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RESUMO

Mitocondrias de tubérculos de batata tratados pelo frio foram isoladas
com o intuito de comparar os efeitos deste estresse com mitocondrias de
tubérculos ndo tratados. Este tratamento aumentou a sensibilidade da NADH
desidrogenase externa - localizada na face externa da membrana mitocondrial
interna - ao mersalil, mas n&o alterou os efeitos estimulatérios provocados pelo
Ca®*. Nao foram observados efeitos do mersalil, diamida ou Ca®* sobre o
consumo de O, quando o substrato era o succinato. A diamida inibiu a
oxidagdo de NADH e succinato em mitocdndrias de batata somente na
presenca de cianeto, indicando a acdo sobre a oxidase alternativa (AOX).
Houve inibicdo da AOX na presenca de Ca®* durante a oxidagéo de succinato e
NADH, mostrando uma possivel regulacado da enzima pelo ion. O inchamento
mitocondrial induzido por Ca®* mostrou—se mais evidente apés o tratamento
dos tubérculos pelo frio. Houve protecdo por DTT, EGTA e catalase nas
situacdes de estresse e sem estresse, indicando que grupamentos SH, Ca®** e
espécies reativas de O, (ERO), estdo envolvidos no fendmeno de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (TPM) em ambas as situacbes. O inchamento
provocado por Ca?* e/ou mersalil foi impedido pela presenca de SHAM, mesmo
em mitocéndrias de tubérculos nao estressados, mostrando que o efeito
protetor observado ndo esté relacionado com sua capacidade de inibir a AOX e
sim, com suas propriedades de quelacao aos ions ferro.

Neste trabalho também foram isoladas pela primeira vez mitocéndrias de
calos de Araucaria angustifolia e assim obtidas mitocondrias capazes de
respirar pela oxidagdo dos substratos malato / glutamato, NADH e succinato,
com alta capacidade fosforilativa, demonstrada pelos controles respiratérios e
Ay. Ao contrario das mitocondrias de batata, mitocondrias isoladas de calos de
Araucaria angustifolia foram capazes de captar Ca** de modo sensivel ao
vermelho de ruténio e dependente do potencial elétrico de membrana e fosfato.
Houve também efluxo do ion tanto pelo reverso da via de influxo, pela adicdo
de FCCP, como pela via de efluxo com vermelho de ruténio. Estas
mitocdndrias foram capazes de oxidar NADH externamente adicionado na
presenca de rotenona, e apresentaram um consumo de O, insensivel ao
cianeto e sensivel ao SHAM, indicando a presenca de NADH desidrogenase
externa e AOX, respectivamente. Além disso as mitocondrias foram
desacopladas pela presenca de acido graxo e auséncia de BSA, sugerindo a
presenca de proteina desacopladora de plantas, aqui denominada Araucaria-
UCP. O estudo destas mitocondrias capazes de captar Ca** e isoladas de uma
gimnosperma encontrada principalmente em regides frias do sul do Brasil
permitird a comparacdo com mitocéndrias de angiospermas que apresentem
ou nao o mecanismo de transporte do ion, bem como aprofundar os
conhecimentos em relacdo a TPM e aos efeitos de estresse pelo frio.
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ABSTRACT

Mitochondria were isolated from potato tubers exposed to cold
temperature in order to compare the effects of this stress with unstressed tuber
mitochondria. Cold treatment increased the sensitivity of the external NADH
dehydrogenase — located on the external face of the internal membrane — to
mersalyl, but did not alter the stimulatory effects caused by Ca®*. There were no
effects caused by mersalyl, diamide or Ca®* on the oxygen consumption when
the substrate was succinate. Diamide inhibited the oxidation of NADH and of
succinate in potato mitochondria only when in the presence of cyanide,
indicating an action on the alternative oxidase (AOX). The results showed that
Ca** presented an inhibitory effect on the AOX pathway when mitochondria
were energized with NADH or succinate, indicating a possible regulation of the
enzyme by this ion. The mitochondrial swelling induced by Ca®** was more
evident after cold treatment of the tubers. In stressed and unstressed conditions
there was protection from swelling by DTT, EGTA and catalase.This shows that
thiol reagents, Ca** and reactive oxygen species (ROS) are involved in
mitochondrial permeability transition (MPT) under both conditions. Swelling by
Ca?* and/or mersalyl was delayed when in the presence of SHAM even in
mitochondria from unstressed tubers, which shows that its protective effect is
unrelated to its capacity of inhibiting AOX and probably related to iron quelation.

Mitochondria were also isolated for the first time from callus of Araucaria
angustifolia. The mitochondria obtained were able to oxidize malate/glutamate,
NADH and succinate as respiratory substrates and able to sustain a high
transmembrane electrical potential. Unlike potato mitochondria, those isolated
from callus of A. angustifolia were able to take up Ca®** supported by substrate
oxidation, sensitive to ruthenium red and dependent on membrane potential and
phosphate. Efflux of Ca** by the reversal of the influx pahway occurred by
addition of FCCP and by the efflux pathway by addition of ruthenium red. These
mitochondria were also able to oxidize externally added NADH in the presence
of rotenone, and presented oxygen consumption insensitive to cyanide and
sensitive to SHAM indicating the presence of external NADH-dehydrogenase
and AOX, respectively. Besides, mitochondria were uncoupled, in the absence
of BSA, by the addition of the free fatty acid — oleic acid — thus suggesting the
presence of the plant uncoupling mitochondrial protein, hereby denominated
Araucaria-UCP. The study of these mitochondria capable of Ca®* uptake,
isolated from a gymnosperm found principally on the highlands of southern
Brazil, will allow the comparison with mitochondria from angiosperms presenting
or not the Ca®* transporting mechanism. It will also increase our knowledge
regarding MPT and the effects relative to cold stress.



15

1.  INTRODUGCAO
1.1. MITOCONDRIAS DE PLANTAS
1.1.1. NAD(P)H desidrogenases Alternativas

As mitocéndrias de vegetais, a exemplo do que ocorre com mitocondrias
de mamiferos contém na membrana mitocondrial interna a cadeia
transportadora de elétrons, bombeadora de prétons. Porém, diferentemente do
qgue ocorre com mitocéndrias de mamiferos, a cadeia de transporte de elétrons
das mitocéndrias vegetais possui pelo menos quatro NAD(P)H desidrogenases
nao bombeadoras de prétons e insensiveis a rotenona: duas localizadas na
face externa da membrana mitocondrial interna, NADH desidrogenase externa
e NADPH desidrogenase externa, e duas localizadas na face interna da
membrana mitocondrial interna, respectivamente a NADH desidrogenase
interna e NADPH desidrogenase interna (MJLLER, 2001) (Figura 1). As
NAD(P)H desidrogenase externas permitem que a mitocéndria vegetal oxide
NAD(P)H exdgeno, transferindo elétrons diretamente para a ubiquinona,
resultando na producéo de ATP (LUETHY et al., 1991).

1.1.1.1. NAD(P)H desidrogenases alternativas externas

A presenca de atividade NADH:ubiquinona oxidoredutase alternativa foi
primeiramente observada por BONNER e VOSS (1961) ao evidenciarem que
mitocOndrias de plantas, ao contrario das mitocondrias de mamiferos, eram
capazes de oxidar NAD(P)H externamente adicionado (SOOLE e MENZ,
1995). WISKICH e BONNER (1963) ao trabalharem com mitocéndrias de
plantas, observaram que os inibidores do complexo | (a rotenona e a piericidina
A) ndo causavam completa inibicdo da oxidacdo de NADH (WISKICH e
BONNER, 1963). ROBERTS et al. (1995) mostraram que a oxidagdao de
NAD(P)H apresentou diferentes sensibilidades ao DPI (diphenyleneiodonium) e
permitiu a observacao de distintas NAD(P)H desidrogenases presentes na face
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citosolica da membrana mitocondrial interna de organelas isoladas de Solanum
tuberosum L. e Arum maculatum. Nesses experimentos, foi observado que o
DPI (0,6 pmol.L™") inibe totalmente a oxidagdo de NADPH dentro de 1 minuto,
sendo a inibigdo da oxidagdo de NADH de 44%. Além disso, estes autores
constataram que o DPI colapsou totalmente o potencial elétrico de membrana
gerado pela adicdo de NADPH externo, e uma adicao sequencial de NADH
regenerou o potencial, sendo em seguida colapsado por adicao de antimicina A
(inibidor do complexo 1ll) (ROBERTS et al., 1995). Estes resultados mostram
claramente a presenca, de no minimo, duas desidrogenases localizadas na
face externa da membrana mitocondrial interna, especificas para diferentes
substratos (NADH e NADPH) e com diferentes sensibilidades ao inibidor DPI.
Também mostram que as desidrogenases externas doam elétrons para a
cadeia transportadora de elétrons, sendo capaz de gerar potencial elétrico de
membrana.

Em mitocéndrias de batata foram encontradas duas enzimas homologas
as NADH desidrogenases alternativas encontradas em E. coli e S. cerevisiae,
denominadas de proteinas NDA e NDB, respectivamente (RASMUSSON et al.,
1999). O trabalho ainda mostrou que as proteinas sdo enderecadas para a
membrana mitocondrial interna, sendo que a proteina NDA fica direcionada
para a matriz mitocondrial e a proteina NDB fica voltada para o lado citosdlico.
Unica entre as NADH desidrogenases, a seqliéncia de aminoacidos da
proteina NDB possui um inserto ndo conservado, que é similar ao motivo EF—
hand para ligacdo ao calcio. Este fato justificaria a dependéncia da NADH
desidrogenase externa ao Ca** (MELO et al., 1999). Acredita—se que o Ca**
facilita a associacdo da NADH desidrogenase externa com a membrana
mitocondrial interna por ligagdo ao dominio “EF-HAND?”, ja que até o momento
nao foi descrita a presenca de hélices transmembranas dentre todas as
NAD(P)H desidrogenases alternativas (KERSCHER, 2000).



17

Twory) B allewa)e asepixo eded (A HS) OJIWEXOURIY|IDIES OpIDE 8 A oxa[dwod eled ajaueld

" oxapdwon eled eumune | oxadwos eied euousiol sodyadsa salopiqu) suolold 8p selOpEAQUIOG OBU SIELODIPE SELIZUS 020D Wauos seque|d

8p SELPUDICNI :sjejeBaA SELIPUODOJIW 2P BLUISIUI BURIGAW BU SUCIIR|2 ap auodsuel) ap elaped ep oedeziueBig ' eanbig

TFIHANOIQLIN Zld LW

A maduang

0%H
[|] Cxajdwoo

b v
HE HE

SYNTHAWIWHI LN 0Dvd53

|| Oxa|duiog

ojeiewing

OtH

0)euUINSs

B AIJELIBYE BSEPIXD — G

eulaiul aseuafoipisap HAgwh — F
euJajul aseua fioipisap HOwWM — €
eulalxa aseualoipisap HAOwH — 7
ewape aseuafioipiEap HOwM — |
:sieyafian SELIpUDIO)W SEU

sayuasald seapeuI)E SEWIZU]

LdUOYH

HdO¥N

A0¥N

JWN

JYN

HO¥N

| oxa|duon

HO¥H




18

1.1.1.2. NAD(P)H desidrogenases alternativas internas

Na face interna da membrana mitocondrial interna estdo localizadas
duas NAD(P)H desidrogenases que oxidam NAD(P)H da matriz, competindo
com o Complexo I: a NADH desidrogenase interna que oxida NADH
(independente da presenca de Ca?*), e a NADPH desidrogenase interna que
oxida NADPH de forma dependente da presenca de Ca®* (RASMUSSON e
MOQLLER, 1991) e sensivel ao inibidor DPI (MELO et al., 1996). As evidéncias
para a presenca de diferentes enzimas NAD(P)H desidrogenases alojadas no
lado interno da membrana mitocondrial interna surgiram a partir de estudos em
particulas submitocondriais invertidas (inside—out SMP). Neste modelo
experimental, as oxidagbes de deamino—NADH e deamino—NADPH — analogos
reduzidos de NADH e NADPH, respectivamente — foram totalmente inibidas
pela adicdo de rotenona mostrando que somente o complexo | foi responsavel
por essa atividade (MENZ et al., 1992). Em contraste, a oxidacdo de NADH e
NADPH foi parcialmente inibida pela presenga da rotenona, indicando que
existe, portanto, ao menos uma desidrogenase separada capaz de oxida—los
(RASMUSSON e MJLLER, 1991). Assim sendo, a atividade de desidrogenase
insensivel a rotenona pode usar tanto NADH quanto NADPH como substrato.
Além disso, a oxidacdo de NADPH mostrou-se ser Ca**—dependente
(RASMUSSON e MOLLER, 1991). Entretanto, somente em 1996 é que
evidéncias diretas da presenca de pelo menos duas NADH desidrogenases
alternativas internas foram apresentadas por MELO e colaboradores, ao
trabalharem também com particulas submitocondriais invertidas, obtidas de
mitocondrias de Solanum tuberosum L. (tubérculos de batata) (MELO et al.,
1996). Em seus experimentos, o potencial elétrico de membrana gerado pela
adicao de deamino—NADH foi colapsado pela adi¢cdo de rotenona, confirmando
os dados de MENZ et al. (1992) que afirmavam que somente o complexo | era
responsavel pela oxidacao dos analogos reduzidos de NADH e também de
NADPH, porém com um alto K. A adicdo subseqiiente de NADPH gerou
pequeno potencial de membrana que foi colapsado pela adicdo de DPI,
mostrando que a NADPH desidrogenase interna Ca®—dependente é sensivel
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ao DPI (RASMUSSON e M@LLER, 1991). Na presenca de rotenona (condicao
onde o Complexo | esté inibido) e DPI (condicado onde a NADPH desidrogenase
Ca®*— dependente esta inibida) a adicdo de NADH originou um répido consumo
de oxigénio e geracdo de um potencial elétrico de membrana, os quais foram
inibidos e colapsados por antimicina A (inibidor do complexo |ll),
respectivamente. Dessa forma, MELO e colaboradores evidenciaram a
presenca de uma terceira desidrogenase (NADH desidrogenase) no lado
interno da membrana mitocondrial interna também ligada a cadeia de
transporte de elétrons via complexos Il e IV. Alternando a presenca de EGTA 1
mmol.L™" e Ca* 1 mmol.L™' nesses experimentos, MELO e colaboradores
(1996) confirmaram que dentre as trés NAD(P)H desidrogenases internas,
apenas a oxidacdo de NADPH insensivel a rotenona é dependente de Ca®*.
Um resumo das propriedades respiratérias das NADH desidrogenases

localizadas na membrana mitocondrial interna esta apresentado na Tabela I.

