 0,01 M
PH 7,2 @ BSA 1 mg/ml. A suspensac mitocondrial foi homogeneizada ma-
nualmente em um homogeneizador de Potter-Elvehjem, répida e suavemen
te. Esta suspensao foi novamente centrifugada durante 5 minutos a
500xg, com a finalidade de eliminar contaminagoes porventura resultan
tes de insuficiencia da primeira centrifugagao. O sobrenadante  foi
suwbrmetido a um Ultima centrifugacdo durante 15 minutos a 20.000xg,
obtendo-se um precipitado mitocondrial, o qual foi lavado suavemente
com o meio de lavagem, para deslocar uma camada frouxa e amarelada .
composta de fragmentos da membrana mitocondrial externa, rompida por
‘choque osmotico ou vesiculas de Golgi (39), que se depositavana super
ficie do precipitado mitocondrial. Tal precipitado foi ressuspenso em
1a 1,5 m do meio de lavagem e conservado a temperatura de aproxima

" damente 4°C, ao longo da experiéncia.
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DIAGRAMA I

CENTRIFUGACAO DIFERENCIAL

HOMOSENATO

500 x g=- 5 minutos

|

PRECIPITADO
DESPREZADO

|

SOBRENADANTE
20.000 x g-15 minutos

|

SOBRENADANTE
DESPREZADO

PRECIPITADO ;
SUSPENSO EM 25 ml DO MEIO DE LAVAGEM
500 x g- 5 minutos

|

PRECIPITADO
DESPREZADO

e

SOBRENADANTE
20.000 x g-15 minutos

|

SOBRENADANTE
DESPREZADO

t

PRECIPITADO :
LAVADO ERESSUSPENSOEM 1,0A1,5 ml DO
MEIO DE LAVAGEM
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Dosagem de proteinas

A concentracao de proteina mitocondrial foi  determinada
pelo método do biureto modificado por Gornall (47), cuja variacao con
sistiu na adicdo de colatc de sédio, o qual solubilizou as proteinas
membranares. Em um tubo de ensaio colocou-se, sucessivamente, homoge
neizando-se apds cada adigao: 0,25% de colato de sddio, preparagao mi
tocondrial, 8% de hidréxido 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 espectrofotometro Beckman DU, a 540 nm  contra um
branco de reagentes sem proteinas. A concentracao de proteina foi es-
timada em relagao a uma curva padrao de BSA, na qual foi determinada
que 1 mg de proteina tinha uma absorbancia média de 0,081, nas mesmas
condigoes de ensaio a 540 nm.

Atividade oxidativa

A atividade oxidativa das mitocondrias foi medida polaro ©

graficamente a 260C, em um oxigrafo Gilson Modelo K-IC, polarizado a ° :

0,8 V, acoplando-se um eletrodo de Clark a camara de reagao. Este €
constituido de um catodo de platina e um anodo de prata ligados por
uma ponte de KCl, a qual é isolada do meio por uma menbrana de polie-
tileno. O oxigenio atravessa esta membrana sofrendo redugao na super
ficie do catodo, o qual estd polarizado em uma wpltagem dentro de uma
faixa correspondente ao "plateau" da corrente, sendo, portanto, a des
polarizagao do mesmo responsavel pelo aparecimento de um fluxo eletro
nico, o qual € diretamente proporcional a concentragao de oxigenio.
Esta corrente € amplificada e transmitida a um registrador. A veloci
dade de difusdo de oxigenio depende do gradiente de pressdo que ha en
tre a amostra e a superficie do eletrodo, constituindo, entdo, uma
medida direta da concentragdo de oxigenio do meio (48, 49). As dife-
rentes adigoes foram feitas em uma camara de reagao comcapacidade pa
ra 2 ml, sendo a homogeneizagao garantida por um pequeno agitador mag
nético. Na camara de reagao habitualmente colocou-se 1,4 ml do meio
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fosforilante, cuja composigao foi: manitol 0,3 M, KC1 0,01 M, tampdo
fosfato de potassio 0,01 M pH 7,2, tampdo tris-HC1 0,01 M pH 7,2,
MgCl, 0,006 M, BSA 0,5 mg/ml e substrato oxidavel em um volume final
de 1,5 ml. A reagao foi iniciada com a adigdo da fragao mitocondrial,
sendo as demais adigdes indicadas nas figuras correspondentes. A con
centragao de ADP foi calculada espectrofotometricamente, tendo  como
base o seu coeficiente de extingao milimolar de 15,4 mi L. em T 2 260 nm
(46).

Dosagem da adenilatoquinase

t J
A adenilatoquinase (5 -ATP:5 -AMP fosfotransferase) ca
talisa uma reagdo responsavel pela prodacao de ATP (ADP + ADP === AMP + ATP)
independente da fosforilacdo oxidativa (50). A atividade desta enzima

foi determinada indiretamente, através de ensaio espectrofotométrico,
envolvendo reagtes enzimaticas associadas, segundo o esquema abaixo:

e o
ATP ADP NADP

Glicose Glicose-6-P. —>
* GBPDH

NADPH + H' ¢

©

6-Fosfoglicona~6~lactona.

0 ATP oriundo da atividade adenilatoquindsica desencadeou aquela se
quencia de reagoes e o NADPH + g produzido foi 'responsavel pela absor
bancia a 340 nm. Numa cubeta de quartzo colocou-se, sucessivamente_a,
homogeneizando~se apos cada adigdo: tampdo tris-HCL 0,19M pH8,0, gli
cose 0,02 M, glicose-6-fosfatodesidrogenase 25 ug, MgCl, 0,002 M,
NADP' 0,26 mM, hexoquinase 7 ug e uma concentragdo da fragdo mitocon
drial previamente determinada em um volume final de 1 ml (51). A rea-
cio foi iniciada apds adigio de ADP, cuja concentragao variou de
0,04 nM a 2 mM, iniciando-se, entao, 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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evolugao da absorbancia a 340 nm, tendo-se tampao tris-HC1 0,19 M
pH 8,0 como referencia (branco). As leituras foram corregidas em rela
cao aos testemunhos do ADP e da preparagao mitocondrial. Tais contro-
les consistiram na determinacdo de absorbancia de todos os meios de
reagao, exceto ADP, ou preparagao mitocondrial. Estas medidas  espec
trofotométricas foram indicativas de ADP contaminado com ATP e armaze
namento de ATP pelas mitocondrias, independente da atividade adenila-
toquindsica. 0 coeficiente de extingdo milimolar do NADPH foi de
6,22 mM T.cm T a 340 nm (46), podendo-se calcular indiretamente a quan
tidade de ADP trensformado em ATP/mg/min pela adenilatoquinase. A
atividade especifica foi calculada a partir de:

AE.= toot x £ % 2/0,002, onde:

tgo = unidades de absorbancia/minuto (v), independente da  concentra
cao de substrato;

f = fator de correcdo para 1 mg de proteina; ”

2 = nimero de golé’culas de ADP envolvidas nz redugao de uma mlé"c_xz

13 de NADP";

0,002= absorbancia de 1 nmol de NADPH # H partindo-se de um coeficien
te de extincdo de 6,22 mML.cml a 340 nm (46).

Calculo do consumo de oxigenio

A quantidade de oxigenic em uma solugdo pode ser calcula
da a partir do seu coeficiente de solubilidade, o 'qual depende da tem
peratura e da composigdo eletrolitica do meio (52). Os calculos  do
consumo de oxigeénio no presente trabalho foram obtidos partindo-se de
valores encontrados em solugao de diferentes concentragoes de manitol
(P.V. Vignais - resultados nao publicados). Com estes dados, verifi
cou-se que a concentragao de oxigenio dissolvido no meio de reagdo foi
de 222 pM, sendo portanto a concentracao de oxigenio de 333 nmoles/
1,5 ml ou 666 natomos/1,5 ml, cujo volume corresponde aquele contido
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na camara de reagao. Sendo a altura do papel de 185 mm, calculou-se
que cada milimetro representa o consumo de 1,8 nmoles de oxigénio ou
3,6 natomos de oxigenio. A velocidade de consumo de oxigenio foi cal
culada através da seguinte expressao:

Y2 Cxhit, onde:
V = velocidade de consumo de oxigenio em nmoles/min/1,5 ml do meio de
reacao;

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

h = altura em milimetros percorrida ao longo do papel, variavel em

fungao da OI’lgE‘I” e integridade da preparacac mitocondrial, subs-
trato e vigencia ou nao de ADP;

t = 1 minuto.

=

Calculo do controle respiratdrio .

=

0 controle respiratdrio foi calculado a partir da expres
sao (18):

C.R. = VS/VH’ onde:

4 = consum de oxigenio no estado 3, em presenca de substrato e ADP.

<
i

<
H]

y = consum de oxigenio em presenca de substrato.

0 segundo estado 4 foi sempre utilizado na determinagao desta rela-
gao.
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Caleulo da relagdo ADP/O

A relagdo ADP/O indica o nimero de moléculas de ATP  aco
pladas ao consum de oxigénio ao longo da cadeia respiratoria. Partin
do-se da premissa de que a preparagao mitocondrial esteja Integra, tal
relacao varia em fungao dos valores tedricos de 2 a 3, conforme o subs
trato oxidado. A relagaoc ADP/O foi calculada segundo Chance & Williams
(18) e Hagiara (L49), através da expressao abaixo:

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

ADP = nmoles de ADP adicionados ao meio de reagao;

]

o
n

altura em milimetros, percorrida ao longo do papel, na vigéncia
de ADP, isto e, representativa do estado 3;

@]
"