TABELA 1. Resumo das propriedades respiratérias das NADH:ubiquinona

oxidoredutases localizadas na membrana mitocondrial interna.

Parametro Complexo | Desidrogenases insensiveis a Rotenona
Face Interna” Face Externa®
NADPH NADH NADPH NADH

Especificidade ao substrato

Deamino—NADH + - - - -

NADH + RF + - +

NADPH RF + - + RF
Sensibilidade a Inibidores

Rotenona + - - - -

DPI (diphenyleneiodonium) + + - + -

Dependéncia ao Ca** - + - + +

RF indica reacao fraca.

A — (MELO et al, 1996), (RASMUSSON e M@LLER, 1991), (MENZ et al., 1992),
(RASMUSSON e M@LLER, 1993).

B— (MQLLER e LIN, 1986), (MJLLER et al, 1993), (ROBERTS et al., 1995).

Estudos realizados em nosso laboratério mostraram que em
mitocOndrias de tubérculos de batata (rompidas em nitrogénio liquido)
mostraram um estimulo na oxidacdo do NADH (condicdo na qual as quatro
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NAD(P)H desidrogenases e o complexo | estdo ativos) bem como inibicao de

algumas enzimas na presenca de mersalil e diamida (MARIANO et al., 1998).

1.1.2. Oxidase Alternativa

Divergindo das mitocondrias de mamiferos, as mitocdndrias de plantas e
de alguns microorganismos (por exemplo: Neurospora crassa, Hansenula
anomala e Candida lipolytica) possuem um transporte de elétrons bifurcado.
Além da respiracdo via citocromo encontrada em todos os eucariontes, estes
organismos possuem uma segunda via, alternativa, insensivel a antimicina—A e
a cianeto, que diverge da cadeia de transporte de elétrons principal apos a
ubiquinona (SOLOMOS, 1977; VANLERBERGHE e McINTOSH, 1997). Nesta
via alternativa, os elétrons passam da ubiquinona para a oxidase alternativa ao
invés de passar pelos complexos Il e IV. Na via alternativa nao existe portanto
a geracao de Apn. pelo trecho entre ubiquinona até complexo IV. A enzima
responsavel por essa atividade € a oxidase alternativa, normalmente
denominada de AOX (SIEDOW e UMBACH, 2000).

Em geral, os termos “respiracdo resistente a cianeto”, “respiracéao
insensivel a cianeto” ou “via alternativa” sdo usados para descrever a
respiracao celular, decorrente da atividade da oxidase alternativa, que é
resistente aos inibidores terminais (cianeto, azida, CO) e inibidores que agem
entre os citocromos tipo b e ¢ (antimicina A) (IKUMA, 1972; SOLOMOS, 1977).
Esse tipo de respiracdo foi mais bem definida na florescéncia termogénica da
“voodoo lily” (Sauromatum guttatum) por MEEUSE (1975). Nesta planta o calor
é produzido e liberado em flores efémeras durante um unico dia de florescéncia
para melhor volatilizar aromas com o objetivo de atrair insetos polinizadores
gracas ao grande aumento na expressao da AOX (McINTOSH, 1994).

Os primeiros estudos da base genética para a respiracdo alternativa
vieram do trabalho com Neurospora. Esses estudos mostraram que a oxidase
alternativa é codificada por um unico gene estrutural, aod7, no nucleo, e um
segundo gene nuclear, aod2, que pode codificar elemento regulatério
(BERTRAND et al., 1983). O aprofundamento das investigacdes sobre a
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oxidase alternativa s6 foi possivel devido a producdo de anticorpos e
subsequente isolamento de cDNA de S. guttatum (KUMAR e SOLL, 1992) e H.
anomala (SAKAJO et al.,, 1991). Experimentos de complementagdo foram
realizados com linhagem de E. coli mutante para hemA com cDNA isolado de
Arabidopsis thaliana. Essa linhagem caracteriza—se por ser incapaz de crescer
aerobicamente devido a falta de um heme necessario para a respiragao via
citocromos. Os autores isolaram células com capacidade de crescer
aerobicamente nas quais a mutagédo tinha sido complementada pelo gene
aox1. Como esperado, essa nova via respiratoria foi insensivel a cianeto e
sensivel a SHAM (KUMAR e SOLL, 1992). Esse experimento demonstrou
claramente que a oxidase alternativa é produto de um unico gene (McINTOSH,
1994).

A oxidase alternativa de plantas € uma proteina Unica que existe na
membrana mitocondrial interna na forma de um homodimero (MOORE e
SIEDOW, 1991; MAXWELL et al., 1999). Sua forma madura — isto é, sem o
peptideo de transito mitocondrial — contém em torno de 280 aminoacidos
(RHOADS e McINTOSH, 1991). Analise de hidropatia da seqiéncia de
aminoacidos indica que a maior parte da proteina é hidrofilica, mas que
existem duas regides hidrofébicas com aproximadamente 20 aminoacidos de
comprimento, comegando nos residuos 110 e 170 na proteina madura,
respectivamente (MOORE e SIEDOW, 1991). Segundo MOORE e SIEDOW
(1991) o fato da oxidase alternativa se comportar como uma proteina integral
de membrana sugere que estas regides hidrofébicas ancoram a proteina na
membrana formando duas o—hélices transmembranas. Neste arranjo, a maior
massa da proteina estaria situada na fase aquosa da matriz da membrana
mitocondrial interna. Uma regido inter—hélice, consistindo de aproximadamente
40 aminoacidos, estaria localizada no espaco intermembrana ligando as duas
regides transmembrana (MOORE e SIEDOW, 1991).

A via alternativa € inibida especificamente por agentes complexantes de
ferro, como acido hidroxamico substituido (acido salicilhidroxamico — SHAM,
acido benzil hidroxdmico — BHAM ou n—propil galato) (VANLERBERGHE e
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McINTOSH, 1997), tiocianato de potassio, 8-hidroxilamina e a,o’'—dipiridila
(IKUMA, 1972).

A fungdo da oxidase alternativa ainda nao é totalmente conhecida.
Todavia a fungédo de producao de calor na Sauromatum guttatum (MEEUSE,
1975) descrita acima é bem aceita. Outras condigdes associadas a estresses
bidticos e abidticos foram estudadas, e mostraram—se eficientes em afetar a
expressao e/ou a atividade da AOX (VANLERBERGHE e McINTOSH, 1997). A
dificuldade de quantificar a influéncia destas condicées na AOX impede a
unificacdo de hipoteses sobre a funcdo metabdlica especifica da enzima
(McINTOSH, 1994).

Alguns experimentos interessantes foram realizados com cultivo de
células de tabaco transgénico apresentando baixo nivel de AOX (MAXWELL et
al., 1999). Essas células apresentaram altos niveis de formacéo de espécies
reativas de oxigénio em relacao ao tipo selvagem, indicando o envolvimento da
AOX na regulacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Afirma—se que,
tanto a via respiratéria pelos citocromos quanto a via alternativa, sao reguladas
em funcdo do balang¢o de oxidagédo/reducéo do pool de ubiquinona e turnover
de carbono, em resposta aos niveis de ATP citosdlicos. Esta afirmacéo é feita
com base em dados que mostraram que a respiracao resistente ao cianeto esta
ativa em condi¢cdes onde a via do citocromo ndo estd saturada (SIEDOW e
UMBACH, 2000).

Outros trabalhos sustentam diferentes possibilidades para a fungdo da
AOX. MOORE e SIEDOW (1991) afirmam que devido a capacidade da AOX
aceitar elétrons a partir da ubiquinona, o excesso de elétrons pode ser
desviado para a via alternativa em situagcdes onde a cadeia de transporte de
elétrons esteja saturada. Esta habilidade seria particularmente Gtil para manter
a cadeia respiratéria reduzida para minimizar a producao de ERO (MQJLLER,
2001). Sustentando essa teoria esta o fato de que a sintese da oxidase
alternativa é induzida por situagdes onde ha um aumento de ERO, como por
exemplo no estresse induzido por baixas temperaturas ou por ataque de
patégenos (LAMB e DIXON, 1997).
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Tecidos da maioria das plantas superiores estudadas até o presente,
demonstram certa quantidade de captacdo de oxigénio sensivel ao SHAM e
resistente ao cianeto. Isto é interpretado como sendo devido a presencga da
oxidase alternativa, porém a quantidade total e a atividade desta enzima
podem variar amplamente (SIEDOW e DAY, 2000). Experimentos realizados
em nosso laboratério mostram que a porcentagem de respiracao resistente ao
cianeto pode variar, em tubérculos de batata, de 5 até 35% em relacéo a
respiracdo total. Tubérculos de batata, um exemplo de tecido dormente,
funcionam como tecido de reserva de amido durante o verao, que na primavera
€ mobilizado para formar uma nova planta. Neste tecido a AOX pode ser
induzida por tratamento com etileno, envelhecimento dos tubérculos (GROEN
et al., 1992) ou tratamento pelo frio (CALEGARIO et al., 2003), contudo o
mecanismo pela qual a inducao ocorre ainda nao é conhecido.

A atividade de oxidase alternativa in vivo é fortemente dependente da
quantidade de proteina presente e da concentragcdo de seu substrato,
ubiquinona reduzida (MOORE e SIEDOW, 1991). Entretanto, nos ultimos anos,
houve progresso na compreensao de mecanismos adicionais para a regulacao
pds—traducional da oxidase alternativa de plantas (SIEDOW e UMBACH,
2000). Como descrito acima, a enzima de planta consiste em um dimero. Se as
duas subunidades monoméricas estao covalentemente ligadas por uma ponte
dissulfeto — por exemplo quando oxidadas pela presenca de diamida — a
enzima é essencialmente inativa. Reducao das pontes dissulfeto por ditiotreitol
(DTT), produz a forma mais ativa (SIEDOW e UMBACH, 1991; UMBACH e
SIEDOW, 1993). A adigcdo de NADH ou NADPH extramitocondrial ndo foi capaz
de promover a reducdo da oxidase alternativa, indicando ser um processo
intramitocondrial (VANLERBERGHE et al., 1995). A predominancia da forma
dimérica com os residuos —SH reduzidos é favorecida pela presenca de o—
cetoacidos, em especial o piruvato (DAY e WISKICH, 1995), possivelmente
devido a formacdo de um tiohemiacetal (RHOADS et al, 1998). Como o
piruvato é um intermediario chave no metabolismo vegetal, é possivel que a
ativagdo da oxidase alternativa constitua um mecanismo sensivel para regular

0s niveis deste o—cetoacido. Neste caso, o aumento dos niveis de piruvato
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promoveria a ativacdo da oxidase alternativa, estimulando o transporte de
elétrons e contribuindo para a diminuicdo dos niveis de piruvato. Esta
possibilidade foi inferida em plantas transgénicas destituidas de oxidase
alternativa. Neste caso, a inibicdo da respiragdao por antimicina A (inibidor do
Complexo Ill) resultou em producao de alta quantidade de etanol, decorrente
da fermentacdo do piruvato acumulado gracas ao desequilibrio entre o
metabolismo de carbono e o transporte de elétrons (VANLERBERGHE et al.,
1995).

1.1.3. Proteina Desacopladora em Plantas

Em todos os organismos eucariontes, incluindo as plantas, o gradiente
eletroquimico de proétons gerado através da membrana mitocondrial interna
pelo fluxo de elétrons na cadeia respiratoria é utilizado pela ATPsintase para a
producdo de ATP. Em 1976 foi descrita uma proteina desacopladora em
mitocOndrias isoladas de tecido adiposo marrom, a UCP1, capaz de transportar
prétons para o interior da organela sem que houvesse a sintese de ATP
(RICQUIER e KADER, 1976).

A proteina desacopladora em mitocéndrias de plantas (PUMP) foi
primeiramente isolada de batata (VERCESI et al., 1995) e tomate (JEZEK et
al., 1997) utilizando métodos previamente aplicados para mitocdndrias de
tecido adiposo marrom. Posteriormente, cDNAs para proteinas desacopladoras
(UCPs) foram obtidos de batata, Arabidopsis thaliana, trigo (HANAK e JEZEK,
2001) e recentemente de arroz (WATANABE e HIRAI, 2002). A fracao protéica,
chamada de PUMP, foi obtida depois de solubilizagdo das proteinas
mitocondriais e cromatografia em coluna de hidroxiapatita. A fracdo da PUMP
foi capaz de realizar o transporte de H+ depois da reconstrucdo em
proteolipossomos na presenca de carboxiatractilato (inibidor do translocador de
nucleotideos), que também é um potente inibidor. A PUMP foi identificada em
estudos funcionas ou por imunodetecgcdo em varios érgaos e tecidos de
aproximadamente 30 espécies de plantas superiores, incluindo
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monocotiledéneas e dicotiledéneas e plantas C3, C4 e CAM (JEZEK et al.,
1998, 2000; TRONO et al., 2004).

No reino vegetal, o primeiro cDNA homélogo a UCP1 foi isolado de uma
biblioteca de cDNA de flores de batata em 1997 e chamado StUCP (LALOI et
al., 1997; HOURTON-CABASSA et al., 2004). Desde entao, varios homologos
das UCPs tém sido identificados em outras plantas, levando a um grande
aumento no numero de trabalhos dedicados a esta familia de proteinas, e
apesar disso o papel destas proteinas ainda esta longe de ser elucidado. Trés
homologos das UCPs foram identificados em Arabidopsis thaliana: AtUCP1
(MAIA et al., 1998), AtUCP2 (WATANABE et al., 1999) e AtUCP4 (MILLAR e
HEAZLEWOOD, 2003). Segundo Mgller, tanto a PUMP quanto a AOX séao
enzimas que estariam envolvidas na protecdo da planta contra a formacao de
ERO (MOJLLER, 2001). J& foi demonstrado em células de tabaco cultivadas um
papel protetor da AOX (MAXWELL et al., 1999), bem como o papel protetor da
PUMP (BRANDALISE et al., 2003) contra ERO. Mais recentemente foi
demonstrado que UCP é estimulada por superéxido em batata (CONSIDINE et
al., 2003) além de interferir no ciclo de acidos tricarboxilicos (SMITH et al.,
2004), aumentando a converséo de piruvato para citrato devido ao aumento no
nivel de UCP. Assim sendo, 0 maior avan¢o na compreensao das funcoes das
proteinas desacopladoras foi a descoberta de que os acidos graxos nao ativam
diretamente as UCPs. Ao invés disso, demonstrou—se que radicais superoxidos
gerados externamente ativam as UCPs em mamiferos na presenga de acidos
graxos (ECHTAY et al.,, 2002) e plantas (LALOI et al., 1997). Para ativar a
UCP, o radical superoxido deve estar presente na matriz mitocondrial, e dessa
forma o radical superoxido externo deve de alguma forma atravessar a
membrana mitocondrial interna (ECHTAY et al., 2002). O superdxido € um
componente inicial na via de ativagdo da UCP. Os produtos de peroxidacao
lipidica como o 4-hidroxi—2—nonenal (HNE) parecem ser o ponto final desta via
(SMITH et al., 2004). Estes produtos de peroxidacdo lipidica sdo potentes
ativadores de UCPs de mamiferos. No mecanismo recentemente proposto, o
superdoxido na matriz reage com Fe2+ (que possivelmente é formado como

resultado de ataque de superéxido nas proteinas contendo ferro—enxofre) para
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formar um radical hidroxila altamente ativo. Este radical inicia a formacao de
radicais lipidicos levando a peroxidagao lipidica que finalmente resulta em
produtos de degradacao de aldeidos como HNE que provavelmente ativa UCP
(MURPHY et al., 2003). Devido a que um leve desacoplamento da mitocéndria
reduz drasticamente a formacao de superéxido pela cadeia de transporte de
elétrons (SCKULACHEV, 1996; MIWA e BRAND, 2003) esta via fornece um
elegante mecanismo de feedback pelo qual a UCP pode limitar a quantidade de
ERO produzida pela mitocéndria.