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




RESULTADOS

Caracterizacao da fragio mitocondrial

Para a avaliagao da-integridade das mitocondrias de sor—
g0, considerou-se os seguintes critérios: controle respiratério  (C.
R.), relagao ADP/O e estabilidade dependente do tempo (20, 53, 5u4).
Os valores de C.R. e relagoes ADP/O tendo succinato, NADH e L-malato
como substratos oxidaveis, sdo mostrados nas figuras 1, 2 (A)e2 (B),
respectivamente. Os valores de C.R. para succinato (Fig. 1), sdo com
paraveis aos encontrados em outras preparacoes mitocondriais vegetais
(54, 55). O aumento de C.R. verificado no segundo ciclo de oxidagao
& devido 3 diminuigio no consum de oxigénio do segundo estado 4. Am
bas as relagoes ADP/O de 1,8 evidenciaram a mesma capacidade fosfori-
lante nos dois ciclos de oxidagdo, sugerindo o funcionamento de dois
sitios de fosforilagio de ATP, como € esperado com o uso de succinato
como substrato oxidavel. Os C.R. para NADH (Fig. 2 (A)) e  L-malato
(Fig. 2 (B)) sdo comparaveis ao primeiro C.R. na presenca de succira U
to (Fig. 1), A reiagéo ADP/0, usando-se NADH como substrato (Fig.
2 (A)) € 2,0, o que estd de acordo com os valores tedricos obtidos pe
lo sistema da desidrogenase do NATH exogeno, encontrado em  mitocon-
drias vetegais (20, 56, 57, 58). Com L-malato (Fig. 2 (B)), observa-se
- uma relagao ADP/O de 2,5, estando condizente com os dados esperados
daqueles substratos que sofrem oxidagao ao nivel de nucleotideos de
piridina. A estabilidade da preparagac mitocondrial foi testada com
succinato como substrato, ao longo de 5 horas, tendo pérmanecido pra-
ticamente inalterada (Fig. 3). A maioria das experiencias foi realiza
da na presenga do mesmo substrato, em periodos inferiores a 5 horas,
garantindo a estabilidade da referida preparacao.
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Fig.. 1 - Tracgado polarognaflco da at1v1dade nu_tocondrlal com dois ¢i
clos de fosforilagao, tendo succ:.nato 16 mM comoi -substrato.
A técnica de isolamento e o meio. de reagao estao descritos
em material e métodos. A reagao foi desencadeada pela fra-
gao mitocondrial 0,9 mg, seguida por adigbes sucessivas de
ADP 220 uM, confonne indicagoes das setas, emvolume final de’
1,5 ml. Os nimeros ao longo do tragado expressam o valor do
consumo de oxz.gem.o em nmoles de O /min /1,5 ml.
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Fig. 2 - Tragado polarogréfico da atividade mitocondrial em presen
ca de: (A) NADH 0,2 mM e (B) L-malato 10 mM. CondigOes
experimentais semelhantes as da fig. 1. (A) A concentra-.
gao de proteina mitocondrial foi de 1,7 mg/l,5ml e a de
ADP foi 270 M. (B) A concentragao de.proteina. . mitocon
drial foi de 1,0 mg/1,5 ml e a de ADP foi de 240 uM.
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Fig. 3 - Estabilidade da Dreparagao mtocondrlal em fungao
do tempo, na qual velocidade (V) € igual ao consu
mo de oxigenio expresso em rmolesde Op/min /1,5 ml
em presenca de ADP (estado 3), menos o consumo de
o;qgenlo em ausenc1a de ADP ( estado 4). A concen
tras,ao de protelna foi de 1,5 mg/1,5 ml. Condigoes
experimentais identicas as da Figs Lo
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Utilizacdo de substratos pela cadeia transportadora de elétrons

Diferentes intermediarios do ciclo do acido tricérboxil_:'_L_
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 metabolicas, 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
elétrons da fragdo mitocondrial de sorgo. Os perfis representativos
do consumo de oxigenio, utilizando-se succinato como substrato, sao
mostrados na Fig. 1. Verifica-se, na vigencia de ADP, um aumento na
velocidade de consump de oxigénio, compardveis nos dois ciclos de oxi
dagdo de 79 e 77 mmoles de 0,/min/1,5 ml. Em ausencia de ADP, a velo-
cidade do consumo de oxigénio & lenta - 32, 34 e 17 nmoles/min/1,5 mi,
caracteristica do estado 4 - havendo, contudo, um decréscimo no valor
do consumo de oxigenio apds o segundo ciclo de fosforilacdo, quando
comparado aos dois estados U anteriores. A Fig. 2 (A) mostra o consu
mo de oxigenio das mitocondrias de sorgo em presenca de NADH. Observa®
-se que o ADP estimila o consumo de oxigénio (54 nmoles/min/1,5 ml),
sendo, entretanto, tal estimulo, inferior ao verificado quando succi
nato é o substrato utilizado. Ambas as velocidades do consum de oxi-
genio em ausencia de ADP s3o de 3% nmoles/min/1,5 ml. Com o L-malato
(Fig. 2 (B)), o consum de oxigenio € de 32 nmoles/min/1,5 ml durante
o estado 3 e 20 e 14 nmoles/min/i,5 ml no prir'neim e segundoestados U,
respectivamente. Como se vé, a velocidade de consumo de oxigénio € in
ferior em ambos os estados a velocidade encontrada quando se usa suc
cinato e NAIH comp substratos. Verifica-se, ainda, que na transigao
do estado 3 para o segundo estado 4, ha diminuigdo da velocidade do
consumo de oxigenio, quando comparada aquela velocidade do primeiro

estado 4. Tal fato & diferente também 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
n3o foram praticamente oxidados pelas mitocondrias de sorgo, apesar
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Fig. 4 - Tracado polaregrafico da atividade mitocondrial em presenca de: (A) L-glutamato 33 mt e
(B) o~c¢etoglutarato 27 mM. Em ambos os tragados pola;mgrai icos, a'concentragao de pmtel
na mitocondrial foi de 1,0 mg/l,5 ml e a concentr»agao de ADP 204 uM. Para testar as ativi
dades oxidativas e fosforllantes, foi posteriormente adicionado succinato 16 mM,  Condi~
goes experimentais iguais as da fig. 1.
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Fig. 5 = Tragado polarografico “da atlv1dade mitocondrial em presenga de: (A) Fumarato 33 mM @

=

(B) Oxalacetato 33 mM. Nos pontos indicados, foram feitas adicoes de ADP 204 uM e succl
nato 16 mM,* em condlgoes semelhantes as da fig. 4. Em ambos os ¢asos y (A e B), a concen
tragao de protelna foi de 1,0 mg/1,5 ml
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Fig. 6 - Tragadd polarografico da atividade mitocondrial em presenga de: (A) Piruvato 33 mi e
(B) DL~B-hidroxibutirato 33 mM. Nos pontos indicados, foram feitas adigoes de ADP 204 M
e succinato 16 mf, em condigoes iguais as fig. “. Em ambos os casos, (A e B), a concen-
tragao de proteina foi de 1,0 mg/1,5 ml. , N
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de serem oxidados por outros sistemas vegetais, como as mitocondrias
de Phaseolus aureus (53). A despeito da penetracao de oxalacetato e
piruvato em outras mitocondrias vegetais (60, 61, 62), estes tambem
foram substratos em cuja presenga nao fol evidenciada capacidade oxi
dativa nas mitocondrias em estudo (Fig. 5 (B) e 6 (A)). DL-B~hidroxi
butirato também nfo foi oxidado pelas mitocondrias de sorgo (Fig.
6 (B)), diferentemente do que acontece com mitocondrias animais (54,
63). Verificou-se, ainda, o efeito do fumarato (Fig. § (A)), consta
tando-se que este nao € oxidado, o que igualmente ocorre com mitocon-
drias quer de origem vegetal (41, 61) quer de origem animal (1, 6u).
Apesar da nZo oxidagao pelas mitocondrias de sorgo dos intermediarios
metabdlicos referidos acima, deve-se ressaltar que estas organelas
nao perderam a capacidade oxidativa e fosforilante na presenca destes
substratos, o que & evidenciado pela adigdo posterior de succinato
(Figs. & (A), 4 (B), 5 (A), 5 (B), 6 (A) e 6 (B)).

Determinacao das constantes de afinidade (Kp) do aceptor de fosfeﬁ:q
ADP e dos substratos succinato e L-malato

Determinagao do K, do ADP

0 substrato foi o succinato e a ordem das adigoes durente
a medida polarografica foi: substrato, mitocondrias e ADP, como esta
indicada na figura 7. As velocidades do consumo de oxigénio em presen
ca de ADP 221 uM, 170 uM, 107 uM, 51 uM e 17 uM, foram subtraidas dos
estados 4 subsequentes. Somente foram utilizadas para determinagao do
K » os valores do consumo de oxigenio estimulado por ADP a partir da
segunda adigdo do mesmo, admitindo-se que um contacto prévio com ADP
provocaria uma distribuicdo mais simétrica do translocador (31, 32),
permitindo uma determinacac mais exata do K, (Fig. 7). Os inversos das
velocidades do consumo de oxigenio estimuladas por ADP (estado 3 = es

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

(Fig. 8). Esta figura mostra a reta que melhor representa a média de




I .g. 7 - Tracado polarografico padrao da atlv:;.dade mz.tooorximal em’
presencga de diferentes concentracoes de ADP, utilizado na
determinagdo da constante de afinidade do ADP (Km). Nos

’ pontos mdlcados, foram fe:.tas ad:.g,oes na seguinte ordem: -

succinato 16 mM, preparacio mitocondrial 0,9 mg e ADP
221 WM, 170 wM, 107 wM, 51 uM e 17 uM. Oond:.goes expem—-
mentais- descritas em material e métodos e segundo as ™ da
Fig. 1.
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cinco experiencias, através da aplicagdo da andlise de regressao 1i
near. Nestas experiéncias forem usadas idénticas concentragoes de pro
teina: 1,3 mg/1,5 ml em cada determinag@o, com uma concentragao efe-
tiva de ADP, variando de 12 uM a 221 uM. A velocidade do consumo de
oxigénio, estimulada por ADP, alcanga um valor maximo a partir de 100
uM, valor este concordante com o obtido por Ikuma com mitocondrias de
Phaseolus aureus (54). A concentragao de ADP, que causa metade da ve-
locidade maxima, € de 33 uM, sendo comparavel ao valor  determinado

para as mitocondrias de Vigna sinensis (38) e mitocondrias de animal
(65).

Determinagao do K do succinato e L-malato

Foi estudado o efeito da concentragao destes  substratos
na variagao do consumo de oxigenio no estado 3. A ordem de adigdo dos
reagentes necessérios a determinagdo foi: mitocondrias, ADP e substra
tos, como € mostrado na figura 9 (A) e 9 (B). A diferenca entre as
velocidades do consumo de oxigenio posteriores e anteriores a adigéo
dos substratos foi determinada, sendo os inversos destes valores ver
sus os inversos das concentragoes de ambos os substratos, grafados
como indicam as figuras 10 e 11. Através do método dos minimos quadra
dos, escolheu-se as retas representativas do efeito das concentragoes
dos substratos succinato e L-malato, sobre os' valores de consumo de
oxigénio, sendo encontradas as seguintes constantes de afinidade ( K )
0,5 mM para succinato e 5 mM para L-malato.



Fig. $ - Tragado polarografico da atividade mitocondrial com adigao

previa de ADP 204 pM, utilizado na determinagac:das cons

tantes de afinidade (X, dos sybstratps: (A)" Succinato
7 rnM e (B) Lemalato 7 M. A ve_uc*dade de CONSUMo de oxi
genio, V (nmoles de Op/min /1,5 ml)-é igual a velocidade

determinada apos ad,.gaﬁ de.substrato, menos a velocidade em

oresenca de ADP. "nﬂ;en'traa,oec var*ad.as dos mesmos substra
tos foram testadas em identico pma,ed:mento, A concen‘tra—
gao de proteina mitocondrial foi de 1,4 mg/ 1,5 ml. Condi

"oes experimentais descritas em mau.erual e métodos e na
fig. 1.
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Trenslocacdo de nucleotideos de adenina (ADP)

Atividade adenilatoquinasica

Para este estudo, foi feita a determinacao de K da adeni
latoquinase (Fig. 12) bem como a determinagaoc de sua atividade (Fig.
13). A figura 12 representa a média de duas experiencias com concen-
tragoes de proteTna de 0,12 mg/ml, onde foram grafados os inversos
dos valores das velocidades versus os inversos das concentragoes de
ADP. A equacdo da reta foi calculada atraves da andlise de regressao
linear pelo método dos minimos quadrados, sendo determinado um K, de
333 uM. A partir da velocidade maxima (Vv ) encontrada no grafico 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 proteina (vide material e métodos). A figura 13 mostra a atividade
desta enzime em fungao da concentragao de ADP, Pode-se verificar gque
em presenca de ADP 200 uM, concentracao habitualmente usada para as
medidas de translocagido, a atividade adenilatoquinasica exercida para
subtrair ADP do meio de reacdo foi desprezivel, quando comparada a do
translocador.