MitocOndrias de batata ja foram estudas em relagdo a presenca de
UCPs (PUMP e StUCP), contudo nada se conhece sobre a presenga destas

proteinas em Araucaria angustifolia ou mesmo outras gimnospermas.

1.1.4. Araucaria angustifolia

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, conhecido como Pinheiro do
Parana é uma conifera da familia Araucariacea, amplamente distribuida no sul
do Brasil, especialmente nos planaltos frios dos estados do Parana, Santa
Catariana e Rio Grande do Sul (GUERRA et al., 2000; ZANDAVALLI et al.,
2004). Varios estudos foram realizados com calos e tecidos de A. angustifolia
em diferentes estagios de diferenciacdo (FONSECA et al., 2000), incluindo a
extracao de flavonas (GUERRA et al., 2000). Entretanto, mitocéndrias de A.
angustifolia nunca foram antes isoladas. Até o presente momento, apenas a
gimnosperma Larix x leptoeuropae, uma espécie hibrida de ocorréncia natural,
teve suas mitocéndrias isoladas de calos cultivados (KUMAR et al., 1995),
contudo o maior objetivo do trabalho foi o isolamento e caracterizagdo do DNA
mitocondrial. Deste modo, o estudo das propriedades das mitocéndrias de A.
angustifolia € de grande importancia, bem como a determinacao da presenca
de componentes alternativos como a AOX, uma proteina amplamente
distribuida em plantas, fungos e protozoéarios (SIEDOW et al., 1995). O
diferencial em se estudar mitocondrias de gimnospermas, em especial a familia
Araucariacea, € a sua origem no inicio da Era Mesozéica, no periodo Triassico,

em comparacdo com as angiospermas que surgiram depois, no inicio do
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periodo Cretaceo (KERSHAW e WAGSTAFF, 2001). A comparagao entre as
mitocOndrias desta gimnosperma ancestral e das mitocoéndrias de
angiospermas estudadas até o momento (BEAVIS e VERCESI, 1992; FORTES
et al., 2001; CALEGARIO et al., 2003; RUY et al., 2004; CAMACHO et al.,

2004) constitui-se de grande interesse.

1.1.5. Espécies Reativas de Oxigénio

Todos os organismos produzem espécies reativas de oxigénio (ERO),
incluindo radical superéxido (O,"), radical hidroxila (‘OH) e peréxido de
hidrogénio (H20-), durante o curso normal do processo metabdlico (MAXWELL
et al., 1999). Segundo PUNTARULO et al. (1988), aproximadamente 1% do
total de O, consumido pelo tecido de planta é direcionado para a producao de
ERO (MJLLER, 2001). Embora as espécies reativas de oxigénio sejam
convencionalmente vistas como um produto téxico do metabolismo celular, um
namero crescente de evidéncias sugere que elas possam regular a transducao
de sinais em células vegetais e animais (JABS, 1999). Em baixas
concentragbes (micromolar), ERO age como segundo mensageiro, regulador
de genes e mediador para ativacdo celular. Sob condicbées de producao
excessiva ou reducdo de antioxidante disponivel ou eficiente, ERO podem se
acumular atingindo niveis desequilibrados (= 1 mmol.L™") e danificar a maioria
dos componentes celulares. As ERO podem causar desnaturacao de proteinas,
agregacao e perda de funcbes, peroxidacdo dos lipideos e membranas
subcelulares, multiplas lesées no DNA e alteragbes mitocondriais (LAMB e
DIXON, 1997).

Em plantas, diferentes situacbes levam a formacdo de ERO e
subsequente morte celular programada. Entre tais situacbes estdo: a
senescéncia, o estresse osmotico ou por baixa temperatura, a presenca de
acido salicilico, a exposicao a radiacdo ultravioleta e a inoculacdo com
patbgenos avirulentos que provoquem a morte celular por resposta
hipersensivel, evitando a proliferacdo sistémica da infecgdo. Este ultimo
mecanismo consiste em uma grande atividade oxidativa de NAD(P)H
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desidrogenases da membrana celular que ocasionam um estresse oxidativo,
resultando na morte da célula (JABS, 1999). O estresse oxidativo decorrente
do desequilibrio entre os sistemas pré—oxidantes e mecanismos de defesa em
plantas, € caracterizado pelos efeitos deletérios de ERO em lipideos, proteinas
e DNA ocasionando aumento da permeabilidade de membranas, diminuicao de
atividade enzimatica e mutacdo, respectivamente. As plantas possuem
estratégias de defesa distintas contra o estresse oxidativo. MGLLER, (2001),
classificou estas estratégias em trés linhas: (a) evitar a producdo de ERO, (b)
detoxificacdo de ERO e (c) reparo de danos causados por ERO. Para evitar a
producédo de ERO, a planta pode: (1) manter o equilibrio entre a disponibilidade
de substrato e requerimento de ATP, (2) ativar o gene que codifica a oxidase
alternativa, (3) ativar a proteina desacopladora (VERCESI et al.,, 1995;
KOWALTOWSKI et al, 1998), e/ou (4) ativar as NAD(P)H:Ubiquinona
oxidoredutases alternativas. Maxwell et al. (1999) demonstraram que, quando a
expressao de AOX é suprimida, grande quantidade de ERO é formada em suas
mitocOndrias por tratamento com antimicina A (inibidor do Complexo Ill),
sugerindo um papel importante da AOX em manter baixos os niveis de
espécies reativas de oxigénio.

Para manter baixos os niveis de ERO, existem nas células vegetais
mecanismos nao—enzimaticos e enzimaticos responsaveis por essa funcao.
Antioxidantes nao enzimaticos incluem ascorbato e glutationa (GSH), bem
como tocoferol, flavondides, alcaldides e carotendides. Enquanto GSH é
oxidado por ERO, formando glutationa oxidada (GSSG), o ascorbato € oxidado
a monodeidroascorbato (MDA) e deidroascorbato (DHA). Através de um ciclo
ascorbato—glutationa, GSSG, MDA e DHA podem ser reduzidos e formarem
novamente GSH e ascorbato (APEL e HIRT, 2004). Em resposta ao choque
térmico por calor, frio, ataque de patégenos ou estresse hidrico, as plantas
aumentam a atividade das enzimas de biossintese de GSH (VANACKER et al.,
2000) e dessa forma os niveis de GSH (93). Uma alta taxa de ascorbato e GSH
reduzidos é necessaria para uma boa defesa oxidante nas células contra ERO.
O estado reduzido dos antioxidantes é mantido pela glutationa redutase (GR),
monodeidroascorbato redutase (MDAR) e deidroascorbato redutase (DHAR),
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usando NADPH como fonte redutora (TSUGANE et al., 1999). Além disso, o
balanco geral entre diferentes antioxidantes deve ser fortemente controlado. A
importancia deste equilibrio é evidente quando células com biossintese de
glutationa aumentada em cloroplasto mostram danos por estresse oxidativo,
provavelmente devido a mudancas do estado redox geral dos cloroplastos
(CREISSEN et al., 1999).

Os mecanismos enzimaticos de defesa contra ERO em plantas incluem
superdoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), glutationa
peroxidase (GPX) e catalase. SOD age como uma primeira defesa contra ERO,
dismutando o superéxido para H-O.. APX, GPX e catalase subseqlientemente
detoxificam H>O,. Em contraste a catalase, APX requer um sistema de
regeneracao de ascorbato e glutationa. Detoxificacdo de H>O, para H>O pela
APX ocorre pela oxidacdao do ascorbato a MDA, o qual pode ser regenerado
pela MDA redutase (MDAR) usando NAD(P)H como equivalentes redutores.
MDA pode espontaneamente dismutar a deidroascorbato. A regeneragcéo do
ascorbato € mediada através da atividade da deidroascorbato redutase (DHAR)
gracas a oxidacdo de GSH para GSSG. Finalmente, glutationa redutase (GR)
pode regenerar GSH a partir de GSSG usando NAD(P)H como agente redutor.
Como APX, GPX também detoxifica H>O, para H,O, mas utiliza GSH
diretamente como agente redutor. O ciclo GPX é fechado pela regeneracéo de
GSH a partir de GSSG pela GR. Diferentemente de muitos organismos, as
plantas possuem multiplos genes codificadores de SOD e APX. Isoformas
diferentes sao especificamente direcionadas para cloroplastos, mitocéndrias,
peroxissomos, bem como para citosol e apoplastos (TSUGANE et al., 1999).
Enquanto GPX €& uma enzima citosolica, catalase esta localizada
principalmente nos peroxissomos. A extensao do estresse oxidativo em células
é determinada pelas quantidades de superédxido, H-O, e radicais hidroxila.
Entretanto, o balanco das atividades de SOD, APX e catalase é crucial para a
supressao dos niveis tdéxicos de ERO nas células. Mudancas no balanco das
enzimas detoxificadoras de ERO induzem mecanismos compensatérios. Por

exemplo, quando a atividade da catalase é reduzida em plantas, enzimas
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protetoras como APX e GPX sao expressas em maiores quantidades (APEL e
HIRT, 2004).

Uma grande producdo de ERO ocorre durante a morte celular
programada (MCP) que ocorre em varios estagios de desenvolvimento vegetal
(JABS, 1999) como, por exemplo, decorrente da resposta hipersensivel. Esta
resposta caracteriza—se por um brusco aumento de superdxido e acumulo de
H.O. e é observado no inicio da resposta hipersensivel apds a percepcao do
sinal de viruléncia a patdgenos, que ocorre pela ativacdo da NAD(P)H de
membrana plasmatica. Esse fenbmeno é conhecido como “burst” oxidativo, e
sua ativacdo constitui em uma intrincada rede de sinais envolvendo o acido
salicilico e perturbagdes de Ca®* citosélico (LAMB e DIXON, 1997).

Outro fenbmeno importante nos mecanismos de morte celular envolve a
transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM), descrita inicialmente por
HUNTER e HAWORTH (1979) em mitocdndrias isoladas de mamiferos e citada
como sendo o ponto de desencadeamento principal desses mecanismos
(LEMASTERS et al., 1998).

1.1.6. Transicao de Permeabilidade Mitocondrial

O termo transicdo de permeabilidade foi primeiramente definido por
HUNTER e HAWORTH (1979), os quais demonstraram um inchamento
mitocondrial induzido pelo acimulo de Ca?*, ocorrendo quando a mitocdndria
passa de estado acoplado com configuragdo agregada para o estado
desacoplado e matriz mitocondrial expandida. Estas alteragdes mitocondriais
causadas pelo Ca®**, permitem a passagem de moléculas de baixo peso
molecular (PM < 1,5 kDa), componentes do suporte osmdético, que se deve ao
aumento inespecifico da permeabilidade da membrana (ZORATTI e SZABO,
1995).

O dogma da transicdo de permeabilidade € a necessidade do acumulo
de Ca?" na matriz. As quantidades de Ca®' necessarias para o inicio do
fenébmeno varia com a espécie ou érgao de origem da mitocéndria (ZORATTI e
SZABO, 1995). Embora a adicdo de Ca** seja suficiente para induzir a
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transicdo de permeabilidade (em mitocéndrias de figado, coracdo, rim e cortex
adrenal), este fenbmeno pode ser acelerado por acao de algumas substancias
designadas de indutores (ZORATTI e SZABO, 1995). Adicionalmente agentes
protetores também sao descritos (VERCESI, 1984; BERNARDES et al., 1986;
CROMPTON et al., 1987; VALLE et al., 1993).

A permeabilizacdo que ocorre na presenca de Ca®* no espaco
intramitocondrial é inibida pelo imunossupressor ciclosporina A
(NOVGORODOQV et al., 1990) ou “sanglifehrin A” (CLARKE et al., 2002), os
quais se ligam a proteina ciclofilina D em sitios distintos, componente essencial
do agregado protéico que forma o poro da TPM, prevenindo a sua abertura. O
termo ‘transicdo’ é usado porque a permeabilizacdo pode ser parcialmente
revertida, logo apds o inicio do processo, pela adicido de quelantes de Ca®* ou
de redutores, como o DTT, que evitam a oxidacao de grupos protéicos tiélicos
(-SH). A formacao do poro pode ser estimulada por compostos capazes de
aumentar o estresse oxidativo mitocondrial: fosfato inorganico, oxidantes de
nucleotideos de piridina e de grupamentos tidlicos, protonéforos (carreadores
de proétons) e outros (KOWALTOWSKI e VERCESI, 1999). Reagentes capazes
de interferir no estado redox dos grupos SH também parecem estar envolvidos
na inducdo de transicdo de permeabilidade. Dentre eles, destacam—se os
metais pesados e de transicdo e seus complexos (Hg?* e mercuriais, mersalil,
Cu?*, Zn?"), além das substancias que induzem a formacdo de ligacdes
cruzadas e pontes dissulfeto como a diamida e a n—etilmaleimida (GUNTER e
PFEIFFER, 1990; ZORATTI e SZABO, 1995).