Inibidores da translocacao de ADP i

Estudou-se a translocagao de ADP em fungao da  fosforila
gao oxidativa, isto &, a agdo de inibidores da translocacao (ATR e
CAT) foi avaliada a partir da influencia exercida pelos mesmos sobre
o consumo de oxigenio estimulado por ADP (estado 3). Assim, a cinéti-
ca do transporte de ADP e a agao dos inibidores forem avaliados indi
retamente, a partir de dados de consumo de oxigénio.
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Efeito do ATR na translocagao de ADP

0 tracado polarografico da figura 14 (A) mostra o consum
de oxigenio pelas mitocondrias de sorgo oxidando succinato 16 mM e o
estimulo deste consumo mediante adigcoes sucessivas de ADP 141 uM, 67
uM e 23 pM, deixando de computar o estimulo provocado pela primeira
adicdo de ADP e exibindo uma cinética de saturagao classica. A figura
14 (B) mostra um tracado polarografico nas mesmas condigoes, - mas em
presenca de ATR 10 uM, evidenciando inibigao completa do consumo  de
oxigenio estimulado por ADP. Os graficos de Lineweaver - Burk (Fig.
15) e Dixon (Fig. 16) (66) demonstraram que o ATR compete com o  ADP
ao nivel do translocador, quando a relagao ATR/ADP & inferdior a 0,04,
sendo os valores de K; obtidos pelos dois métodos de analisede 0,5 uM
A figura 17 mostra, por um outro método de andlise, que a  inibigao
efetuada pelo ATR é competitiva. Com a concentracao de ADP variando de
23 uM a 141 pM, verifica-se um mesmo perfil inibitério e a concentra
gao de ATR que inibe a translocagdo de ADP 141 pM de 50% & aproximada
mente 2,0 uM. Este valor € confirmado no grafico de % de velocidade ém
ausencia de ATR-versus concentracdo de inibidor, indicado na figura
18 (B).

Efeito do CAT na translocagao de ADP

A figura 19 (A) mostra um perfil do consumo de oxigenio
em presenga de succinato 16 mM e diferentes concentragoes de ADP: 147
UM, 77 uM e 25 uM, sem levar em consideracao a adigdo prévia de ADP.
A figura 19 (B) mostra um perfil do consumo de oxigénio nas mesmas con
digoes, mas em presenga de CAT 0,17 uM, o qual indica que houve uma
completa inibigdo do consumo de oxigénio estimilado pelo ADP. Como se
vé no feixe de curvas no grafico do tipo Lineweaver - Burk (Fig. 20),
o CAT atua como inibidor aparentemente competitivo da  translocagao



: g&& , SUCC,

%T 25 E ??% gs—% 2?
&7 :
4
ADP —»

.

b
&4
=
3‘
o
%2
1 mif.

ADP/O = 1,8
CR.225

Fig. 1% - Tracado Do;.ar@gr afico da ati vmaﬁa mi tcmcré‘r ial, mostdan
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&A? u.,on‘tz\.,le do consumo de oxigenio em pm@eﬁga de adi-
goes sucessivas de ADP nas con an*’rwcoeq de 141 uM, 87 uM
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rO UM e com as mesmas cmfxcer“tvagoes de ADP do ccn’tro"'eg
A cence‘n‘oﬂagao de pm*te:na m‘tr:ccnd.mle foi c‘zﬁ 15 mg/

1,5 ml e &8s demals condigoes experimentais estao . descr
tas na fig. 1.
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. descritas na fig., 14.
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.18 = Grafico «?'ulf"aarlnmcb mostrando a diferenga na. suscepti
bilidade a agao dos inibidores (ATR e CAT) da transloca-
cao de ADP. A velocidade de consumo de oxigenio foi calcu
lada como na fig. 17. (A) Efeito do CAT na *esplr\agao
estimulada por ADP 134% uM. (B) Efeito do ATR na respira
c;ao estimulada por ADP 141 uM. A concentra"ao de pmte..na
condrial em (A) foi de 0,8 mg/1,5 ml ' e em (B) foi de

> mg,/*,kr ml. As condigoes Em;_lﬁ%ﬂt&.;b da fig. 18 (A)

Fo ram as mesmas da fig. 19, e as da fig. 18 (B) as mesmas
da fig. 14.
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Bg. 19 - 'I‘.ragado pczlarograflco .da atividade mitocondrial, mostran
do o efeito inibitdrio do CAT na réspiragac estimulada
por ADP, em presenca de succinato 16 mM como substrato.
(A) Controle do consumo de oxigenio em presenca de adi-
goes sucessivas de ADP nas cmcentr\agoes de: 147 uM, 77 uM
e 25 uM. (B) Consumo de oxigenio em presenga de CAT
0,17 uM & com as mesmas concentmgoes de ADP do controle.
A concentragae de proteina mitocondrial foi de * 0,8 mg/
1,5 ml. As condicOes experimentais estao descrltas na
f:Lg 1.
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Fig. 20 - &*aflco de L:meweaver—-*BurK para de‘te:c'mmgao do efeito
inibitdrio do CAT. A concentracao dé orotelna mitocon

drial foi de 0,8 _mg/1,5 ml. As \_ondlgoes de ensaio fo-
ram semelhantes as da fig. 19.
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de ADP. As intersegOes no eixo dos x foram usadas para calcular os va
lores de Ki’ os quais foram: 0,04 uM, 0,02 uM e 0,001 uM para as con
centragoes de 0,02 uM, 0,05 yM e 0,07 uM, respectivamente. O CAT pare
ce competir pelo translocador, quando examinado com concentracoes de
ADP maiores que 41 uM e concentragées de CAT até 0,05 uM. A figura
18 (A) mostra um grafico de % de velocidade em ausencia de inibidor
versus concentracdo de inibidor, sendo encontrado uma inibicdo de 50%
com uma concentracao de CAT igual a 0,08 uM em presenca de ADP 134 uM.
A variabilidade dos valores de K; e a pequena concentragdo de CAT ca
paz de provocar 50% de inibicao (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 das curvas de
inibic3o do grafico de Lineweaver - Burk (Fig. 20) versus concentra-
gao de CAT, cbtem-se uma curva concava assintStica a uma linha verti
cal, caracteristica de inibigBo competitiva de alta afinidade (68). A
andlise grafica pelo método de Dixon (Fig. 22) confirma uma inibicdo
do tipo aparentemente competitiva, sendo encontrado um K. igual . a
0,06 uM para concentracoces de CAT até 0,05 uM. A figura 23 (A)e 23 (B)
mostra graficos de % de velocidade em auséncia de inibidor versus ‘a
relacdo das concentracdes de inibidor e do substrato. Observou-se que
o grau de inibigao variou com as diferentes concentragoes de ADP,
87 uM e 134 pM, contrariamente do que ocorreu com o ATR (Fig. 17). A
figura 24 apresenta um grafico de ( I/S‘)095 versus o inverso da concen
tragao de ADP, resultando uma reta, cuja tangente foi calculada parae
encontrar-se o valor de K;, o qual foi 0,06 uM, identico ao valor en-
contrado pelo metodo de Dixon (Fig. 22).
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CAT pelo translocador de
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-versus a concentragao to-
tal de CAT.
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(®—8). As condigoes experimentais
sao as mesmas da fig. 19.
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funcao dos inversos das concentragoes de ADP. (CA"‘/
ADP)g 5 fol calculado com as seguintes  concentragoes
de Cat'e ADP, respectivamente: 0,02 uM, 0,05 uM,

0,07 uM, J.,,lO uM, 6,12 uM, 0,15 yb” &, 17 uM, 0 20 uM e
13 uM, 41 M, 6u w 87 uM, 134 uM, 274 pM. 05 simbo-
los representam a H!Edla de quatro d fmrentes experlen
cias, com concentrac;oes de proteina mitocondrial -~ de
0,8 mg/1,5 ml. Condigoes experimentais descritas em ma
terial e métodos e na fig. 18 (A).



DISCUSSAO

Técnica de isolamento da preparacdo mitocondrial de sorgo

A separagzo de mitocondrias de tecidos vegetais — temr-se
apresentado, ac correr do tempo, mais dificil do que a separagdo da
mesma fragao em animais (20).

0 método usado para isolar mitocondrias, como esta descri
to no presente trabalho, mostrou-se valido na obtengdo de uma prepara
c3o mitocondrial de sorgo funcionalmente Integra e  consequentemente
bem acoplada. As condigoes de isolamento foram estabelecidas, tentati
vamente, de acordo com as técnicas usadas por Ikuma (46) em mitocon~
drias de feijdo e Sarkissian & Srivastava (44) em mitocOndrias  de
trigo. Sarkissian & Srivastava (u4l4) concluivam que, para isolar mito
condrias de trigo, sacarose no meio de homogeneizagao e manitol nos
meios de lavagem e reacao foram os melhores meios, apesar de comumen
te usar-se como meio osmotico, a sacarose (0,4 a 0,5 M) ou  manitol
(0,3 a 0,7 M) (39, 46). Tendo em conta a diversidade do material usg
do, no caso o sorgo, verificou-se que os meios de Sarkissian &
Srivastava (44) eram os mais adequados, fazendo-se, contudo, modifica
goes no que diz respeito a outras etapas envolvidas no processo de
isolamento (vide material e métodos). Uma das peculiaridades deste ma
terial, € que o mesmo € bastante fibroso, dificultando a disrupgao do
tecido. Sendo esta uma etapa critica para obtengdo de uma preparagdo
mitocondrial Integra, observou-se que um contacto prévio das secgOes
cortadas de epicotilos de sorgo com o meio de homogeneizagao facilita
va a disrupcao e a obtengao da fracdo mitocondrial melhor  aecoplada.
Foi verificado, também, que a concentragao do tampao no meio de homo
geneizagdo, tem um efeito marcante em relagBo a qualidade das mitocon
drias. Devido a presenca de vaclUolos nas células de plantas superio-
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res, faz-se necessario ter um grande controle do pH, a partir do momen
to em que se provoca a ruptura das c€lulas, com consequente liberacao
do conteudo dcido no interior do homogenato. Constatou-se que na pre
paragao mitocondrial de sorgo, uma elevada concentragao de tampao fos
fato de potassio (0,067 M pH 7,2) no meio de homogeneizagao era neces
saria para preservar as atividades respiratOrias e fosforilantes, a
despeito do efeito prejudicial ja conhecido em outras preparagdes, no
que diz respeito a liberagdo de componentes respiratorios essenciais,
como citocromo ¢ e ruptura das merbranas mitocondrias (53, 69). Uma
concentragao de tampao fosfato de potdssio inferior (0,010 M pH7,2)
foi usada no meio de suspensdo contendo manitol, concentragao — esta
considerada nac prejudicial ao isolamento das mitocondrias (46). A es
colha do uso deste tampao foi feita baseando-se nao apenas nos meios
utilizados por Sarkissian & Srivastava (44), mas também de acordo com
os resultados apresentados por Stinson (69) e Ikuma (46). O meio de
homogeneizagdo continha, também, BSA, que tem sido usado, habitualmen
te, pare estabilizar preparagoes mitocondriais de origem vegetal (L4,
46, 74). Esta proteina funciona como agente protetor contra a  agdo
deletéria de dcidos graxos e outros componentes liberados durante a
disrupgao celular ou durante a incubacao das mitccondrias (46). Stinson
(69) sugere que a concentragao de BSA de 0,1%, nos meios de homogenei
zagao e lavagem, protege as mitocondrias do efeito prejudicial, inclu
sive dos tampoes. Diante destes dados, usou-se BSA em todos os meios
envolvidos na preparagao mitocondrial de sorgo, mesmo no meio de rea-
gao, de acordo com os meios usados por Sarkissian & Srivastava  (4h)
(vide material e métodos). Com a finalidade de remover ions metalicos,
capazes de promover injlirias & preparag@ mitocondrial durante o iso
lamento, EDTA foi adicionado no meio de homogeneizagao, sendo, porem,
evitado no meio de suspensao (46). No que diz respeito ao esquema de
centrifugacdo diferencial, as mitccondrias de sorgo se apresentaramde
maneira semelhante as de outros vegetais (uk4, u6),
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Influencia da concentragdo de proteina mitocondrial na velocidade de