A estrutura molecular do poro nao é conhecida. Provavelmente
seja um agregado formado pela ciclofilina, translocador de nucleotideos e o
canal aniénico voltagem dependente (membrana mitocondrial externa). Deste
modo, o poro pode estar localizado em locais de contato entre as membranas
mitocondriais externas e interna (DEDOV et al., 1999). Apesar dessas
evidéncias alguns autores afirmam que o translocador de nucleotideos nao é
essencial para a formagdo do poro de transicdo de permeabilidade
(KOKOSZKA et al., 2004).
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Um dos mecanismos propostos para explicar o fenbmeno da TPM
baseia—se na ligagdo do Ca** a sitios internos da membrana permitindo a
abertura de um canal hidrofilico transmembrana (HUNTER e HAWORTH,
1979). Este poro é regulado pela ligacdo de Ca®* na membrana no lado da
matriz, revertida por EGTA e inibido por H*, Mg®* e nucleotideos de adenina
(HUNTER e HAWORTH, 1979). Por outro lado, a queda do Ay devido a
abertura do poro de transicdo de permeabilidade é revertida por redutores de
nucleotideos de piridina (VERCESI, 1984), EGTA (BERNARDES et al., 1986;
CROMPTON et al., 1987), ditiotreitol (VALLE et al., 1993), ciclosporina A em
presenca de Mg®* ou ADP (NOVGORODOV et al., 1990) ou “sanglifehrin A”
(CLARKE et al., 2002).

Ha evidéncias experimentais de que a TPM seria um evento essencial
no processo de morte celular, por apoptose ou por necrose. O aumento
prolongado da concentragdo de Ca?* no citosol e na matriz mitocondrial pode
induzir essa permeabilizacdo. Na morte celular por necrose, o teor de Ca?*
aumenta no citosol por faléncia dos mecanismos que promovem a retirada
desse ion e a TPM generalizada leva a falta de ATP, seguida de morte celular.
Na morte por apoptose, a TPM seria um evento restrito a locais de aumento do
Ca®* liberado de forma regulada pelo reticulo sarco—endoplasmico. Nesse
caso, a producao do ATP necessario para esse tipo de morte seria garantida
por outras mitocondrias nao atingidas.

Contrariando a opinido de alguns autores (Bantandier et al., 2004) os
quais afirmam que a abertura do poro de transicao de permeabilidade induz a
formacao de espécies reativas de oxigénio, Kowaltowsky et al., 2001, afirmam
que a transicao de permeabilidade mitocondrial ocorre em resposta a formacao
de ERO. Assim sendo, durante este processo se abririam megacanais na
membrana mitocondrial interna, também denominados de poros de transicdo
de permeabilidade, o que resultaria no desacoplamento momentaneo da
respiracdo e eliminagcdo das ERO. Caso isso acontecesse, ocorreria 0
fechamento dos poros e a retomada da respiracao normal. Se, entretanto, tais
espécies continuassem se acumulando, os poros de transicdo continuariam

abertos resultando no inchamento e posterior rompimento da organela. Tal
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rompimento, por sua vez, levaria a liberagdo no citosol de proteinas “suicidas”,
descritas na literatura como fatores indutores da apoptose (AlF) ou fatores
ativadores das caspases (APAF) (SUSIN et al, 1998). A transicdo de
permeabilidade mitocondrial em plantas foi descrita pela primeira vez em 1995
em mitocdndrias isoladas de tubérculos de batata (DALOCE, 1995) e ervilhas
(VIANELLO et al., 1995) e mais recentemente em citrus (SAVIANI et al., 2002).
Nos estudos feitos em mitocondrias isoladas de tubérculos de batata, a TPM se
diferencia da observada em mamiferos pela insensibilidade a baixas
concentracdes de ciclosporina—A (0,5 — 2 umol.L™), cujo efeito inibitério sobre
a TPM de mitocondrias animais tem sido descrito como comprovante da
existéncia do poro (FORTES et al, 2001; LEMASTERS et al., 1998). A
participacdo de proteinas de membrana (KOWALTOWSKI et al., 2001) na TPM
é claro, ja que o processo é parcialmente reversivel (CASTILHO et al., 1996),
mediado por oxidacdo de grupos SH de proteinas de membrana e inibido por
ciclosporina—A (ZORATTI e SZABO, 1995).

Apesar de existirem muitas pesquisas nesta area, questdes ainda
permanecem em aberto, como por exemplo, a auséncia de inibicdo da TPM em

mitocOndrias vegetais pela ciclosporina—A (Fortes et al., 2001).
1.1.7. Transporte mitocondrial de Ca**

Na década de 60 foi demonstrado em mitocondrias de mamiferos que o
Ca®* é captado por mitocondrias de modo dependente de energia
(VASHINGTON e MURPHY, 1962). Em seguida foi estabelecido que o acumulo
do ion era direcionado pelo gradiente eletroquimico da membrana mitocondrial
(AuH") gerado pela cadeia respiratéria (MITCHELL, 1966). O sistema de
transporte mitocondrial responséavel pelo actimulo de Ca?* unidirecional ocorre
através de um mecanismo uniporter (SELWYN et al, 1970). Nessas
mitocondrias a captagdo de Ca®* é aumentada pela presenca de anions como
acetato, fosfato inorgénico, bicarbonato e B—hidroxibutirato) (GUNTER et al.,
1994; DERYABINA et al.,, 2004). A atividade do uniporter € influenciada por

fatores como concentracdo de Ca?*, pH externo, temperatura, Ay e a presenca
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de inibidores, como o vermelho de ruténio (SILVA et al., 1992; AKERMAN e
NICHOLLS, 1993). A inibicao da via de influxo por este ultimo agente, permite a
visualizagdo da saida de Ca®' pela via de efluxo (LUFT, 1971), que opera
continuamente em oposi¢do ao influxo, por mecanismos independentes deste.
Sob condigdes fisiolégicas, a via de efluxo opera independentemente do Ay
(AKERMAN e NICHOLLS, 1983; GUNTER e PFEIFFER, 1990). Por outro lado,
a presenca de protonéforos como o FCCP estimula a liberagdo de Ca**,
consistente com o conhecido efeito destes agentes desacopladores que,
agindo como condutores de prétons suprimem o gradiente transmembrana de
H* (SCARPA e GRAZIOTII, 1973). O Ca®" neste caso, seria liberado da
mitocOndria pelo reverso da via uniporter. Portanto, a velocidade total de efluxo
observada seria a soma do efluxo através de qualquer caminho independente
do influxo, acrescido da contribuicdo pelo reverso do uniporter.

A captacdo de Ca** por mitocondrias de plantas foi primeiramente
demonstrado em mitocondrias de milho (Zea mays L.) em 1965 (HANSON e
HODGES, 1967). Posteriormente, sistemas de transporte de Ca** foram
descritos em mitocdéndrias de batata doce (CHEN e LEHNINGER, 1973),
hipocétilos de abdbora e células cultivadas de cenoura (DIETER e MARME,
1980). Utilizando um novo procedimento para isolar mitocdndrias
funcionalmente intactas de plantas (MARTINS e VERCESI, 1985) demonstrou-
se que mitocéndrias de coledptilos de milho (MARTINS et al., 1986; CARNIERI
et al., 1987) sdo muito mais ativas no acimulo de Ca?* acoplado a respiragdo
que aquelas utilizadas nos estudos anteriores e ficou demonstrado que esse
transporte é dependente de fosfato apesar de formar alto Ay na presenca de
acetato (MARTINS et al., 1986). O vermelho de ruténio inibiu a captacao de
Ca®** em mitocdndrias de milho (Zea mays L.) (MARTINS et al., 1986), soja
(Glycine max), feijao (Phaseolus vulgaris) e café (Coffea arabica) (CARNIERI et
al., 1987) e Jerusalem artichoke (RUGOLO et al., 1990). Apesar da capacidade
de formar um alto Ay mitocéndrias isoladas de folhas brancas de repolho
(Brassica oleracea), tubérculos de batata (Solanum tuberosum) e raizes de
beterraba (Beta vulgaris) ndo se mostraram capazes de captar Ca®*, indicando
nao possuirem o uniporter (MARTINS et. al., 1993).
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Até o presente trabalho ndo havia sido demonstrado o transporte de
Ca?* em mitocondrias de gimnospermas. Dessa forma este estudo podera

colaborar de forma significativa na compreensédo do mecanismo envolvido.
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2. JUSTIFICATIVAS

A transicdo de permeabilidade em mitocondrias de tubérculos batata
segue um perfil distinto do observado em mitocondrias animas. Para que o
fendmeno de TPM ocorra em mitocondrias de mamiferos hd a necessidade da
entrada prévia de Ca®** para o interior da organela. O processo de inchamento
ainda é favorecido pela presenca de agentes indutores de transicdo como, por
exemplo, a diamida e o mersalil, ambos agentes oxidantes de grupamentos
tiblicos. Em mitocéndrias isoladas de tubérculos de batata, até o presente
momento, nao foi descrita a presenca de transportador especifico para o influxo
do fon calcio. Entretanto, a adicdo de Ca®* provoca um inchamento em
mitocOndrias de batata, dependente da concentracdo do ion e também
favorecido pela presenca de mersalil ou diamida. Isso leva a crer que os efeitos
do Ca** possam estar ocorrendo no lado externo da membrana mitocondrial
interna, ja que ndo existe um transportador para tal (MARTINS et al., 1993).

Mitocdndrias de plantas apresentam enzimas alternativas na cadeia
transportadora de elétrons. Estas enzimas sédo a oxidase alternativa (AOX) e as
NAD(P)H desidrogenases insensiveis a rotenona. Duas destas desidrogenases
estdo localizadas na face externa da membrana mitocondrial interna: a NADH
desidrogenase externa e a NADPH desidrogenase externa, ambas
dependentes de Ca®. Tem-se proposto (M@LLER, 2001) que essas
desidrogenases alternativas desempenhariam um papel de defesa contra a
formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) por evitar uma sobrecarga
sobre o complexo |, que constitui um importante sitio para formagédo de ERO.
Além disso, a concentragdo de Ca®* no citoplasma, em situacdes de estresse,
€ aumentada (APEL e HIRT, 2004) ativando assim as NAD(P)H desidrogenase
externas (MJLLER, 2001). A NADH desidrogenase externa esta totalmente
estimulada em concentragdo de Ca?" capaz de provocar a transicdo de
permeabilidade mitocondrial em mitocéndrias de tubérculos de batata. Deste
modo, constitui-se de grande relevancia desenvolver condigbes experimentais
para avaliar as possiveis relagdes entre o fenbmeno de TPM e o transporte de

elétrons em mitocondrias de plantas.
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Além disso, nada se conhece sobre os efeitos do frio sobre a transicao
de permeabilidade mitocondrial. Desta forma, uma avaliacdo dos efeitos do
tratamento de tubérculos de batata pelo frio contribui para a compreensao do
fenbmeno. Como o estresse pelo frio € um conhecido indutor da AOX em
mitocOndrias de batata (CALEGARIO et al., 2003), a determinacao dos efeitos
do seu inibidor especifico — acido salicilhidroxamico (SHAM) — sobre o
inchamento mitocondrial constitui-se como um importante ponto para ser
avaliado. Uma forma de facilitar o estudo da transicdo de permeabilidade é
através da utilizacdo de FCCP (protonéforo) e AA (inibidor do complexo IlIl) pois
nestas condi¢cdes todo o gradiente de ion e 0 Ay sdo dissipados e a abertura
do poro de transigdo de permeabilidade ocorre somente pela presenca de Ca**
(DEDOQV et al., 1999).

E importante mencionar que, embora o tratamento dos tubérculos de
batata aumente a expressdao da PUMP (CALEGARIO et al., 2003), a atividade
desta enzima nao interfere nos experimentos quando as suspensdes
mitocondriais sdo preparadas e testadas na presenca de BSA, uma condicéo
que inativa a PUMP pela remoc¢ao dos acidos graxos.

As Unicas mitocdndrias gimnospermas estudadas até o presente
momento foram isoladas em 1995 por Kumar et al. a partir de uma cultura em
suspensao embriogénica de um hibrido (Larix x leptoeuropaea), pertencente a
familia Pineaceae. Estes autores estudaram principalmente o DNA mitocondrial
e realizaram comparagbes com outras plantas. Portanto, pouco se conhece
sobre 0 comportamento de mitocéndrias de gimnospermas em comparagao as
mitocdndrias de angiospermas. Assim sendo, o isolamento de mitocdndrias de
culturas embriogénicas de A. angustifolia e a determinagcdo de suas
propriedades é de fundamental importancia, pois pouco se conhece sobre este
assunto. Além disso, a A. angustifolia pertence a uma familia evolutivamente
ancestral de gimnospermas, a Araucariaceae, a qual tém origem no periodo
Tridssico. Deste modo, o estudo destas mitocéndrias, bem como a comparacao
com mitocondrias de angiospermas (mitocdndrias de tubérculos de batata)
contribuiria para a compreensdo dos mecanismos de manutengdo destas

espécies.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar efeitos do estresse, oxidantes de grupos —SH e Ca®* sobre
0os componentes alternativos da cadeia respiratéria de mitocbndrias de
tubérculos de batata, bem como a transicdo de permeabilidade mitocondrial,
além de isolar e caracterizar mitocéndrias de culturas embriogénicas de

Araucaria angustifolia.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Quanto aos objetivos especificos:

Comparar os resultados dos experimentos realizados com mitocondrias
isoladas de tubérculos ndo estressados e estressados pelo frio em relacdo a
oxidagdo de NADH e succinato por mitocéndrias isoladas de tubérculos de
batata, verificando:

a) Os efeitos da concentracdo de Ca*,
b) Os efeitos da adigcdo de diamida ou mersalil,
c) Os efeitos da adicao de SHAM,
d) Os efeitos da adi¢ao de cianeto.

Considerando que nao sao relatados na literatura os efeitos do SHAM ou
mesmo do estresse promovido pelo frio em relacdo ao inchamento mitocondrial
em mitocOndrias isoladas de tubérculos de batata induzido pela presenca de

Ca?* pretende-se:

a) Demonstrar os efeitos do tratamento dos tubérculos de batata pelo

frio,
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b) Determinar os efeitos da presenca dos agentes protetores (EGTA,
DTT e catalase),

c) Determinar os efeitos da adicdo de SHAM.

Considerando também que ndo sédo encontrados relados na literatura
sobre isolamento de mitocondrias a partir de culturas embriogénicas de

Araucaria angustifolia neste trabalho pretende—se:

a) Desenvolver a metodologia de isolamento destas mitocondrias,
b) Caracterizar as mitocéndrias isoladas em relacao a:

- controle respiratorio,

- potencial elétrico de membrana,

- transporte de célcio,

- presenca de enzimas alternativas como: NADPH
desidrogenases insensiveis a rotenona, oxidase alternativa e

proteina desacopladora.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. TRATAMENTO DOS TUBERCULOS DE BATATA PELO FRIO

Os tubérculos de batata (Solanum tuberosum L., cv. Bintje) a serem
submetidos ao estresse pelo frio foram deixados por quatro dias a uma
temperatura de 5C (+1) em uma sala refrigerada, na auséncia da luz, e
posteriormente utilizados para o isolamento de mitocdndrias. Os tubérculos
foram estressados para analisar os efeitos provocados pelo frio na oxidacao de
substratos da cadeia respiratéria (NADH e succinato), transicdo de
permeabilidade mitocondrial (TPM) e potencial elétrico de membrana (Ay), na

presenca e auséncia de SHAM, diamida, mersalil e/ou Ca?".
4.2. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE TUBERCULO DE BATATA

As mitocOndrias foram isoladas de tubérculos de batata (2 kg) sob uma
temperatura de 2 a 4°C. As batatas foram descascadas, cortadas em pequenos
pedacos, lavadas com agua deionizada gelada e trituradas em processador de
alimentos Wallita, usando—se 1000 mL de meio de extracdo gelado contendo:
sacarose 250 mmol.L™', HEPES 10 mmol.L™" (pH 8), EGTA 1 mmol.L™", cisteina
2 mmol.L™" e BSA 0,1g%. O material assim obtido foi filtrado em gaze e o pH

ajustado para 7,2 com solugdo de KOH 5 mol.L™'. Em seguida a suspens&o foi
centrifugada a 1.500 x g por 10 minutos. O sobrenadante entéo foi centrifugado
a 10.400 x g por 10 minutos e o precipitado, contendo as mitocdndrias, foi
ressuspenso em meio de isolamento contendo: sacarose 250 mmol.L™",
HEPES 10 mmol.L™" (pH 7,2), EGTA 0,1 mmol.L™" e BSA 0,19g% e entdo
submetido a duas centrifugacdes de 1.500 x g por 10 minutos. O sobrenadante

resultante foi submetido a centrifugacédo de 10.400 x g por 10 minutos. A fracao
mitocondrial foi suspensa em meio de isolamento sem EGTA e BSA, de modo
a obter uma suspensao correspondente a aproximadamente 30 mg de proteina
por mL (técnica de FORTES et al.,, 2001, modificada). Com o objetivo de se
preservar a atividade da oxidase alternativa (AOX) foram adicionados aos
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meios de extragdo e isolamento, A&cido pirtvico 1 mmol.L™' e 4cido succinico 5

mmol.L™" conforme descrito por WAGNER et al. (1995).

4.3. MANUTENCAO DE CULTURAS EMBRIOGENICAS DE Araucaria
angustifolia

As culturas embriogénicas foram originadas a partir de tecido de embriao
zigbtico de A. angustifolia, e foram cultivados em meio de cultura basico BM,
suplementado com: mio—inositol ,55 mmol.L™', &cido nicotinico 8 nmol.L™",
piridoxina—HCl 5 nmol.L™', glicina 50 nmol.L”", tiamina—HCI 6 nmol.L™",
glutamina 6,8 mmol.L™", 4&cido 2,4—diclorofendxiacético 2 umoI.L‘1,
benzilaminopurina 0,5 pmol.L™", cinetina 0,5 umol.L™!, sacarose a 3% (m/v),
caseina a 0,5 % (m/v) e agar a 0,7% (m/v) (SANTOS et al., 2002). O pH do
meio de cultura foi ajustado para 5,8 com KOH antes de ser autoclavado a 121
°C por 20 minutos. As solucbes de L—glutamina e de hidrolisado de caseina
foram filtradas através de membrana esterilizante e adicionadas ao meio de
cultura autoclavado.

A manutencdo do tecido vegetal foi realizada deixando as culturas
embriogénicas crescer por 20 dias, no escuro com temperatura de 25 = 0,5 °C
e umidade relativa do ar igual a 70% + 5. A cada 20 dias as culturas foram
repicados e transferidos para placas de Petri contendo o meio BM. Este

procedimento foi realizado pela Prof. Juliana Maurer—Menestrina.
4.4. ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE Araucaria angustifolia

MitocOndrias foram isoladas de culturas embriogénicas de A. angustifolia
gentiimente fornecidos pela Prof. Juliana Maurer—Menestrina, através de
centrifugagbes diferenciais através de uma técnica de isolamento de
mitocondrias de tubérculos de batata (Fortes et al.,, 2001) modificada para esta
finalidade, conforme descrito abaixo.

Culturas embriogénicas de A. angustifolia de 15 — 17 dias foram
transferidos para um béquer na presenca do meio de extracdo gelado contendo
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sacarose 250 mmol.L”', HEPES 10 mmol.L™" (pH 7,6), EGTA 2 mmol.L™",
cistefna 3 mmol.L™" e BSA 0,2 g%. Utilizando uma tesoura o material foi
reduzido a pequenos fragmentos. Apdés uma completa padronizagdo do
tamanho, o tecido foi homogeneizado utilizando-se o homogeneizador van
Potter—Elvehjem (10 vezes com o pistilo frouxo e 10 vezes com o pistilo
apertado) e rompidos em homogeneizador Turratec através de ciclos de 4
segundos na presenca de meio de extracdo gelado. A proporcdo de meio
utilizado foi 200 mL para 35 g de tecido. O homogenato foi filtrado através de
tecido e o pH foi ajustado para 7,2 com NaOH. O filtrado foi centrifugado por 10
minutos a 1.000 x g. O sobrenadante foi centrifugado por 10 minutos a 15.000 x
g e os precipitados de diferentes tubos foram ressuspensos em meio de
isolamento (sacarose 250 mmol.L™", HEPES 10 mmol.L™' (pH 7,2), EGTA 0,25
mM, BSA 0,2 g%) e transferidos para um unico tubo que foi centrifugado a
1.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi centrifugado a 15.000 x g por 10
minutos. A fragdo mitocondrial foi ressuspensa em uma gota do meio de
isolamento de modo a obter uma suspensdo correspondente a
aproximadamente 15-20 mg de proteina por mL. Um esquema do isolamento
de mitocdndrias de culturas embriogénicas de A. angustifolia esta representado
na Figura 2.



Figura 2. Isolamento de
mitocondrias de culturas
embriogénicas de Araucaria
angustifolia
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4.5. DETERMINAGCAO DO CONSUMO DE OXIGENIO

O consumo de O, foi determinado a uma temperatura de 28°C com
eletrodo tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.) em polarégrafo Gilson. O
sistema de reacdo em volume final de 1,2 ou 1,3 mL foi denominado meio de
reacdo padrdo e foi constituido de sacarose 250 mmol.L™", KCI 2 mmol.L™,
HEPES 10 mmol.L™" (pH 7,2), BSA 0,2 g% e rotenona 10 umol.L™" (exceto

quando indicado) e proteina mitocondrial em quantidades adequadas para

cada experimento. Este meio foi suplementado com os substratos malato 1
mmol.L™" / glutamato 5 mmol.L™" , succinato 5 mmol.L™" ou NADH 2 mmol.L™
conforme indicado. Coeficiente de controle respiratério (RC) foi calculado apés
obtencdo das mitocéndrias, e serviu como determinante da qualidade da
preparacdo. O valor de RC, foi obtido pela razdo entre velocidade de
respiracdo no estado 3 e estado 4 (CHANCE e WILLIAMS, 1955). Neste caso o
meio foi suplementado com Pi 2 mmol.L™", succinato de potassio 5 mmol.L™",
ADP 100 nmol e 200 nmol por mg de proteina.

Para a determinagdo da capacidade de oxidacdo de NAD(P)H por
mitocdndrias de A. angustifolia, foram utilizadas mitocéndrias rompidas em
nitrogénio liquido depois de 3 ciclos de congelamento e descongelamento.

As velocidades respiratorias foram expressas em ng atomo de oxigénio
consumidos por miligrama de proteina mitocondrial por minuto, considerando—
se que a solubilidade do oxigénio na agua a 28 °C e 1 atmosfera foi de 235
umoles por litro (ESTABROOK, 1967)

4.6. DETERMINACAO DA TRANSICAO DE PERMEABILIDADE
MITOCONDRIAL

O sistema de incubagdo foi composto por sacarose 250 mmol.L™",
HEPES 10 mmol.L”' (pH 7,2), FCCP 1 umolL™ e AA 0,15 pg.mL™, e
suplementado com 0,15 mg de proteina mitocondrial em um volume final de 1
mL. O FCCP e a AA foram utilizados porque nessas condicbes 0 Ay €

dissipados por ionéforos e a abertura do poro de transicao de permeabilidade
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ocorre somente pela presenca de Ca** (DEDOV et al., 1999). Foram avaliados
os efeitos dos agentes indutores e protetores da transicdo de permeabilidade
mitocondrial. O grau de inchamento mitocondrial foi monitorado
espectrofotometricamente a 540 nm e a 28 °C, utilizando—se espectrofotébmetro
Hitachi modelo 2001 acoplado a uma impressora Epson LX.

4.7. DETERMINACAO DO POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA
(Ay)

O potencial eletroquimico de membrana foi acompanhado
fluorometricamente em um espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301 PC
acoplado a uma impressora. O sistema de incubacéo consistiu em sacarose
250 mmol.L”', HEPES-K* (pH 7,2) 10 mmol.L™", BSA 0,1 g%, NaH;PO, 1
mmol.L™", rotenona 5 umol.L™' e safranina O 5umol.L”', usando os
comprimentos de onda de 495 nm (excitacdo) e 586 nm (emissdo) com
abertura de fenda de 3 nm (excitacdo e emissao). A medida do potencial de
membrana foi iniciada com succinato 2 mmol.L™" ou NADH 2 mmol.L™".
Utilizaram—se mitocondrias de tubérculos ndo estressados e estressados pelo

frio. Foram avaliados os efeitos de mersalil e SHAM.
4.7.1. Calibracao

A calibracdo dos experimentos de potencial elétrico de membrana
mitocondrial encontra—se representada na Figura 3, que mostra as variagdes
na fluorescéncia causadas pelas adi¢bes consecutivas de KCI. O potencial
elétrico de membrana mitocondrial foi calculado em funcédo das concentracdes
de KCI adicionadas (0,15-4,65 mmol.L™") e a concentragdo mitocondrial interna
de K' de 120 mmol.L”" através da Equacdo de Nernst: Ay = log
60.[K"in].[K*ex]” (AKERMAN e WIKSTROM, 1976). A partir desses dados foi
possivel construir um gréafico correlacionando o potencial elétrico de membrana
(mV) com a variacado de fluorescéncia (Figura 4), onde se observa a relacédo
inversa entre as grandezas. A Figura 4 mostra a melhor reta tracada através
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dos pontos, a equacdo da reta e o R® = 0,9885. Resultados idénticos foram
obtidos com mitocondrias isoladas de tubérculos de batata estressados pelo
frio, bem como com mitocondrias isoladas culturas embriogénicas de Araucaria

angustifolia.

valinomicina

i

0.15
03 [KCI] mmol.I"
045
: Ay (mV)
09
105 174
/ 135 146
, 127
123

117
112

104
97
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85

Intensidade
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| 15 U.A. |

\

succinato
2 min

Figura 3 — Calibracao do potencial elétrico de membrana em mitocondrias

isoladas de tubérculos de batata nao estressados
Suspensdo mitocondrial (0,15 mg.mL™") foi adicionada em meio de reagdo padrao (item
3.7 de Materiais e Métodos) sem K* e BSA, suplementado com safranina O 5 umol.L™",
NaH,PO, 2 mmol.L™" e rotenona 5 umoI.L‘1, num volume final de 2 mL a 28 °C. A reacao
foi iniciada pela adicdo de succinato 2 mmol.L™". Apés o substrato, adicionou—se
valinomicina 0,2 umoI.L‘1 e concentracoes crescentes de KCI (0,15 — 4,65 mmoI.L‘1)
conforme indicado. Ay foi colapsado pela adicdo de FCCP 1 pmol.L™". Esta figura é
representativa de 10 experimentos.
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4.8. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS

As concentragbes de proteinas das suspensdes mitocondriais foram
determinadas pelo método descrito por LOWRY et. al (1951) utilizando
albumina de soro bovino como padréo. As leituras foram realizadas a 700 nm

em espectrofotdmetro HITASHI 2001 acoplado a uma impressora Epson LX.
4.9. DETERMINACAO DO TRANSPORTE DE Ca*

As variacdes na concentragdo de Ca?* livre foram seguidas pela medida
das mudangas no espectro de absorbancia do indicador metalocrémico
arsenazo lll, usando o espectrofotdmetro MultiSpec 1501 Shimadzu acoplado a
registrador, nos comprimentos de onda de 675-685 nm a 25 °C (SCARPA,
1979) do Laboratério de Bioquimica de Plantas coordenado pela Prof. lone
Salgado no Departamento de Bioquimica na Universidade Estadual de
Campinas, Sao Paulo.

O meio de reagéo foi composto por sacarose 250 mmol.L™!, BSA 0,1 g%,
tampao fosfato (pH 7,2) 10 mmol.L™' (menos quando indicado), rotenona 10
umol.L™", arsenazo Ill 20 umol.L™", para um volume final de 1,3 mL. Foram
realizadas adicées de Ca®* (5 — 200 umol.L™"), vermelho de ruténio 10 umol.L™

e espermina 0,5 mmol.L™" e/ou FCCP 1 umol.L™".

4.10. ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram expressos como sendo a média dos
valores = desvio padrdao (média = dp), submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey, para a comparacao das médias de experimentos
independentes nos experimentos de velocidade de oxidacdo de NADH e
succinato. Foram considerados estatisticamente significativos os valores

comparados ao nivel de significancia p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. ESTUDO COM MITOCONDRIAS DE TUBERCULO DE BATATA

5.1.1. Oxidacao de NADH externamente adicionado

A Figura 5 compara os efeitos do Ca?*, mersalil e diamida na oxidagdo
de NADH externamente adicionado a mitocondrias isoladas de tubérculos de
batata ndo estressados (Figura 5A) e estressados pelo frio (Figura 5B).
Também foram avaliados os efeitos do inibidor da AOX, acido
salicilhidroxamico (SHAM).