consumo de oxigenio

J3 foi observado que a influéncia da concentragao de pro-
teina mitocondrial no consumo de oxigenio em mitocondrias de variadas
origens & critica. Abaixo de certas concentragoes, diferente para as
diversas origens, existe uma aparente perda de controle respiratorio,
nao guardando uma relagao de proporcionalidade. Experimentos  feitos
com mitocondrias de couve-flor, cenoura e batata, mostraram que acima
de uma determinada concentracao mitocondrial, atinge-se um estado es
tacionirio, onde o aumento desta concentracac pouco interfere no con-
sumo de oxigenio, na vigéncia dos estados 4 e 3 (70). A concentragao
de 0,8 mg/1,5 ml de proteina mitocondrial de sorgo foi escolhida comp
concentragdo critica, vez que observamos que o consumo de oxigenio
permanecia aproximadamente igual nos limites de 0,5 a 1,5 mg, na pre
senca de succinato como substrato.

Integridade funcional

Em face das dificuldades apresentadas pela metodologia de
isolamento da fragao mitocondrial de vegetais, no que tange a disrup
gdo celular, controle de pH e acimulo de compostos danosos (20, 27),
€ justificavel encontrar-se valores dos parametros responsaveis pela
avaliagao de sua integridade (C.R. e relacao ADP/0) inferiores acs das
preparagdes mitocondriais animais, n3o sendo os mesmos indicativos de
uma ma qualidade da preparacao (71). Em relacdo a utilizacdo de dife-
rentes substratos, sabe-se que pode variar entre mitocondrias de dife
rentes fontes, dependendo nao apenas do tipo da preparagao, mas tam
bém da diversidade das técnicas de isolamento (39, 46, 72). De acordo
com os resultados apresentados, verificamos que a preparegao mitocan
drial de sorgo oxidou, a diferentes velocidades, os substratos succi
nato (Fig. 1), NADH (Fig. 2 (A)) e L-malato (Fig. 2 (B)). Destes, o
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succinato (Fig. 1) foi o Unico substrato capaz de apresentar até cin
co ciclos de fosforilagao (Fig. 7), verificando-se um aumento nos con
troles respiratorios, devido as diminuiges de velocidade de consum
de oxigenio nos estados 4 subsequentes a segunda adicao de ADP. Pode~
se sugerir que esta diminuigao seria devido a inibigao da  desidroge
nase succinica pelo oxalacetato (55, 73) oriundo, em etapa posterior
a oxidag3o do succinato, ou o fator limitante seria a diminuicao da’
concentragao de oxigénio na parte final da determinagdc polarografica.
A oxidag@o do succinato pela preparacdo mitocondrial de sorgo nao
apresentou uma resposta retardada apos a primeira adigao de ADP, fato
constatado em mitocondrias provenientes de diferentes plantas e teci-
dos (28, 55, 73). Wiskich & Borner (73) atribuiram este periodo de
laténcia, que precede o estimilo do consum de oxigénio em presenca
de ADP, a quantidades inibitorias de oxalacetato, enquanto  Verleur
(74) atribuiu a qualidade das mitocOndrias. NADH (Fig. 2 (A)) e L-ma
lato (Fig. 2 (B)), diferentemente do que ocorre com outras prepara-
goes mitocondrias vegetais, apresentaram um Unico ciclo de fosforila
gdo (44, 54). Succinato (Fig. 1) e NADH (Fig. 2 (A)) mostraramas maio
res velocidades no consum de oxigénio, na vigéncia do estado 3, re
sultados concordantes com os obtidos com mitocondrias de feijao (59).
Os valores dos primeiros controles respiratorios, para os trés referi
dos substratos, sdo comparaveis, apesar de mitocondrias de outros ve-
getais apresentarem valores superiores, quanda ¢ substrato = oxidavel
€ o L-malato (54, 72). Verificamos que na oxidagdo do L-malato (Fig.
2 (B)) ha uma diminuigdo da velocidade do consumo de oxigénio do se
gundo estado 4, quando comparada com as respectivas velocidades duran
te a oxidagao de succinato (Fig. 1) e NADH (Fig. 2 (A)). Esta pode ser
uma evidéncia da atuagdo, ainda mais forte, da inibigdo provocada pe
lo oxalacetato, o qual tem sido relatade acumilar-se durante o estado
3 e inibido a atividade da malato desidrogenase (59). O oxalacetato
resultante da oxidagao do malato, tambem, possivelmente atuaria comp
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inibidor da malato desidrogenase, uma vez que a reagao no sentido oxa
lacetato —+ malato & termodinamicamente desfavordvel (AG =+ 7,1 Keal/
ml). Os valores das relagoes ADP/O para os tres substratos foram com
pativeis com os valores tedricos esperados. A figura 2 (A) mostra que
o NADH adicionado a uma preparegido mitocondrial de sorgo € oxidado,
apresentando uma relagao ADP/O de 2. Isto sugere que o sistemade desi
drogenase do NADH exogeno esta, provavelmente, localizado na face ex-
terna da membrana mitocondrial interna, associadv a uma flavoproteina,
ocorrendo um desvio na cadeia respiratoria cldssica ac nivel do  pri
meiro sitio de fosforilacao de ATP (20, 56, 57, 58).

Os resultados da andlise de avaliagdo da integridade bio
quimica da preparagioc mitocondrial de sorgo, comparados acs de outras
preparagces vegetais, estao condizentes com os paremetros -considera~
dos, a despeito das criticas imputadas ao isolamemto das referdidas fra
goes (20, 26, 27).

Permeabilidade da membrane mitocondrial interna

Translocagao de substratos

A acessibilidade dos substratos as enzimas do ciclo do
acido tricarboxilico, situadas na matriz mitocondrial, € dependente
da permeabilidade da membrana mitocondrial interna, atraveés de seus
transportadores, que funcionam como reguladores metabdlicos. Os trans
locadores mitocondriais s@o proteinas especializadas ou grupos de pro
teinas, especificos da espécie e geneticamente determinados (4). Eles
sao mediadores da interag@o mitocondria-citossol, sendo dependentes
dos niveis energéticos e das concentracdes efetivas de outros substra
tos, vez que a translocagao envolve trocas intra e extramitocon-
driais simultaneas (75). Com a finalidade de obter informagbes a res
peito destes transportadores nas mitocondrias de sorgo, diferentes
substratos foram usados como: succinato (Fig. 1), NAIH (Fig. 2 (A)),
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L-malato (Fig. 2 (B)), L-glutamato (Fig. 4 (A)), a~cetoglutarato (Fig
4 (B)), fumarato (Fig. 5 (A)), oxalacetato (Fig. 5 (B)), piruvato (Fig
6 (A)) e DL~B-hidroxibutirato (Fig. 6 (B)). Dentre estes, succinato
(Fig. 1), NATH (Fig. 2 (A)) e L-malato (Fig. 2 (B)) foram efetivamen-
te oxidados. De acordo com os resultados apresentados, verificou-se
que a afinidade do translocador de succinato €, pelo menos dez vezes
maior, quando comparada a do L-malato. As constantes de afinidade pa
ra succinato, 0,5 mM (Fig. 10) e L-malato, 5 mM (Fig. 11), exibidas
pela frag3o mitocondrial de sorgo, sao comparaveis as de feijdo 0,4 e
5 mM, respectivamente (54, 76). Apesar das mitocondrias de diferentes
vegetais oxidarem NADH e L~malato, tais substratos nao sao oxidados
por mitocondrias animais, o que constitui uma caracteristica das mito
condrias vegetais (20, 27, 28). Os demais substratos, L-glutamato
(Fig. 4 (A)), a—cetoglutarafo (Fig. 4 (B)), fumarato (Fig. 5 (A)), oxa
lacetato (Fig. 5 (B)), piruvato (Fig. 6 (A)) e DL-B8-hidroxibutireto
(Fig. 6 (B)) ndo foram oxidados pelas mitocondrias de sorgo. Dentre
estes, com excegao do fumarato, os demais sao utilizados com diferen-
tes intensidades por mitocondrias de animais (77, 78) e vegetais (40,
41, 59). L-glutamato e o-cetoglutarato, enbora tenham sido oxidados
pelas mitocondrias de Phaseolus aureus (59), pela preparacao mitocon
drial de Vigna sinensis (L.) Savi cv. pitilba, o a-cetoglutarato foi
oxidado pobremente e o L~glutamato nao o foi (41). Oxalacetato e piru
vato, foram substratos oxidados por outras preparagces mitocondriais
vegetais, quando estavam presentes, no meio de reagaoc, pequenas quan
tidades de outros substratos e cofatores (59, 76). Possivelmente, as
diferengas, em relacdo a diversidade e intensidade de oxidagdo  dos
substratos por mitocondrias animais e vegetais, e mais especificamen
te, nas mitocondrias vegetais, pode ser atribuidas a diferencas na
organizagdo molecular destes translocadores situados ao nivel da mem-
brana mitocondrial interma. Contudo, o mecanismo basico que controla
o transporte de substratos, nestas mitocondrias, parece ser semelhan-
te (26). Tendo em consideracao que estes translocadores podem influen
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ciar o metabolismo celular pela modulagao da atividade de transporte
dos mesmos, investigacoes nesta area de pesquisa, fundamentadas prin
cipalmente no uso de inibidores especificos destes transportadores,
tém se desenvolvido nestes ultimos anos (61, 77).

Translocagac de nucleotideos de adenina

Dos sistemas. transportadores localizados na menbrera mite
tocondrial interna, um de elevada importancia, € o responsavel pela
translocagao de nucleotideos de adenina. Este carreador de ADP-ATP ca
talisa a troca assimétrica de uma molécula de ADP  extramitocondrial
por outra de ATP intramitocondrial, evidenciando a sua importancia na
economia celular (29, 31). As propriedades cinéticas do sistema trens
portador de ADP, em mitocondrias de animal, tem sido estudadas inten-
samente e alguns aspectos do mecanismo de transporte tém sido rewela
dos, através do uso de inibidores especificos, ATR, CAT e BKA (30, 31).
Comp o "pool" endSgeno de nucleotidecs de adenina de mitocondrias de
plantas & muito pequeno, este material bioldgico constitui uma &tima
escolha para estudar-se as propriedades ligantes e caracteristicas ci
néticas deste translocador (29, 30). Ao contrério do que ocorre  com
sistemas mitocondriais animais, € controvertido o efeito dos inibido
res da translocagao, ATR e CAT, nos sistemas mitocondriais vegetais.
Verificou-se respostas inibitdrias com diferéntes intensidades em pre
paragoes mitocondriais oriundas de diferentes plantas. Passam et al.
(79) e Passam & Coleman (33), relataram que mitocondrias de  aleacho
fra de Jerusalem (Helianthus tuberosus) eram sensiveis ao BKA, sendo
insensiveis ao ATR e CAT, em concentragbes que normalmente inibiam a
translocagdo em mitocondrias de animais. Eles sugerirem que os trans
locadores de nucleotideos de adenina, nas mitocondrias de plantas, de
veriam ter uma estrutura molecular diferente ou um fator antagonico
ao ATR, como uma glicosidase associada a mitocondria, a qual catali-
saria uma hidrolise, separando a glicose da aglicona, atracteligenina,
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que funcionaria como um inibidor menos potente que o ATR. Usando al-
tas concentragoes de ATR (50-100 uM), Jung & Hanson (34) nostraram
inibicao da translocacdo em mitocondrias de couve-flor e milho, desde
que estas mitocondrias tivessem contacto prévio ("priming™) com subs
tratos oxidaveis. Mais recentemente, Earnshaw (37) verificou que a
translocacdo de ADP em mitocondrias de milho era também inibida por
altas concentragoes de ATR. Janovitz et al. (35) relataram que embora
o translocador de ADP, em mitocondrias de couve-flor, fosse insensi-
vel ao ATR, deveria ser controlado por uma unidade sensivel aeste gli
cosideo. Vignais et al. (36) mostraram que baixas eéncentragGes de
ATR e CAT, 30 uM e 0,5 uM, respectivamente, eram suficientes para ini
bir, por completo, a translocagio de 160 uM de ADP em mitocondrias de
batata. Embora o ATR tenha se comportado como inibidor competitivo,
apresentando um alto nivel de sensibilidade, comparado ao encontrado
em outras plantas, a concentragao capaz de inibir a translocagao de
nucleotideos de adenina foi ainda 30 vezes maior do que a encontrada
para mitocondrias animais’ (79). Em relag@o ao CAT, inibidormuito mais
potente que o ATR, conhecido como inibidor nao competitivo em siste-
mas animais (29), foi observado, inversamente, que ele agiu de manei
ra competitiva sobre a translocacdo de ADP em mitocondrias de batata
(36). Recentemente, Silva Lima et al. (38) mostraram que o ATR & um
inibidor aparentemente competitivo da translocacdo de ADP em mitocon
drias isoladas de Vigna sinemsis. Estas mitocéndrias ndo foram  tao
sensiveis ao ATR como as mitocondrias de animal (33, 80). Entretanto,
foram completamente inibidas por ATR 10,0 uM em presenga de ADP 220 uM,
sendo entao as mais susceptiveis a agao do inibidor, mesmo quando com
paradas as mitocondrias de batata (36). Silva Lima & Denslow (resulta
dos aceitos para publicacac em Archives of Biochemistry and Biophysics)
verificaram que o CAT comportou~se como inibidor aparentemente compe
titivo, sendo a respiracao estimulada por ADP 200 uM completamente ini
bida por CAT 0,3 uM. No presente trabalho, verificamos que ATR10,0 uM
era capaz de inibir totalmente o estimulo provocado por ADP 141 uM,
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sendo a sensibilidade exibida pela fragao mitocondrial de sorgo, rela
tiva ao ATR, semelhante aquela pelas mitocondrias de Vigna sinensis
(38). Os graficos de Lineweaver-Burk (Fig. 15) e Dixon (Fig. 16) de-
monstraram que o ATR pode competir com o ADP, o que € condizente com
os resultados obtidos em sistemas mitocondriais animais (80, 81, 82).
A quebra de linearidade da cinética, expressa nestes graficos (Figs.
15 e 16), a altas concentragoes de ATR e baixas de ‘ADP, podem ser ex
plicadas pelo mecanismo de reorientacdo do carreador de nucleotideos
de adenina, proposto por Klingenberg (31, 32). De acordo com esta teo
ria, os carreadores estao assimetricamente distribuidos na membrana
mitocondrial interna, estando o maior nimero de sitios voltados para
o citossol, quando em ausencia de ADP. Ao ser adicionado ATR, sendo o
mesmo um inibidor n3o penetrante, ele se fixa nos sitios ' carreadores
situados na face externa da membrana, dando origem a um tipo de dis-
tribuigao do translocador, variavel com a concentragdo de inibidor pre
sente no meio. Quando o ADP € adicionado, ele ativa estes sitios car
readores, individualizando, entao, um tipo de distribuicao dos trang
locadores que poderda ser simétrica, dependendo da concentracao de ADP ;
por exposicao de sitios que se encontravam voltados para a matriz mi-
tocondrial. Portanto, pode-se considerar dois diferentes estados da
menbrena mitocondrial: um estado simétrico, com concentracoes modera
das de ATR e ADP, mostrando uma cinética de saturagao classica, e um
estado assimétrico, com altas concentragoes de ATR e baixas concentra
coes de ADP. Nestas condigoes, verificou-se o aparecimento de efeitos
cinéticos fora dos padroes cldssicos e que foram denominados "odd
effects". Uma evidéncia adicional, em relagdo ao tipo de inibigdo pro
vocada pelo ATR, foi realizada segundo um outro método de andlise (Fig.
17). Somente nas inibigoes competitivas, a porcentagem de inibigao
torna-se uma funcao da relagao das concentracoes de inibidor e subs-
trato e nao uma fungdo da concentragdo absoluta do inibidor (4). Veri
ficou-se o efeito inibitorio do CAT na preparagao mitocondrial de sor
go, constatando-se que 0,17 uM inibia por completo a velocidade do
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consumo de oxigenio estimulado por ADP 134 pM. Por conseguinte, este
€ um inibidor muito mais potente que o ATR, sendo a preparagao mito-
condrial de sorgo, pelo menos, 30 vezes mais sensivel em relag@do ao
CAT, quando se compara as concentragoes do CAT e ATR requeridas para
inibir 50% da translocagac. Como em mitocondrias de batata (36) e Vig
na sinensis (38), o CAT comportou-se como um inibidor competitivo,
quando se usou concentragoes de ADP maiores que 41 uM e concentragoes
de CAT inferiores a 0,05 uM, diferentemente do que ocorre com siste-
mas mitocondriais de animais (29, 31). Além das anilises feitas com
os graficos de Lineweaver-Burk (Fig. 20) e Dixon (Fig. 22), usou-se,
ainda, o indice de inibicdo (CAT/ADP), que variou com a concentracao
de ADP, diferentemente do que ocorireu com o ATR, cujo indice se mante
ve constante com concentracgoes varidveis de ADP (Fig. 23) (67). A ex
pressao: (I/S)U,S = K, (1/8) + K,/K, € valida para inibigdo competi
tiva, onde (I/ 8)0’5 depende nao apenas de Ki/}(s, como também do inver
so da concentracdoc do substrato, o que n3ao € verdade para o ATR. A
despeito da semelhanga da preparagao mitocondrial de sorgo com oS scﬁ.i
temas mitocondriais de feijao (Vigna sinemsis (L.) Savi cv. serido)
(38) e batata (36), verificamos que as mitocOndrias de sorgo apresen
taram uma maior afinidade em relacdo ao CAT. A anilise dos parametros
cineticos revelaram que o CAT & um inibidor que apresenta alta afini
dade pelo translocador de ADP. Portanto, a andlise cinética da inibi-
cao, baseada nas equagoes de Michaelis-Menten, & insuficiente, por
nao ser verdadeira a suposicao de que a concentragdo de inibidor 1i
vre em solugdo seja igual a concentragdo de inibidor total (67, 68).
Assim, deveria ser considerada uma cinética de mitua deplegdo. Entre
tanto, isto se tornou impossivel devido a distribuicdo assimétrica do
translocador na membrana, o que cria uma cinética do tipo cooperativo
(67), com concentragoes de CAT superiores a 0,05 yM. A forma sigmoide
da curva, mostrando o efeito da concentracao do CAT, na porcentagemda
velocidade de inibigcao do controle (Fig. 18 (A)), pode ser interpre-
tada pela distribuicdo assimétrica dos translocadores de nucleotideos
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de adenina na membrana mitocondrial interna (32). A adigao de um ini
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 reforgado 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 relagao a por
centégem da velocidade de inibigo em auséncia de inibidor, € condi

zente com estas explicacoes.

: Com base na diversidade dos dados obtidos do efeito dos
inibidores da translocag@o de nucleotideos de adenina, ATR e CAT, em
sistemas mitocondriais vegetais, e a despeito das criticas motivadas
pela variagao das técnicas de isolamento (39, 46, 72), pesquisas de-
vem ser desenvolvidas no sentido de esclarecer esta heterogeneidade

entre fragoes mitocondriais vegetais de diferentes origens.



CONCLUSOES

(1) Uma técnica para isolamento da fragao mitocondrial de
sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) foi padronizada, com base nos
principios gerais utilizados por Sarkissian & Srivastava (44), no iso
lamento de mitocondrias de trigo, com as modificagdes cabiveis em face
das peculiaridades deste material. '

(2) A organizagao molecular da membrana mitocondrial in-
terna apresentou aspectos particulares, no que tange a translocagao
de substratos oxidaveis. Assim, houve oxidacao nitida de succinato,
NADH, L-malato, e incapacidade de oxidagao de a-cetoglutarato, oxala
cetato, piruvato, L-glutamato e DL-B-hidroxibutirato, nas mesmas con
digoes. :

(3) A integridade bioquimica da preparacdo mitocondrial
de sorgo foi avaliada através dos valores dos parametros de controle
respiratorio e relagdo ADP/0, que se mostraram comparaveis aos de ou
tras preparacoes vegetais. )

() A.: translocagao de nucleotideos de adenina, especifica
mente a translocacao de ADP, fol estudada através do uso de inibido-
res especificos, atractilosideo (ATR) e carboxiatractilosideo (CAT).
A susceptibilidade da translocagao de ADP ao ATR (I ADP 141 uM =
2 uM) e ao CAT (ISO% ADP 134 puM = 0,08 uM) mostrou-se elevada, com re
sultados comparaveis aos de feijao (38). A cinética de inibicdo do
tipo competitiva em presencga de ATR era esperada, sendo este um éfei
to ja observado em mitocondrias animais e, mais recentemente, em pre
paracoes de origem vegetal (36, 38). A cinética aparentemente competi
tiva em presenca de CAT n3o é referida em mitocondrias animais, ja
tendo sido, contudo, encontrada em algumas preparacoes, de origem ve-
getal (36, 38), agora confirmada com mitocondrias de sorgo. A cinéti
ca da translocagio de ADP € discutida, em face da agdo dos dois refe
ridos inibidores.
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¥aftuéneia do meio de extracho sobre.a cap&a-
stade foncional de mitocdndrias da Vigna sinen-
sis ev. seridé.