Em mitocbndrias isoladas de tubérculos nao estressados pelo frio,
conforme pode ser observado na Fig 5A, a adicdo de SHAM nao afetou
significativamente o consumo de oxigénio durante a oxidagdo de NADH
(controle), indicando que essas mitocéndrias apresentam baixos niveis de
atividade AOX, como sera demonstrado posteriormente. Na presenca de Ca**
(1 mmol.l]) a velocidade respiratoria foi estimulada em ~40% em relagcdo ao
controle na presenca e auséncia de SHAM, provavelmente devido a atividade
da NADH desidrogenase externa dependente de Ca?*, como descrito por
outros pesquisadores (MJLLER et al., 1981; MOLLER e LIN, 1986). A
velocidade de oxidacdo do NADH em presenca de Ca®* ndo foi afetada pela
adicdo de SHAM. Contudo mersalil (20 umol.L™") diminuiu em ~15% a
velocidade respiratéria, independentemente da presenca ou auséncia de
SHAM. Mersalil (75 umol.L™") inibiu a respiragdo em ~80%, quando as
mitocdndrias ndo foram pré—incubadas com SHAM. Entretanto, na presenc¢a do
inibidor da AOX a inibicdo foi de ~18%. A adigdo de diamida ndo afetou a
velocidade de oxidacdao de NADH em mitocondrias isoladas de tubérculos de
batatas ndo estressados, tanto na presenca como na auséncia de SHAM.

Em mitocondrias isoladas de tubérculos de batata estressados pelo frio
(Figura 5B) o consumo de oxigénio devido a oxidagdo de NADH externamente
adicionado foi maior (~135 ng atomo O.min"".mg™") quando comparada com
mitocondrias de tubérculos sem estresse (~85 ng atomo O.min"'.mg™", Figura

5A). Esses resultados sugerem que o tratamento dos tubérculos pelo frio
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aumenta a atividade da NADH desidrogenase externa. Nessas mitocéndrias
isoladas de tubérculos estressados pelo frio (Figura 5B) observou—se
aproximadamente o mesmo efeito estimulatério do Ca®*, na oxidagdo de NADH
externo encontrado em mitocondrias de tubérculos sem estresse. Os valores
observados para o consumo de oxigénio na presenca de Ca?* ndo foram
afetados pela presenca de SHAM. Mersalil, nas concentracdes de 20 e 75
umol.L™", também causou efeito inibitério, provocando diminuicdes de ~40 e
70% nas velocidades de oxidacao de NADH na auséncia de SHAM. Esse efeito
inibitério do mersalil quando presente na concentragdo de 20 umol.L™", nao foi
observado quando as mitocéndrias foram pré—incubadas com SHAM, ao
contrario do que ocorreu com mitocondrias isoladas de tubérculos nao
estressados. A adicdo de diamida nao alterou a oxidacdo de NADH, seja na
presenca ou na auséncia de SHAM.

E importante salientar que ndo houve diferenca significativa entre as
velocidades de oxidagdo de NADH quando rotenona foi adicionada ao meio de
reacao. Esses resultados indicam que as mitocdndrias ndo estavam rompidas
e, deste modo, estavam funcionalmente intactas (dados ndo mostrados). Assim
sendo, as velocidades de oxidacdo de NADH por mitocondrias de batata
obtidas se deram devido a atividade da cadeia respiratéria, oxidando o
substrato pela NADH desidrogenase externa.

Também ¢é importante mencionar que Ca?*, mersalil e diamida, nas
concentragdes e condicdes utilizadas nesses experimentos somente induziram
a transicao de permeabilidade mitocondrial quando as mitocéndrias foram pré—
incubadas na presenga de FCCP (1 umol.L™") e antimicina A (150 pg.mL™) e

na auséncia de substrato (Figuras 10—14).
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Figura 5. Efeitos do Ca**, mersalil e diamida sobre a oxidacdo de

NADH externo em mitocondrias isoladas de tubérculos nao
estressados (A) e estressados pelo frio (B) na auséncia e presenca
de SHAM

Suspensdo mitocondrial (1 mg.mL') foi adicionada ao meio de reacdo padrao
descrito no item 4.5. de Materiais e Métodos, em um volume final de 1,3 mL a
28 °C. A reacao foi iniciada com NADH 2 mmol.L'. O consumo de oxigénio foi
medido na auséncia e presenca de SHAM 1 mmol.L'. Ca* 1 mmol.L', mersalil
20 pmol.L", mersalil 75 umol.L' ou diamida 0,3 mmol.L' foram adicionados
conforme indicado na Figura. *Os experimentos sao diferentes do controle (p <
0,05). Os resultados sdo média = DP de 6 experimentos independentes.



52

5.1.2. Oxidacao do succinato

Os efeitos do Ca?*, mersalil e diamida na oxidacdo de succinato por
mitocOndrias isoladas de mitocdndrias de batata estdo demonstrados na Figura
6. Assim como no caso da oxidacdo de NADH, os experimentos foram
realizados na presenca e auséncia de SHAM e com mitocdndrias isoladas de
tubérculos de batata estressados e nao estressados pelo frio. Em mitocdndrias
isoladas de tubérculos ndo estressados (Figura 6A), Ca?* ndo afetou a
respiragdo, tanto na presenca quanto na auséncia de SHAM. Além disso,
nenhuma inibicdo no consumo de oxigénio foi observada pela adicdo de
mersalil (20 e 75 pmol.L™") ou diamida (0,3 mmol.L™"). Resultados similares
foram obtidos utilizando tubérculos estressados (Figura 6B). Esses resultados,
portanto, sugerem fortemente que o efeito estimulatério do Ca?* e o efeito
inibitério de mersalil no consumo de oxigénio em mitocéndrias oxidando NADH,
como mostra a Figura 5, resultam da acéao direta destas substancias na NADH
desidrogenase externa. Também ¢é importante observar que a velocidade de
consumo de oxigénio em mitocéndrias energizadas com succinato foi de ~90
ng atomos O.min"'.mg™" (Figura 6A) e este valor ndo foi alterado pelo
tratamento dos tubérculos pelo frio (Figura 6B), indicando que o complexo Il
nao foi afetado. Estes resultados sugerem que o aumento da velocidade
respiratéria observada pela oxidacdo de NADH externo devido ao tratamento
pelo frio, como mostra a Figura 5, resulta principalmente do aumento na
atividade da NADH desidrogenase externa.
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Figura6. Efeitos do Ca®*, mersalil e diamida na oxidacdo de succinato
em mitocondrias isoladas de tubérculos nao estressados (A) e
estressados pelo frio (B) na auséncia e presenca de SHAM

Determinagdo do consumo de oxigénio em mitocondrias de batata (1 mg.mL™) foi
realizada como descrito na Figura 5 em meio de reagédo padrdo descrito no item 4.5.
de Materiais e Métodos, utilizando succinato 2 mmol.L™" como substrato. Os
resultados sdo média = DP de 6 experimentos independentes.
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5.1.3. Respiracao resistente ao cianeto

Com o objetivo de avaliar os efeitos de Ca®*, mersalil e diamida na
atividade da AOX sem a interferéncia da via do citocromo, adicionou-se
cianeto ao meio de reacdo, condicdo na qual somente a via alternativa é
funcional (VANLERBERGHE e McINTOSH, 1997). Dessa forma, foi verificada a
atividade AOX em mitocondrias isoladas de tubérculos ndo estressados. A
velocidade de respiragdo para mitocdndrias oxidando NADH foi de 6,4 ng
atomos O.min"'.mg™” e 6,0 ng &aomos O.min".mg™" para mitocdndrias
oxidando succinato. Apés o tratamento dos tubérculos pelo frio a velocidade
aumentou para 19,4 e 24 ng &aomos O.min"'.mg™", respectivamente. E
importante mencionar que as suspensdes mitocondriais foram preparadas na
presenca de piruvato e succinato no meio de extracdo, com o objetivo de
manter a AOX na sua conformacao ativa (WAGNER et al., 1995). Entretanto,
nenhum indutor da AOX como o piruvato ou DTT foi adicionado ao meio de
reacao. Portanto, as diferencas observadas aqui sdo devidas a distintos niveis
de expresséo da AOX, resultado do tratamento dos tubérculos pelo frio.

Como mostra a Figura 7A, na presenca de cianeto, a respiracédo induzida
pela oxidagao de NADH externamente adicionado foi inibida entre 30 e 40% pela
adicdo de Ca®* 1 mmol.L™" tanto em mitocondrias de tubérculos ndo estressadas
quanto de tubérculos estressados pelo frio. Resultados similares foram obtidos
para a oxidacdo do succinato. Neste caso o Ca** causou ~35 % de inibicdo da
respiracdo nas condicdes de estresse e nao estresse (Figura 7B). Esses
resultados, em conjunto com aqueles mostrados pela Figura 6, na qual a
oxidagéo de succinato ndo foi afetada pela adicdo de Ca?*, indicam que o Ca** na
concentracdo utilizada € capaz de inibir a via alternativa, sendo este efeito
observado somente quando a via do citocromo estava inibida. Esta € a primeira
vez que este efeito inibitério do Ca* sobre a AOX é descrito.

Quando mitocondrias foram energizadas com NADH externamente
adicionado, na presenca de cianeto, a adicao de mersalil na concentracéo de 20
umol.L™" nao inibiu a via alternativa nas condices com e sem estresse (Figura

7A). Entretanto, uma inibicdo de ~15% na condicdo de estresse pelo frio foi
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observada na presenca de 75 umol.L™" de mersalil (Figura 7A), provavelmente
devido a intensa inibicdo causada por mersalil, nesta concentracao, na NADH
desidrogenase externa (Figura 5B). Nenhum efeito do mersalil (20 ou 75
umol.L™") foi observado quando as mitocondrias de batata foram energizadas
com succinato na presenca de cianeto (Figura 7B).

Em contraste com os resultados mostrados na Figura 5, nos quais a
diamida nao apresentou efeito significativo sobre a oxidacdo de NADH, a via
AOX, verificada na presenca de cianeto, foi completamente inibida na presenca
deste reagente tiol, tanto nas condicbes de estresse pelo frio como sem
estresse (Figura 7A). Diamida também inibiu (~75%) a oxidagcdo de succinato
por mitocondrias de batata estressadas e nao estressadas pelo frio (Figura 7B).
Tendo em vista os resultados mostrados nas Figuras 5 e 6, bem como aqueles
apresentados na Figura 7, pode—se afirmar que a diamida estaria promovendo
inibicdo da atividade da AOX.
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Figura7. Efeitos do Ca**, mersalil e diamida sobre a oxidacdo de NADH
externo e succinato em mitocondrias isoladas de tubérculos de batata
nao estressados e estressados pelo frio

Determinagdo do consumo de oxigénio em mitocondrias de batata (1 mg.mL™') foi
realizada como descrito na Figura 5 em meio de reacdo padréo descrito no item 4.5. de
Materiais e Métodos, com suplementagdo de cianeto 1 mmol.L™", utilizando NADH 2
mmol.L™" (A) ou succinato 2 mmol.L™" (B) como substratos. O consumo de oxigénio foi
medido com mitocondrias de tubérculos de batata ndo estressados e estressados pelo
frio. * Os experimentos sdo diferentes do controle (p < 0,05). Os resultados sdo média +
DP de 6 experimentos independentes.
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5.1.4. Efeitos de diferentes concentracdes de Ca?* sobre a oxidacao de
NADH e succinato

A presenca de Ca®** 1 mmol.L™" causou um estimulo na oxidagédo de
NADH (Figura 5A) e, quando na presenga de cianeto, uma inibigdo tanto na
oxidacado de NADH como na de succinato (Figura 7A,B). Como estes
resultados sugerem que na presenca de Ca®* os elétrons fluem
preferencialmente através da via do citocromo, novos experimentos foram
realizados. A Figura 8A mostra a oxidacdo de NADH em mitocOndrias de
tubérculos de batata ndo estressados na presenga de concentragdes
crescentes de Ca?* (0,1 — 1,5 mmol.L™") na auséncia de cianeto. O maximo de
estimulo na oxidacdo de NADH (~32%) foi observado para a concentracao de
Ca? 1 mmol.L™". A Figura 8B mostra o efeito inibitério provocado por Ca** (0,1
— 1 mmol.L™") na oxidagdo de NADH e succinato em mitocéndrias de tubérculos
nao estressados e estressados pelo frio, na presenca de cianeto. O maior
efeito inibitério (~30%) ocorreu na presenca de Ca?* 0,5 mmol.L™".
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Figura 8. Efeito de diferentes concentracées de Ca** na velocidade de

oxidacao do NADH e succinato

Suspensao mitocondrial (1 mg.mL") de tubérculos ndo estressados (O) e estressados
pelo frio (Q) foi adicionada ao meio de reagdo padrao descrito no item 4.5. de Materiais
e Métodos, antes de iniciar a reagdo com NADH 2 mmol.L' (O) ou succinato 2 mmol.L’
(Q), em um volume final de 1,2 mL a 28 °C. Qs experimentos foram realizados na
auséncia (A) ou presenga (B) de cianeto 1 mmol.L". * Os experimentos sdo diferentes
do controle (p < 0,05). Os resultados sdo média + DP de 4 experimentos
independentes.
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5.1.5. Determinacao do Potencial Elétrico de Membrana

Com a finalidade demonstrar que os efeitos do mersalil realmente séo
devidos a inibicdo da NADH desidrogenase externa e ndo devidos a alteracao
do 111, foram realizados experimentos (Figura 9) onde o potencial elétrico de
membrana de mitocdndrias isoladas de tubérculos estressados pelo frio foi
formado a partir da oxidacdo de NADH (Figura 9a) e succinato (Figura 9b).
Estes resultados indicam que a inibicdo de ~40% causada por mersalil na
oxidacao de NADH mostrados na Figura 5B né&o resulta de despolarizagdo. A
pré—incubacdo com SHAM 1 mmol.L™" ndo alterou o [I[] (Figura 9b,d). O
completo colapso do [1[] provocado pela adicdo de FCCP é mostrado em

(Figura 9e).
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Figura 9. Efeitos da adicao de mersalil, SHAM e FCCP no Ay em

mitoconzdrias isoladas de tubérculos estressados pelo frio

Suspensao mitocondrial (0,3 mg.mL_1) foi adicionada ao meio de reacao descrito
no item 4.7. de Materiais e Métodos. As adi¢cdes, conforme indicado na Figura,
foram: NADH 1 mmol.L™ (a,b,e) ou succinato 2 mmol.L™ (e, d), mersalil 20
umol.L™" (ab,c,d) e FCCP 1 p.mol.L™! (¢). Em (b,d) as mitocondrias foram pré—
incubadas com SHAM 1 mmol.L™" por 1 minuto.
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5.1.6. Transicao de Permeabilidade Mitocondrial

Até o presente momento nao foi possivel demonstrar o transporte de
Ca®* para o interior de mitocondrias isoladas de tubérculos de batata.
Entretanto, a adicdo deste ion provoca um amplo inchamento mitocondrial,
mesmo na auséncia de agentes indutores de transicdo de permeabilidade. No
presente estudo, o efeito do estresse pelo frio sobre os tubérculos de batata, no
inchamento mitocondrial, foi avaliado pela primeira vez. Os experimentos de
inchamento foram realizados na presengca de FCCP e antimicina A para
eliminar os efeitos do Ay e do transporte de elétrons sobre o fen6meno
observado.