LIMA, M. S,
‘PINHEIRO, P. Au e
"MELQ, D. F. de

Mitocondrias isoladas de hipocétilos estiola- -
dos de Vigna sinensis cv seridé apresentaram
variacdo de sua capacidade funcional, i €, al-
teragles nos niveis da relacfio 'ADP/O ¢ na ca-
- . pacidade de estimulo do estado de oxidagdo,
pelo 2.4 dinitrofenol, na dependéncia do meio
de extracio das referidas mitocOndrias. Para a
obiencio da fracio mitocondrial, as semenfes de
Vigna sinensiz cv. seridé eram colocadas a ger-
inar 1o escuro, em vermiculite Umida, durante
6 ou 7 dias. Os hipoc6tilos eram homogeneiza-
dos ém geral, na proporgio de 1:1 com o mvgic
de extragio. As velocidades de centrifugagio
obedeceram ao esquema de Jkuma ¢ Bonwmet
{Ikuma, H. e Bonner. W, D. Ji.: Plant Physiol,,
42: 67, 1967). O isolamento era feito em ci-
mara fria 2 uma tcmperatura de = 4°C,

‘Utilizando-se como meio de extracfo, sacard-
se, 0,27M, EDTA 1oM a pH 7.4 com Tris-
_~FIC1 20 mM, os valores da relagdc ADP/O
evidenciaram-se mais baixos do que oz espera-
dos, bem como, o estimulo do: estado 4 de oxi-
dagdo pelo 2,4 dinitrofenol 117mM foi fraco e
por vezes inexistente. Wsando-se porém, um
meic de extragiio composto de manitol 0.3M,
cistefna 1%, BSA 0.1% EDTA ImM'‘a pH-
7.4 com Tris-HCI 20mM, as velores da relacfo
ADP/O aproximsrame-se dos valores tedricos,
bem como o estimuln do sstado 4 de oxidacio
pelo 2,4 dinitrofencl, se fez evidenciar.
Os resultados apresentados, Qc"mﬁam sngem’
a existéncia de uma cormrelagio entre o meid de
extragfo ¢ 2 conmservagio da estrutura mitocone
drial. Igualmente, uma correlagiio é sugerida en-
tre o feor de fons K"' 131 cagamdade funcional da
“mitocdndsia.

Dep. Biogutm. & Brol. ﬁdm!&r Crrtrs de
Ciéne., UFCe

WFCs CNPy.

Ci. cult. 26, 400 73-HS. (1974)
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3«4 1.9 = Imihiclio por i‘fjaC&iGﬁ(ﬁ& da
translecacio de uuveclestidios da.
-adeninz em miterdudrias de pxa.;%zzf‘

M. 5. LIMA ¢ D. F. DE MELG

A presencga de um translocador especifico par

o transporte de nucleotidios da adenina através
da membrana mitocondrial de mamiferos tem
sido largamente confirmada pelo uso de um gii-
cosidio, .0 atractilosidio, isolado da Atractilis
gummijera. Em mitocOndrias de plantas, a ini-
bigdo da translocacdo tem se revelado somente
em concentragbes mais elevadas do que as habi-
tualmente usadas em mitocdndrias de rato (1 pM),
como & o-caso da alcachofra (30 uM), Rhlh() e
couve-flor (5C uM}. O presente irabatho, mosira
o efeito inibidor do atractilosidio em dlf&.{uﬁfes
concentragbes, adicionado antes ¢ depois de ADP
250 oM, através da determinagio do consumo
de oxighnic 'em mitocdndrias isoladas de Vigna
sinensis cv, seridé e de Sorghum bicolor L.
Moench. As mitocdndrias de feijao foram isoladas
segundo Ikuma, H. Plant Physiol. 43: 773-781,
1870, e as de sorgo, segundo técnica usada por
Sarkissian, 1. V. and Srivastava, H. XK. Plans
Physicl. 431 1406-1410, 1969, para isolar mito-
cbndrias de trigo. O consumo. de oxigépio foi
determinado em oxigrafo GME com elétrodo de
Clark. Os resullados mostraram que o atractilo-
sidio na concentragio de 1 uM, em mitecéadrias
de sorgo e feijdo inibiu.o estimulo provecado por
ADP 250 pM (estado 3) ao ser adicionado ainda
na vigéncia do referido ‘estimulo, Inversamente,
inibin ¢ estimulo do comsumo de oxigénic por
ADP 250 uM (estado 3) ao ser adicionado pre-
viamente, isto é, na vigéneia do estado 4. Em
concentracdes de atractilosidic da ordem de 0.25
pM, a taxa de inibi¢io do consumo de oxigénio
foi porém inferior, quando o atractilosidio foi
adicionado sem a presenga prévia de ADP, isto &,
na vigéncia do estado 4. Em conclusdo, os resul-
tados apresentados n#o permitem a aceitagdo io-
tada da hipétese de diferente estrutura mqlecular
do translocador ou da exigéncia exclusiva de um
“priming” de ADP, porém abririam ceminho para
aproximar ¢ trapslocador de nucleotidios da ade-
sina de sorgo e feijio do de mamiferos. Resta ex-
~ plorar a existéncia de 2 sitios de afinidade para
o afractilosidio, como & proposto para mitocdn-
drias de figado de rato, por Vignais, P. V., Vig-
nais, P. M. and Colomb, M. FEBRS Letters, 8:
328-332, 1970,
YFCe
CAPES, ORA, CNPQ
CCiecult. 28(7), 467 (1976)
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INIBICAC POR ATRACTILOSIDEO. DA Tnmswcm;xo DE- ADP EM mmcbu

- DRIAS DE Vigna sinensis cv,. seridd

M. SILVA LIMA, N.D.DENSIOW e 'D.FERNANDES de MELO
Dept? de Bioguimica e Biologia Molecular - Univ.Fed.do Ceard

O atractilosideo (ATR) € um 1n1bldor competitivo e nao
‘permeante da translocagao de nucleotideos da adenlna ao ni-
vel da membrana mi tocondrial 1nterna. Embora sua agao seja g
bem conhecida em mitocondrias de mamiferos, em mitocdndrias
de plantas tem se mostrado controvertida. Assxm, ¢ transporte
de ADP em mitocondrias de alcachofra & 1nsensxvel ao ATR e em
/mltoconarxas de batata, o mesmo transporte so e inibido em
concentragoes 30 vezes maiores do gue as usadas em prepara -
¢oes mitocondriais de mamiferos.

As mitocOndrias de feijdo (Vigna sinensis cv. seridd) fo
‘ram isoladas de hipocotilos de sementes germinadas (Ikuma,H .
(1970) Plant Phxsxol 45, 773-781) e o transporte de ADP bem
como sua inibigao foram estudados atraves da respiracao esti-
mulada por ADP, medida polarograficamente com eletrodo de
Clark.

o t*ansporte ‘de ADP em mitocOndrias de feljao foi estuda
do através da determinaci@o do Km para ADP cujo valor foi de,
25pM, descontada a concentragao de ADP, retirada do meio, por
agao da adenilato quinase.

ATR em concentragoes de 10pM inibiu completamente a res-
piragao estimulada por ADP (estado 3 menos estado 4).

A anallse grafica (Lineweaver-Burke e Dixon) dos parame-
tros cinéticos da 1n1blgao da translocagao de ADP por ATR re-
velou-ser esta do tipo competitivo, sendo determinado um va=-
lox para Ki de 'ATR igual a 0.4pM.

As' mitocOndrias de feljao mostraram ter um transporte de
ADP semelhante ao de mamiferos, pelc valor do Km de ADP(ZSuM)
semelhante nas duas preparaqoes, mesmo sabendo que O pool"
de ADP enddgeno de mitocdndrias vegetais & inferior ao de mi-
tocondrias de mamiferos. As mitocondrias de feijao ainda, mos
traram ter o mesmo tipo de inibigao competitiva que as de ma=
‘miferos, embora em presenca de concentragoes mais elevadas de
ATR. Isto Justlflca um maior estudo do mecanismo da transloca
‘gao de nucleotmdeos da adenina em mltocendrlas 1soladas de d1
ferentes vegetais,. por_ser a traJELOCHQaO etapa crltlca do
processo de fosforilacao oxidativa.

U.F.Ce., CNPq e CAPES
Sociedade Brasileira de Bioquimica (SBBq) - VI Reunido Anual.



72-D.26 ¢ Aividade adenlimvtagainision
: {S-ATP: S-ANP fosfiatransferase,
em mitocondias vegerals
MARIA DA GUIA S, EIMA, DIRCE FERNANDES'DE
MELD e NANCY DERRICK DENSLOVW
A atividade - adenilstoguindsica em sisiemas:
animais vern sendo relacionada com a fosloritagio
oxidativa, com os efeitos Pusteur ¢ Crabiree,
sngerindo sua p.m cipagie nu rezulagio do meta-
bolismo energético. O pr'mn.e trabatho evidencia
a existéncia .da atividade adenilatoquindsica em
" mitocdndnas isoladasde feijio de corda (Vigra
sinensis cv. seridd) e de soigo (Sorghum bicolor L.
Moench) e tenta estabelecer, de modo preliminar,
uma relagdo entre transiocacio de ADP e ativida-
de adenilatoquindsica. As mitocondrias de feijio
foram isoladas segundo tkuma, H. Plunt Fhysicl
-45:-773-781(1970) e as de sorgo segundo Sarkis-
sian, L.V. et al. Plant Physiol. 43: 1406- 1410(1968)
O consumo de oxigénio, controle res*pxra.tono e
refagdo ADP: O. foram determinados em oxigeafo .
~.dotado de ¢létrodo de Clark. A atividade adcxul<.~
~toquinisica foi determinada medindo-se a forma-
¢io de ATP através do sistema hexoquinase/ glico-
“se 6 fosfatodesidrogenase. A atividade especifica.
da adenilatoquinase em mitocdndrias de sorgo e
de feijio mostrou valores idénticos, isto &, de 500
nanomoles de ADP transformados em ATP/mg
de prot./m#n. Quanto ao Km da adend:«.uoqum“"a
para ADP, em ambas as preparagdes mitocon-
‘driais, o valor foi de 600uM. Ja em mitocondrias
de feijdo, o Km de ADP para o translocador
mitocondrial especifico foi de 25uM e de 3%uM.
para o sorgo. Tais resultados indicam uma afiai-
dade da adenilatoquinase por ADP, pelo menos
20 vezes menor-do.que a do translocador nqs dois
sistemas mitocendrials vegetais. Assim, a contri-
buigdo da atividade ?demmtoqumamca na kegula-
cdo do metabolismo energético, aimavés dn contro-
fe dos niveis dz nucleotideos de adenina parece ser
subsidiaria da agio do translocador. Resta esclare-
‘rer o grau efetivo de participaciio de cada sistema
.€ como ambos se relacionam no exercicio do
controle energético.. '

- Dep. de Bioquimica ~ Umv Federal do Ceard
CAPES,CNPg

Socledade Bras:lezra para o ngresso
da Ciéncia (SBPC) - XXIX Reunlao Anual



ARTIGOS

Rev, Brasil, Blol, 34 (3) 503-308
1874 -— Rlo de Janciro, GB

COMPARISON BETWEEN MITOCHONDRIA ISOLATED
FROM SERIDO BEAN (Vigna sinensis cv. seridd) AND RAT-LIVER:
SUBSTRATE UTILIZATION AND INFLUENCE OF ROTENONE
AND 2,4 DINITROPHENOL
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& FERNANDES DE MELO. D. *
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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
witochondria®, The purpose of this study
was to examine the oxidative properties of
mitochondria isolated from seridé bean
nypocotyls (Vigna sinensis cv. seridd), with
different substrates, by comparison with

mitochondria isolated from rat-liver in

similar conditions.