A Figura 10A representa experimentos realizados com mitocéndrias
isoladas de tubérculos de batata ndo submetidos ao estresse. Neste
experimento foi avaliado o efeito provocado pela adicdo de Ca®* 1 mmol.L’
(Figura 10A—-linha b), concentragdo do ion que provocou 0 maior estimulo na
velocidade de oxidacdo de NADH (Figuras 5 e 7). Pode—se perceber que a
adicao do ion causa um rapido aumento da absorbéancia, seguido de um amplo
inchamento mitocondrial, em comparagdo ao controle (Figura 10A—linha a). A
pré—incubacdo da suspensdo mitocondrial na presenca de EGTA 1 mmol.L'
(Figura 10A-linha c), um quelante de Ca®*, demonstra que o efeito observado
se deve a presenca do ion livre. O envolvimento de grupamentos SH da
membrana no fendmeno de inchamento induzido pela presenca de Ca?* fica
claro ao observarmos o experimento onde as mitocdndrias foram pré—
incubadas com DTT 1 mmol.L’ (Figura 10Alinha d). A presenca desse agente
redutor de SH protegeu as mitocondrias do efeito provocado por Ca?*. A adicao
de catalase (Figura 10Alinha e) provocou uma demora para que o inchamento
pela adicdo de Ca** ocorresse, indicando um possivel envolvimento de HzOx.

Os efeitos do Ca®* e dos agentes protetores de transicdo de
permeabilidade sobre o inchamento mitocondrial foram avaliados pela primeira
vez em mitocondrias de tubérculos de batata submetidas ao estresse pelo frio
(Figura 10B). A Figura 10B (linha b) mostra que essas mitocéndrias de

tubérculos estressados sdo mais susceptiveis aos efeitos do Ca®* ja que é
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possivel observar que nessas mitocéndrias o inchamento induzido pelo ion
ocorre numa velocidade maior que em mitocdndrias de tubérculos nao
estressados. Foi possivel observar a auséncia de inchamento mitocondrial
devido & protecdo exercida pela presenca de EGTA (Figura 10Blinha c), DTT
(Figura 10Blinha d) e catalase (Figura 10Blinha e), indicando que apesar de as
mitocondrias estressadas estarem mais suscetiveis aos efeitos do Ca®*, os
fenbmenos observados em ambas as situagées sao decorrentes da presenca
do ion livre e envolvimento de grupamentos SH e de espécies reativas de
oxigénio.

Em alguns experimentos o inchamento mitocondrial induzido pelo Ca?*
demorou um tempo maior para acontecer (>15 minutos) mostrando uma
sensibilidade variada de mitocéndrias de diferentes preparacées ao ion. Como
mostrado na Figura 10A,B (linhas e€), a presenca de catalase atrasou o
inchamento. Portanto, a utilizacdo de mitocondrias isoladas de tubérculos de
batata com um diferente conteudo de enzimas protetoras pode interferir no
experimento e explicaria a diferente sensibilidade das mitocéndrias ao Ca?".
Isso é possivel porque o estresse abidtico como o frio provoca aumento das
enzimas antioxidantes (APEL e HIRT, 2004).

Segundo Kowaltowski et. al (2001) a adicdo de Ca?* em suspensdes
mitocondriais provoca um deslocamento de Fe?* presente em proteinas,
catalisando assim a formacao de radicais hidroxila a partir de H-O, pela reacao
de Fenton. Além disso, segundo estes autores, Ca®* aumenta a formacdo de
radical superdxido pela cadeia respiratéria, o qual é convertido para H2O- pela
superoxido dismutaseMn. Portanto, todos os radicais hidroxilas formados
indiretamente pela acdo do Ca®* levariam & oxidacdo de grupamentos SH e de
lipidios de membrana culminando na transicao de permeabilidade mitocondrial
(KOWALTOWSKI et al., 2001). Deste modo, segundo esses autores, a
formacao de H2O, ocorre previamente ao fenébmeno de TPM. Assim sendo, a
adicao de catalase (Figura 10) previniu a formacéao de H»O, decorrente da agéao
do Ca®*, impedindo o inchamento mitocondrial (Figura 10 — linha e).
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Figura 10. Inchamento mitocondrial induzido pela adicao de

Ca** em mitocondrias isoladas de tubérculos de batata nao
estressados (A) e estressados (B) pelo frio
Suspens&o mitocondrial (150 pg.mL™") foi adicionada ao meio de reagao
contendo sacarose 250 mmol.L', HEPES—K* 10 mmol.L" (pH 7,2), FCCP 1
umol.L', AA 150 ug.mL™ em um volume final de 1 mL, a 28 °C como
mostrado em (a). .
Em (b) o inchamento foi iniciado pela suplementagéo de Ca** 1 mmol.L'.
Em (c), (d) e () mitocondrias em meio de reagao foram pré—incubadas por
1 minuto com EGTA 1 mmol.L", DTT 1 mmol.L' e catalase 2 umol.L",
respectivamente, e em seguida adicionado Ca** 1 mmol.L".
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Além dos efeitos do estresse pelo frio ndo existiam relatos anteriores
referentes aos efeitos da adicdo do SHAM no inchamento mitocondrial de
mitocondrias isoladas de tubérculos de batata. Como observado anteriormente,
a adicdo de SHAM nos experimentos de consumo de oxigénio provocou uma
protecao contra os efeitos de mersalil 75 umol.[1 em mitocdndrias de batatas
nao estressadas, além de proteger contra os efeitos de mersalil 20 e 75
umoI.I;1 em mitocondrias de batata estressadas pelo frio oxidando NADH
(Figura 5A,B). Como ja foi mencionado, este efeito ndo pode estar relacionado
a inibicdo da AOX, tendo em vista que o perfil observado com a adicao de
SHAM né&o foi diferente do experimento controle até mesmo na situagdo de
batata estressada. Deste modo os efeitos do SHAM foram avaliados pela
primeira vez nos inchamentos mitocondriais provocados por Ca®* e/ou mersalil,
bem como Ca?" e diamida, utilizando para isso mitocdndrias isoladas de
tubérculos de batata.

A Figura 11 mostra os efeitos provocados pelo SHAM no inchamento
mitocondrial induzido por Ca®* em mitocdndrias de batatas sem estresse.
Como se pode observar, os efeitos sdo dependentes da concentragdo de
SHAM utilizada, sendo que SHAM 3 mmol.L' causa a maior protecédo (Figura
11linhas b,c,d), podendo ser observado pela menor velocidade de inchamento.
Como nessas mitocondrias o nivel de AOX é muito baixo (ver Figura 7), o efeito
do SHAM observado pode estar relacionado as suas propriedades de ligacao
com o ferro. O uso de outro inibidor da AOX, o &cido benzilhidroxamico

(BHAM), teve o0 mesmo efeito (Figura 11linha e).
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Figura 11. Efeitos do SHAM e BHAM sobre o inchamento mitocondrial

induzido pela adicdo de Ca** em mitocondrias isoladas de tubérculos de
batata nao estressados

Suspensdo mitocondrial (150 pug.mL™") foi adicionada ao meio de reagdo contendo
sacarose 250 mmol.L', HEPES—K* 10 mmol.L' (pH 7,2), FCCP 1 pmol.L', AA 150
ng.mL™" em um volume final de 1 mL, a 28 °C. )

Em (a) o inchamento foi iniciado pela adigdo de Ca** 1 mmol.L'.

Em (b), (c), (d) e (e) as mitocébndrias em meio de reagdo foram pré—incubadas por._1
minuto com SHAM 1 mmol.L', SHAM 2 mmol.L', SHAM 3 mmol.L" e BHAM 3 mmol.L',
respectivamente, e em seguida adicionado Ca**.
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Com a finalidade de continuar os estudos em relagdo aos efeitos de
SHAM em outra situacdo indutora de inchamento mitocondrial, realizaramse
experimentos nos quais os efeitos de Ca** e diamida (0,3 mmoI.U) foram
avaliados. Além de proteger as mitocéndrias do inchamento provocado
somente por Ca®* (Figura 11), a sua pré—incubagdo com SHAM também afetou
o inchamento induzido por Ca®* e diamida, como pode ser visto na Figura 12.
Devido ao efeito da diamida em aumentar o inchamento mitocondrial utilizouse
Ca® numa concentracdo menor (0,5 mmol.L'). Assim sendo, a adicdo de Ca®*
0,5 mmol.L" ndo provocou inchamento das mitocondrias (Figura 12linha a).
Entretanto, a adigdo de Ca® 0,5 mmol.L' e diamida 0,3 mmol.L' causou um
inchamento (Figura 12linha b) que foi protegido pela presenca de SHAM 1
mmol.L’ (Figura 12linha c). Até mesmo na presenca de diamida 0,3 mmol.L" e
de maior concentracdo de Ca®* 1 mmol.L' houve protecdo pela presenca de
SHAM 3 mmol.L’ (Figura 12linha e). Na Figura 12 (linha f) observouse o efeito
redutor do DTT 1 mmol.L' impedindo o inchamento mitocondrial mesmo em
presenca de Ca®* 1 mmol.L' e diamida. Este resultado est4 de acordo com o
observado por FORTES et al. (2001), onde se verificou também em
mitocOndrias de tubérculos de batata a protecdo do inchamento mitocondrial
induzido por 0,3 mmol.L' de diamida e 0,6 mmol.L' de Ca®* pelo uso de DTT 2
mmol.L', reafirmando assim o importante papel que a oxidagdo de
grupamentos SH de membrana desempenham para a abertura do poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial. Além disso, estes dados mostrando
protecdo contra o inchamento na presenca de SHAM indicam fortemente que
ERO estéo envolvidos no fenémeno de TPM ja que a adicdo deste quelante de
Fe?* afeta negativamente o inchamento mitocondrial provavelmente por
diminuir a formacéao de radicais superdxido através da dimuicdo da reacao de
Fenton.
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Figura 12. Efeitos do SHAM sobre o inchamento mitocondrial induzido
pela adicdo de Ca** e diamida em mitocondrias isoladas de tubérculos de
batata nao estressados

Suspensdo mitocondrial (150 ug.mL™") foi adicionada ao meio de reagdo contendo
sacarose 250 mmol.L', HEPES-K* 10 mmol.L' (pH 7,2), FCCP 1 pmol.L', AA 150
ug.mL™" em um volume final de 1 mL, a 28 °C. .

Em (a) foi adicionado Ca** 0,5 mmol.L' e em (b) Ca** 0,5 mmol.L' e diamida 0,3
mmol.L".

Em (c) as mitocondrias em meio de reagdo foram pré—incubadas por 1 minuto com
SHAM 1 mmol.L' e em seguida adicionado Ca®* 0,5 mmol.L' e diamida 0,3 mmol.L".

Em (d) foi adicionado Ca®** 1 mmol.L' e diamida 0,3 mmol.L".

Em (e) e (f) as mitocondrias em meio de reagdo foram pré—incubado por 1 minuto com
SHAM_1 mmol.L" e DTT 1 mmol.L', respectivamente, em seguida adicionado Ca** 1
mmol.L' e diamida 0,3 mmol.L".
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Ainda para avaliar os efeitos do SHAM sobre o inchamento mitocondrial,
realizaramse experimentos para verificar a acdo do inibidor da AOX sobre a
acao do mersalil, tendo em vista a protecao sobre a acdo deste agente tidlico
nos experimentos de consumo de oxigénio induzido por NADH (Figura 5A,B).
Desta forma podemos observar na Figura 13 que mitocondrias de batata sem
estresse apresentam um rapido inchamento mitocondrial na presenca de
mersalil 20 umoI.I;1 (Figura 13linha a). Este inchamento foi pouco afetado pela
presenca de SHAM 1 mmol.L' (Figura 13linha b). Os efeitos do mersalil sé&o
totalmente impedidos pela adicdo de DTT (Figura 13linha c), mostrando que o
mecanismo de agao envolve a participacdo de grupamentos SH. Além disso, a
protecdo exercida pela adicdo de EGTA 1 mmol.L’ (Figura 16linha d) mostra a
dependéncia do mersalil por baixas concentracdes de Ca®* contaminante para
o desenvolvimento de sua agao, ja que ndao houve adicdo do ion durante o
experimento. Desta forma foram testados os efeitos do mersalil em uma baixa
concentracdo de Ca?* (25 umol.f), bem como a presenca de EGTA 25 umoI.I;1
para eliminar a presenca de Ca®* contaminante. O inchamento provocado por
mersalil 2,5 umol.L' (Figura 13linha e) é aumentado pela adicdo de Ca®* 25
umol.[1 (Figura 13linha f). Na auséncia de Ca?* contaminante (EGTA 25
umol.L') e na presenca de Ca® em baixa concentragdo (Ca®* 25 umol.L') a
adicdo de mersalil 2,5 Jmol.L" nao provocou inchamento mitocondrial (Figura
13linha g) mostrando a necessidade da presenca do ion para a observagao do

fendbmeno de inchamento.
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Figura 13. Efeitos do SHAM sobre o inchamento mitocondrial induzido
pela adicdao de mersalil em mitocondrias isoladas de tubérculos de batata
nao estressados
Suspensdo mitocondrial (150 ug.mL“) foi adicionada ao meio de reacdo contendo
sacarose 250 mmol.L', HEPES-K* 10 mmol.L' (pH 7,2), FCCP 1 pmol.L', AA 150
ng.mL™" em um volume final de 1 mL, a 28 °C.
Em (a) foi adicionado mersalil 20 umoI.L1.
Em (b), (c) e (d) as mitocondrias em meio de reacao foram pré—incubadas por 1 minuto
com SHAM 1 mmol.L", DTT 1 mm<_)I.L1 e EGTA 1 mmol.L', respectivamente, e em
seguida adicionado mersalil 20 umol.]f. i i
Em (e) adicionado mersalil 2,5 pmol.L" e em (f) Ca** 25 umol.L' e mersalil 2,5 umol.L".
Em (g) as mitocondrias em meio de reacdo foram pré—incubadas por 1 minuto com
EGTA 25 mmol.L' e em seguida adicionado Ca** 25 umol.L' e mersalil 2,5 umol.L".
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For fim, os efeitos protetores do SHAM também foram observados em
mitocdndrias isoladas de tubérculos estressados pelo frio (Figura 14),
verificando assim outra condigdo nédo estudada anteriormente. A pré—incubacao
da suspensdo mitocondrial com SHAM 1 mmol.L’ (Figura 14linha b) e DTT 1
mmol.L’ (Figura 14linha c) atrasou e impediu o inchamento induzido por
mersalil 20 umol.l] (Figura 14linha a), respectivamente, assim como aconteceu
com as mitocdndrias sem estresse (Figura 13). Na presenca de EGTA 25
umol.l], uma condicdo onde o Ca** contaminante ndo interfere nos
experimentos, mersalil 20 umoI.I;1 nao provocou inchamento mitocondrial
(Figura 14linha d). Mersalil 20 pmol.L' e Ca®* 50 pmol.L' foram capazes de
provocar o inchamento mitocondrial na presenga de EGTA 25 umol.£1 (Figura
14linha e), que foi parcialmente protegido pela presenca de catalase (Figura
14linha g) e impedido pela presenca de SHAM 1 mmol.L’ (Figura 14linha f).
Essa protecao total do inchamento induzido por mersalil 20 umoI.D, devido a
presenca de SHAM, em uma condicdo de baixa concentragdo de Ca?* (Figura
14linha f), mostra que o0 SHAM na concentragao de 1 mmol.L' é suficiente para
quelar todo o ferro livre presente, impedindo seus efeitos indiretos pela
formagdo de ERO, além de evitar os efeitos do mersalil, os quais sao

dependentes da presenca do Ca?".
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Figura 14. Efeitos do SHAM sobre o inchamento mitocondrial induzido

pela adicdao de mersalil em mitocondrias isoladas de tubérculos de batata
estressados

Suspensdo mitocondrial (150 pug.mL™") foi adicionada ao meio de reagdo contendo
sacarose 250 mmol.L', HEPES—K* 10 mmol.L' (pH 7,2), FCCP 1 pmol.L', AA 150
ng.mL™" em um volume final de 1 mL, a 28 °C.