The influence of rotenone and 2,4 DNP?
was also studied in order to emphasize the
differences between animal an plant mito-
chondria.
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2 Abbreviations: 24 DNP: 24 dinitrophencl;

ek e reapzmtcn eonirol and TCA: trichlovoacetis
woid,

MATERIAL AND METHODS

Szep Marerran: Seridd bean . (chn&
ginensis ev. seridé) seeds were oltained
from the Seed Bank of the Escola de Agro-
nomia, Universidade Federal do Cears,
Ceard-Brazil (1971 and 1972 crops). The
dry seeds were stored in sealed bottles at ©
10.° until they were used.

GermrinaTing Conpitions: Seeds were
soaked in 0.5% NaOCl for 5 minutes and
then in distilled water for 10 minutes more.
The scaked seeds were germinated and
grown in moist vermiculite in the dark.

PREPARATION oF Mrrocuonoria: Hypo-
cotyls of 6 and 7 days old seedlings were
separated from roots and cotyledons by
means of seissors. They were washed twice
with cold distilled water and once with
grinding medium which consisted of 0.25 M
sucrose, ImM EDTA and 0.2mM Tris-HCI
to adjust pH to about 7.5. Hypocotyls were
cut into sections of about 1 em and placed
with grinding medium (voiume 1:1) in a
cold porcelain meortar. No more than 50g
were homogenized by hand for 45 sec. each
time, and the bret was squeezed through a
nylon cloth., During these sieps the pH of

78
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the homogenate was maintained at about
7.5 by dropwise addition of 6N XKOH. All
operations were carried out between + 2.2
and- 4 4.°. After filtration, the homogenate
was centrifuged according to the centri-
fuging speed pattern of Tkuma and Bonner .
The mitochondrial pellet was resuspended in
" a medium consisting of 0.25M sucrose-and
0.2mM Tris-HCl at a pH of 7.5. Rat-liver
mitochondria were prepared according the
Hogeboom and Schneider method®.

Prorein DETERMINATION! Oxygen up-
take was measured polarographically in a
GME oxygraph with a Clark oxygen
electrode 7.

Respiratory rates were caléulated from
a recorder trace on the basis of 356nmoles
O; in aerated medium. All measurements
were carried out at 26° = 1° Oxygen
consumption was expressed as wmoles
0,/1.4ml of reaction medium. The reaction
medium consisted of 110mM KCl, 16mM
potassium phosphate buffer in a pH of 7.4
and 6mM MgCls. The substrate was added

to the reaction medium before the addition .

of the mitochondrial preparation after which
the measurement of oxygen uplake was
initiated immediately. Unless otherwise
stated, this sequence was always followed.

ReseiraTory CoNTROL R, C.) AND

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

ATPase Activity: The reaction medium
consisted of 75mM KCl, 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 min. It was stonped
with 0.2 m] 30% TCA. Protein was rentoved

SILVA LIMA, M. et al

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

. Cuemicars: Rotenone, ATP, ADP and
NADH were purchased from Sigma Che-
mical Corapany. Concentrations of ATP and
ADP weére determined opiically at 260 mp
with an extinction coefficient of 6.22. All
other chemicals were of analytical grade.

RESULTS

OxmpaTivE SeQueNcEes: Polarographic
traces showing oxygen utilization by seridé
bean mitochondria, with succinate, malate.
and NADH are illustrated in Fig, 1. With
a limited amount of ADP: 'a transition
bétween a state 4 to 3 was obtained. This
sequence was repeated with succinate and
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Fig. 1. Subsirate utilization by seridd bean

and rat-liver sitochondria: (A) 6mM succinate,
(B) 59mM L-wmalrte and (C) 5%8uM NADH:
oxidation by seridé bean mitochondria. (D) 12ml
succinate oxidation by rat-liver mitochondria,
Numbers zlong the traces indicate the rates of
oxygeh uptake calculated in mmoles Oo/min/i.dmt,
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malate as substrates. With both substrates
the first states 4 and 3 were faster than
subseguent states 4 and 3 (Fig. 1, B and C).
When malate was used: 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
idenfical assay procedure (Fig. 1, D).

'RespiraToRY ConTROL ANp ADP/O.
RaTios: Respiratory control was eéxamined
‘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/O ratios
were nearer the theoretical expected values
in' the 2nd. oxidative cycles, even with rat-
liver mitochondria (Fig. 1, D).

303

Rorevong INmisrroky Berecr: Addition
of rotenone showed-a weaker inhibition of

- oxidation in the case of bean mitochondria

than that exhibiled by rat-liver mitochon-
dria {Fig. 2).
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Fig. 2: Effect of rotenone upon oxygen up-

take on (A) seridé bean mitochondria and (B) rat-
Numbers along the traces
the rates of O. wuptake in nmoles
Oy/min/l.4ml. Rotenone inhibits 55% oxidation in
seridé bean mitochondria and 83% in rat-liver
mitochondria.
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Fig. 3: FEffect of 24 DNP on state 4 oxidationof seridé bean and rat-liver mi.ochondria, Trace
(A) shows a state 4 oxidation stimulation of 43%by 58uM 24 DNP and trace (B) shows a 30%

stimulation by 100uM 2,4 DNP bhoth in seridé bean mitochondria. - Trace

(C} shows an uncoupling

effect of electron transport by 100uM 24 DNP inrat-liver mitochondria. Rates of oxygen utilization
is measured in umeles O./min/1.4ml. ;
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Although mitochondrial concentration
wes greater than with seridé 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, 58uM
24 DNP weakly increased the : electron
transport (Fig. 3, A). With 100uM 24 DNP,
the respiratory stimulation in relation to the
previous state 4, was still weaker (Fig. 3,‘B)-
than with 58uM 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 24 DNP is shown on
Fig. 4. Serid6 bean mitochondria maintained
the same ADP/O and R. C. ratios before
(Fig. 4 A) and after 100pM 24 DNP
addition (Fig. 4, B).
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Fig. 4: Preservation of ADP requirement
after 100uM 24 DNP addition on seridd bean
mitochondria, The same ADP/O and R.C. ratios

are maintajned: (A) without addition of 24 DNP -

and (B) after addition of 2,4 DNP. Rates of oxygen
utilization are measured in nmoles O:/min/1.4ml.

The ATPase activity of seridé bean
mitochondria is pregented in Table 1. Only
mitochondrial §reparations that maintained
ADP/O and R. C. ratios within the rates
presented in Fig. 1 had the ATPase activity '
verified, e

SILVA LIMA, M. &t al

PABLE 1

Effect of 2,4 DNP and MgCl: on the ATPase
activity of seridé bean mitochondria

Activity
Addition pmoles
* ; Pi/mg/min
None ! 19
160uM 2,4 DNP 21
6mM MgCig 100
100:M 2,4 DNP.+ 6mM MgCly %

NOTE: Tesaction medium consisted of 2ml
ATP. 75mM KC1 and Tois-HCl atapH of 7.5, in a
final volume of 2.68mi. Renction was started. with
mitochondrial sample and stopped with 0.3m1 of 30
TCA after 15 min incuhation at 30°. ATPase activity
represents the difference between Pi relense by a
sample and its zem time,

The endogenous activity was slow and
was not induced by 100uM 24 DNP, ATPase
activity was induced by MgCl: but the
addition of 100yM 2.4 DNP did not cause an

increased activity as expected, but actually
inhibition of ATPase =

caused a slight
activity,

DISCUSSION

Seridd bean mitochondria have been
shown to oxidize the same substrates as
mung bean!, Unlike animal mitochondria,

‘they oxidized malate and exogenous NADEH.

With succinate and malate as substrate the
first state 4 and 3 were faster than the
rates of subsequent states 4 and 3. The

oxidative sequences oblained with succinate

as substrate are not in agreement with that

_obtained by Ikurna and Bonner . It may be

due to the differe'x_x‘t isolation procedure °
however the comparison between seridd

-be:~ and rat-liver mitochondria showed a

similar oxidizing sequence, with succinate.
as substrate. Osxidative activity of other
substrates was also verified, but significant
resulis were not obifained. It is already
known that the efficiency of the oxidative
phosphorylation  systems varies  with
substrates ' Furthermove, work with mito-
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chondria isélated from two day old seedlings
of Vigna sinensis (Linn) Savi®? showed
that by increasing glutamate concentrations
the endogerious mitochondrial respiration
was inhibited. As the age of the hypocotyls
used in thiz work varied from 6 to 7 days
old and the range of glutamate was small,
experiments are still underway in order to
clarify the utilization of substrates.such as
a-ketoglutarate and glutamate.

" The inhibitory effect of rotenone was

'stronger (83%} with rat-liver mitochondria.

tran with seridd bean mitochondria (55%).
This effect of rotenone on plant mitochondria

has already been established® and was-
studied with seridé bean mitochondria in

order to show possible differences between

the electron transport of mammahan and’

plant mitochondria.

- The influence of 2,4 DNP upon electron
transport and ATPase activity on higher
plants has been reported to vary 4. These
differences were presumably accounted for
by an absence of .mitochondrial .structural
integrity . In the present paper seridé
bean mitochondria maintained a funcional

sinmtegrity suggested by ADP/O and R. C.
ratios. The properties of coupling exd 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 thig, 2,4 DNP weakly stimulated
state 4 oridation (Fig. 3, A and B) of mito-
chondriz! respiration, unlike rat-liver mito-~
chondria (Fig. 3, C). Furthermore, seridé
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 seridé bean mitochon-

dria: could not be detected (Table 1). Also,
in presence of émM MgCl,, 100pM 2,4 DNP
did not induce any ATPase activity on
- mitochondrial preparation, to the contrary a
slight inhibition of the, ‘
ATPase - was exhibited . (Table 1). This
failure in showing 24 DNF accelerated
ATPase may be due to a peculiar effect of

Swva Liva, M,

Mg+ +-induced

salt concentrations in the extraction medium

" or reaction medium on ATPase activity of

some plant mitochohdria ! 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

Ponero, P A. & FERNANDES DE
lizro, D, Comparizson between mitochondria
icolated from seridé bean (Vigna sinensis cv.
geridé) and rat-liver: substrate utilization and
influence "of rotenone and 24 dinirophenocl,

Preparations of mitochondria isolated
from etiolated seridé bean hypocotyls were
able to oxidize substrates such as succinate,
and unlike rat-liver mitoechondriza, they were
also able to oxidize exogenous I~malate 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 mitochondrial
respiration in rat-liver mitochondria than in
sediré bean preparation. A weak stimulating
effect on state 1 oxidation was exhibited by
2,4 dinitrophenol and the ADP/O ratio was
maintained even after addition of 2,4 dini-
trophenol. Although the seridé bean mito-
chondria maintained Respiratory Conirol
{R. C.)) and ADP/O ratios, activity of a
24 DNP-induced ATPase (E.C.3.6.14)
could not be detected. S

RESUMO

Snwva LiMa, M., PingEmo, P. A. & FEnNANDES DR
Fzve, D* Comparagio emtre mitocOndrias
isoladas de feijdo seridd (Vigne sinensis cv.
seridé) e de figado de rato: utilizacic de
substratos e influéncia da roienona e do 24
dinitrofenol, -

As xﬂitocﬁxidrias isoladas de hipocétilos
estiolados de feijdo (Vigna sinensis cv. se-

‘ridé) oxidam -substratos com o succinato e

—

¢ Bolsista do CNPq.
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diferentemente do que é observado em mito- -

cdndrias de figado de rato, elas oxidam
igualmente o L-malato e 0o NADH de origem
exdgena. As seyliéncias dos estados de
oxidacdo 4 e 3 em presenca de succinato, em
mitoedndrias de feijdo, assemelham-se as
das mitocoéndrias de figado de rato, isoladas
por um método comparavel. A rotenona
induz a uma inibicdo da respiragdo mito-
condrial, mais forte nas mitocondrias de fi-
gado de rato. O 2,4 dinitrofenol estimula de
maneira fraca o estado 4 de oxidagdo e a
relacio ADP/O ¢é sempre conservada, mes-

mo apés a adicdo de 2,4 dinitrofenol. Nenhum

_ estimulo da atividade ATPésica (E.C.3.6.1.4)
foi evidenciaedo pele 2,4 dinitrofenol, embora
a preparacdo conservasse o controle res-
piratério e a relagio ADP/O.
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Abstract

The translocation of adenine nucicotides into mitochondria
isolated from hypocotyls of Vigna sinensis (L..) Savi cv. Seridé was
examined as a function of oxidative phosphorylation. Mitochondrial
membrane integrity was assessed by respiratory control and
ADP: O ratios.

" A kinetic analysis of the txans}ccatron.cf adenosine diphosphate
into the mitochondria revealed that the mechanism of translocation
obeys classical Michaelis~Menten kinetics with a Km of 25 uAf for
adenosine diphosphate. At moderate ratios of atractyloside to

adenosine diphosphate. (lower, than 0.03), atractyloside appears to

- be & competitive inhibitor of the translocation process, with a Ki of
0.4 uM{. However, non-linear kinetic parameters are observed with
‘ratios higher than 0.05. A concentration of 2.5 gAf atractyloside is
igiffitiédt to reduce the translocation of 100 uM ADP by 50%. This
represmts a higher-level of sensitivity to atmctybs\de than reported
for ather plants.

Introduction

Atractyloside (ATR) is a membrane impermcant'and a
competitive inhibitor of the translocation of adenine nucleo-

‘tides across the inner mcmbranes of the mitochondria of |

mammalian cells (Kemp and Slater 1964, Pfaff ef af. 1965,
Duée and Vignais 1965, Vignais 1976). The inhibitory effect
of ATR on mitechondria isolated from plants, however, is
controversial. Passam ef al. (1973) and Passam and
Coleman (1973) 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 mitbchondlria have a different

molecular structure of the adenine nucleotide translocator or, -

alternatively, a factor which is antagenistic to the effect of
ATR. Usmg unusually high concentrations of ATR (50-100
A} Yang and Hanson (1973,
effects on caulifiower mitochondria “primed” with an

oxidizable substrate and on corn mitochondria (Jung and

1975) showed mhibﬂerr

Haason 1975, Hanson et al. 1972). More recently, Jancwtz
et al” (1976} reported that the ADP translocator of
cauliffower mitochondria is ATR insensitive but is controiled
by an ATR-sensitive regulatory unit. Using potato mitochon-
dria, Vignais et al. (1976) showed that 30 uM ATR was
sufficient to completely inhibit the transiocation of 110 gM.
ADP. Although this represents a higher level of sensitivity to
ATR than found in other plants, this level is still at feast 30
times lower than that reported for animals (Passaif el al.
1973)

We present evidence that the adenine nuc!eotide trans-
locator of seridé bean mitochondria is sensitive to low
concentrations (10 uM) of ATR. In this respect, serido bean .
mitochondria resemble potate 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, atractyloside; ADP, adenosine-5’-
diphosphate. :
Materials and Methods

Seridd bean (Vigna sinensis (L.} Savi cv. Seridd} seeds
(1976 crop) were obtained from the seed bank of the Escola
de Agronomia, Universidade Federal do Ceara, Brazil. These
se~s were surface-sterilized with 0.5% NaOC! and ger-
mi.ited at 28°C in vermiculite moistened with - distitled

. water. Mitochondria were solated from 6 and 7 day-old

dark-grown seridd bean hypoeotyls by the method of Ikuma
(1970) as modified by Silva Lima ef al. (1975).

Protein was determined by a biuret procedure (Gornall ef
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 A mannitol, 10 mA# potassium phosphate

buffer (pH 7.2). 10 mM KCI and 6 mM MgCl, 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 M O, in aerated medium
(unpublished experimental determination by P. V. Vignais).
The respiratory rates, respiratory control ratios, and
ADP:0O 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).

Resuits and Discussion

Transport of adenine nucleotides gcross the inner
mitochondrial 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, Souveriin er af, 1973). We have used .a system which

“studies the translocation as a function of oxidative
phospherylation. The biochemical integrity’ of the mito-
chondria can be inferred from the respiratory control of 6.1
and ADP:O ratio of 1.6 with succinate as substrate (Figure
1A). ATR at a concentration of 10 zM added after ADP
(l&igure IB) or before ADP (Figure IC) inhibits the

" respiration stimulated by 220 uM ADP. -

The translocation of ADP through the inner mitochondrial
membrane exhibited saturation kinetics of the Michaelis—
Menten type (Figure 2A). The Km for the externally added
ADP was found to be 25 uM - “th succinate as substrate.
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This is comparabié‘ ito.results reported for mung bean
mitochondria (Ikuma 1970, fkuma and Bonner 1967) and
for animal mitochondria (Chance and Williams {958,

Chance and Hagihara 1963, Duée and Vignais 1569, PfafTer
al. 1969). The double reciprocal plot and the Dixon plot
(Dixon and Webb 1964) demonsirate that ATR can compéeta

N

nmol

mf’

anurcl Polarograpkic traces showing the inhibitory effect of-

ATR on the ADP-stimulated respiration of mitochondria. The
reaction mediem is as described under Materials and Methods. At
the indicated points the foflowing sdditions were made: 7 mM
succinate, 0.7 mg mitochondrial protein, 220 uA ADP and 10 ubf
ATR. Numbers along the traces are the rates of O, upmke in amol
min~! per 1.5 mi rcacuon volume. e

1501 & lgﬁmm ‘Sﬁ: . .
s S ADP
L 10=mamR 1
“100}
— i JF
>
q [ 2 6pMAn
E A
. 501 .
3 1.0pAN ATR
1 0.5pM ATR
un}ni
026 30
10° ATR {aM) -
M ADP

Figure 2. Kinetic analysis of the inhibition of adenine nucleotide transiocetion. Assay coanditions-are described under Materials and
Methods. Mitochondria (0.7 mg of protein) were added to the reaction mixture. Various concentrations of ADP were sequentially
added after 16 mAf succinate. The rate of oxygen consumption, v (nmol 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 ATR on the -
ADP-stimulated respiration of bean mitochondria.. B. Dixon plot illustrating the effect cf various concentrations of ADP on the respiratory

inhibition by ATR.
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_with ADP for the bean mitochondrial transiocator {Figure
27), which is in agreement with the findings that ATR is an
apparent competitive inhibitor of ADP in anima! mitochon-
dria (Luciani and Varotio 1975, Vignais ef a/. 1966, 1973},
The Ki vaiue obtained by the two methods of analysis was
0.4 uAf ATR.

The departure from linearity observed in Figure 2A at
high ATR concentrations and low ADP concentrations may
be explained by the reorienting carrier mechanism proposed
by Klingenberg of al. {(i1976) for the transport of adenine

nucleotidss through mitochondrial membranes, According to -

this theory the carrier is asymmetrically distributed in the
membrane with more carrier sites facing the cytosol side in
the absence of externally added ADP. Because ATR cannot
penetrate the membrane, it binds carsier sites found on the
cytosol side amd fixes 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
ATR and ADP concentrations exhibiting classical saturation
kinetics and an asymmetrical state appearing at high ATR
and low ADP concentrations giving “odd”™ kinctic effects
{Klingenberg ¢/ al. 1976).

As further evidence of the argument presented above,
Figure 3 shows by another method of analysis that ATR isa.
competitive inhibitor of ADP translocation in the range of
concentrations studied, Only in competitive inhibition does
the percentage of inhibition become a functicn of the ratic of
the concentrations of inhibitor and substrate rather than a
function of the absolute concentration of the inhibitor alone.
Inthis figure, varving the ADP concentration between 41 uM
and (90 pM gives the same inhibitory profile. The con-

100

iy
£\
&

% of rate in absence of ATR
w
(v}

: :TR % 10°

Figure 3. The effect of ATR on tke rate of oxygen uptake by boan
" mitochondria. The reaction conditions are the same as in Figure 2,
The ATR/ADP ratio refers to ATR concentrations of 0.5 pif, |
EM, 2.5 pM, 5 pM and 10 M and ADP concentrations of 41 yM
(O), 91 pM (4) and 190 xM (). The rates of oxygen consumption
(state 3 niinus stzte 4) are expressed as ‘4 percentage of the rates in
the absence of inhibitor which are equal to 59 nmol O,/min, 68 nmol
O,/min and 74 nmol O,/min for the respective concentrations. |
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centration of ATR that inhibits ADP translocatior: by 50%
is 2.5 uAf when 100 uAf ADP is wsed. Bean mitochondria
appear to be more sensitive to ATR than mitochondria of
other plants. Those of potato reguire 12 M ATR to inhibit
the transport of 10 uM ADP by 50% (Vignais et al. 1976)
whereas mitochondria of caulifiower and corn are inhibited
by 50-100 ¥ ATR (Jung and Hanson 1973, 1975, Hanson
er af, 1972, Janovitz ef al. 1976) and, Jerusalem artichoke
mitochondria appear te be insensitive 1o ATR (Passam ef al.
1473, Passam and Coleman 1975).

In spite of the technical difficulties in obtaining un-
damaged plant mitochondria, many real differences have
been described between them zad mammalian mitochondri
(Ikuma 1972, Palmer 1976, Packer ¢f ai. 1970} Recent
research has begun to explore differences existing between
mitochondria of various higher plants and the group appears
to be more haterogeneous than once assumed. Clearly this s
an area.where greater research is mecessary in order to place
the specificity of mitochondriaf function into proper perspec-

Lve.
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