Em (a) foi adicionado mersalil 20 pmol.L".

Em (b), (¢) e (d) f as mitocéndrias em meio de reacao foram pré—incubadas por 1 minuto
com SHAM 1 mmol.L', DTT 1 mmol.L' e EGTA 25 pmol.L', respectivamente, e em
seguida adicionado mersalil 20 pmol.L".

Em (e) as mitocéndrias em meio de reagao foram pré—incubadas por 1 minuto com
EGTA 25 umol.L' e em seguida adicionado Ca®* 50 umol.L' e mersalil 20 umol.L".

Em (f) e (g) as mitocdndrias em meio de reacao foram pré—incubadas por 1_minuto com
EGTA 25 umol.L" e em seguida pré—incubado por 1 minuto SHAM 1 mmol.L' e catalase
2 umol.L', respectivamente, seguido da adigao de Ca®* 50 umol.L' e mersalil 20 pmol.L".
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5.2 ESTUDO COM MITOCONDRIAS DE CULTURAS EMBRIOGENICAS
DE A. angustifolia

5.2.1. Isolamento de mitocondrias de culturas embriogénicas de
Araucaria angustifolia

Esta € a primeira vez que mitocéndrias foram isoladas de culturas
embriogéncias de Araucaria angustifolia. Como nada se conhece das fungdes
mitocondriais desta gimnosperma ancestral, a comparacao com a angiosperma
Solanum tuberosum podera elucidar possiveis diferencas fundamentais tanto
em relagdo as fungdes, efeito de ERO, assim como semelhangas quanto as
enzimas especificas de plantas, reconhecidamente antigas na escala evolutiva,

como é o caso da AOX.
5.2.2. Determinacao do controle respiratorio (CR)

A Figura 15 representa o consumo de oxigénio por mitocondrias isoladas
de culturas embriogéncias de A. angustifolia na presenca de varios substratos
oxidaveis. A Figura 15A mostra o consumo de oxigénio em mitocondrias
respirando com succinato como substrato, na presenca de fosfato. Pela adicao
de 75 nmol de ADP a velocidade respiratéria aumentou de 30 para 75 ng
atomos O.mg~'.mL™" (estado 3) e voltou para o estado de repouso (estado 4)
com velocidade de 33 ng atomos O.mg™'.mL™" depois que todo o nucleotideo
de adenina adicionado foi consumido. Apds nova adicdo de ADP ao meio de
reacdo foram observados novamente os estados 3 e 4 da respiracéao,
evidenciando a capacidade fosforilativa das mitocéndrias. Os controles
respiratérios calculados para as duas adicées de ADP foram 2,3 e 2,5, ou seja,
bons indices para mitocondrias vegetais, levando em consideracdo a
dificuldade do isolamento mitocondrial e também a presenca da AOX, o que
serd discutido adiante.

Na Figura 15B observa—se nestas mitocdndrias o consumo de oxigénio

induzido pela oxidagdo da mistura malato / glutamato. As velocidades dos
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estados 3 e 4 foram 66 e 38 ng atomos O.min"'.mg™", respectivamente. Na
segunda adicdo de ADP as velocidades dos estados 3 e 4 foram 84 e 45 ng
atomos O.min"".mg™". Os controles respiratérios calculados foram de 1,7 e 1,9.

A Figura 15C mostra também com mitocondrias isoladas de culturas
embriogénicas de A. angustifolia o consumo de oxigénio pela oxidacdo de
NADH. O fato de essas mitocondrias consumirem oxigénio pela oxidacdo de
NADH na presenca de rotenona demonstra a presenca de NADH
desidrogenase externa. Além disso, como foi possivel determinar o controle
respiratério (CR = 2,1), demonstra—se o acoplamento entre o consumo de O; e
a fosforilagdo oxidativa, ou seja, que os elétrons estdo sendo transportados
para os complexos lll e IV, e que o potencial elétrico de membrana gerado esta
sendo usado para a sintese de ATP pela ATP sintase a partir de ADP e Pi. A
adicao de FCCP causou um estimulo da respiracdo durante a oxidacao de
NADH. Isto mostra o desacoplamento do Ay, ja que a respiracéo é dependente

do potencial elétrico de membrana.
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Figura 15. Consumo de oxigénio em mitocondrias isoladas de culturas
embriogénicas de A. angustifolia utilizando succinato, malato / glutamato
ou NADH como substratos oxidaveis
O meio de reagdo continha sacarose 0,25 M, K-Hepes 10 mM (pH 7,2), KCI 2 mM, BSA
essencialmente livre de acidos graxos 0,2 g%, Pi 2 mM, e succinato 5 mmol.L™" (A),
malato 1 mmol.L™" / glutamato 5 mmol.L™" (B) ou NADH 2 mmol.L™" (C), num volume final
de 1,2 mL a 28 °C. O consumo de oxigénio foi iniciado pela adi¢do de 0,3 mg.mL™" de
proteina mitocondrial. Outras adicées foram rotenona 10 umol.L™" (A,C), ADP 75 ou 150

nmol e FCCP 1 puM, como indicado nas Figuras. A Figura é representativa de 3
experimentos independentes.
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5.2.3. Capacidade de oxidacao de NAD(P)H

Utilizando mitocéndrias de A. angustifolia rompidas em nitrogénio
liquido, foi realizado um experimento de consumo de oxigénio induzido pela
oxidagdo de NADH ou NADPH na presenca e auséncia de rotenona e Ca?",
que esta representado na Tabela 2. Assim fica demonstrada a presenca de
NADH e NADPH desidrogenases insensiveis a rotenona. Além disso, as
oxidagbes de NADH e NADPH foram estimuladas 18 e 28%, respectivamente,
pela adicdo de Ca®** 1 mM, mostrando que nas mitocdndrias dessa
gimnosperma existe um controle destas enzimas na presenca deste ion, bem

como ocorre em mitocondrias de batata (MELO et al., 1999).

Tabela 2. Capacidade de oxidacdo de NAD(P) em mitocondrias de A.
angustifolia rompidas em nitrogénio liquido:

Atividade (ng atomo O.min"".mg™)
Total insensivel a rotenona | sensivel a rotenona*
NADH 546 +4)9 38,5+1,6 16,1 +4,3
+ Ca®* 62,2 +10,2 456 + 2,1 16,6 + 8,1
NADPH 345+11 31,4+0,5 3,1+0,7
+ Ca®* 46,1 +1,6 44,0 +0,7 2,1+0,9

— O meio de reagdo continha sacarose 0,25 M, K—Hepes 10 mM (pH 7,2), KCI 2 mM,
BSA essencialmente livre de &cidos graxos 0,2 g%, Pi 2 mmol.L™", 0,3 mg.mI™" da
suspensdo de mitocondrias rompidas em nitrogénio liquido.. As concentracées finais
foram NADH 2 mM, NADPH 2 mM, Ca* 1 mM e rotenona 10 uM. O sinal + indica adicao
consecutiva. * O meio foi suplementado com rotenona 10 umol.L™". ** Atividade calculada
pela diferenca entre Atividade Total e Atividade Insensivel a rotenona. Cada valor
representa média £ desvio padrao de 3 experimentos independentes.
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5.2.4. Determinacao do Potencial Elétrico de Membrana

A capacidade fosforilativa das mitocondrias isoladas de culturas
embriogénicas de A. angustifolia, demonstrada pelos experimentos de
consumo de oxigénio, foi confirmada nos experimentos de determinacdo do
potencial elétrico de membrana. A Figura 16 mostra a geracao de potencial de
membrana (Ay) a partir da energizagao por succinato ou NADH na presenca de
rotenona. Na Figura 16A, onde o Ay foi gerado a partir da adi¢gdo de succinato,
a adicao de ADP 30 nmol provocou uma queda e retorno ao potencial elétrico
de membrana previamente estabelecido. A queda do Ay apdés a adicao do ADP
mostra que a sintese de ATP depende do potencial elétrico de membrana.
Essa queda do Ay € acompanhada pelo aumento da velocidade respiratéria
(Figura 15). Nesse experimento a adicdo de Ca** 100 uM provocou a queda do
Ay . Esse fato é compativel com o influxo de Ca**, que utiliza o potencial
elétrico de membrana para realizar essa tarefa. A capacidade de transporte de
Ca® pelas mitocondrias de A. angustifolia foi confirmada através de
experimentos de transporte de Ca?* utilizando a variacdo espectral do arsenazo
lll, e serd mostrado adiante. Ainda na Figura 16A observa—se que a adicao de
FCCP provoca o colapso do Ay. A Figura 16B mostra queda de Ay provocada
por ADP e Ca®* em mitocondrias energizadas com NADH. A queda do Ay
devido a adicdo de ADP €& acompanhado de um aumento da velocidade
respiratéria (Figura 15C), mostrando o desacoplamento da respiracdo e
fosforilacdo oxidativa. A energizacdo das mitocondrias por malato/glutamato,
succinato e NADH mostra como que estes efeitos sdo independentes do
substrato utilizado. A energizacdo por NADH externo (Figurai6C e 17B)
confirma a presenca de uma NADH desidrogenase, presente na membrana
mitocondrial interna, capaz de transferir elétrons para a ubiquinona e o restante
da cadeia respiratoria, de modo a produzir potencial elétrico de membrana.

Na Figura 16C, na presenga prévia de oligomicina, um inibidor da
ATPase, ndao ocorreu queda do Ay depois da segunda adicdo de ADP,
confirmando o consumo do potencial elétrico de membrana por esta enzima

durante a fosforilagdo. Resultados semelhantes foram obtidos utilizando
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succinato como substrato, ou ainda, adicionando—se oligomicina previamente a
adicao de NADH ou succinato (dados nao mostrados).

Nos experimentos representados pela Figura 16D, a presenca do
inibidor do uniporter de Ca®*, vermelho de ruténio, evitou a queda do Ay
provocado na presenca de Ca?*, indicativo mais uma vez da presenca de um
transportador do ion calcio para o interior da mitocondria, dependente do
potencial elétrico de membrana, como observado para mitocéndrias isoladas
de Jerusalem artichoke (RUGOLO et al., 1990), milho (Zea mays L.) (MARTINS
et al., 1986), soja (Glycine max), feijao (Phaseolus vulgaris) e café (Coffea
arabica) (CARNIERI et al., 1987; MARTINS et al., 1993).
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Figura 16. Efeitos da adicao de Ca%*, ADP, oligomicina, FCCP e/ou
vermelho de ruténio sobre o potencial elétrico de membrana em
mitocondrias isoladas de culturas embriogénicas de Araucaria
angustifolia
Suspensdo mitocondrial (300 pg.mL™") foi adicionada ao meio de reagdo padrio descrito
na Figura 5 suplementado com Pi 2 mmol.L™', rotenona 10 pmol.L™" e safranina O 5
umol.L™', num volume final de 2 mL a 28 °C. A reacdo foi iniciada pela adicdo de
succinato (A,D) ou NADH (B,C). Outras adi¢ées foram ADP (30, 50 ou 100 nmol), Ca**
(100 ou 200 pmol.L™"), oligomicina O 2,5 ug.mg™ € FCCP 1 umol.L™", conforme indicado
nas Figuras. As mitocondrias foram pré—incubadas por 2 minutos na presenca de
vermelho de ruténio 5 umol.L™' em (D). A Figura é representativa de 3 experimentos
independentes.
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5.2.5. Transporte de Ca®*

A capacidade de transporte de Ca®* por mitocdndrias isoladas de
culturas embriogénicas de A. angustifolia foi confirmada com os experimentos
representados pela Figura 17. Nesses experimentos foi utilizado o arsenazo lll,
um corante que muda sua absorbancia em diferentes comprimentos de onda
na presenca de Ca®*. Na Figura 17A observa—se o aumento de AA decorrente
de adicdes consecutivas de Ca®*. Apés a adicdo de succinato ocorre uma
diminuicao do AA, indicando que o Ca®* est4 sendo transportado para a matriz
mitocondrial utilizando para isso o Ay. Em experimentos realizados na
auséncia de Pi, a adicdo de succinato nao resultou em diminuicdo no AA, ou
seja, ndo ocorreu a captacdo de Ca?* (dados ndo mostrados). Na Figura 17B,
demonstra—se que o NADH também gera potencial elétrico de membrana
capaz de captar Ca®*, também somente apds a adicdo de Pi. Desta forma
comprova—se que o influxo de Ca** é dependente da presenca de Pi e utiliza o
potencial elétrico de membrana para ocorrer. A adicdo de FCCP apds todo o
Ca?* ter sido captado, resulta em liberacéo do ion pelo reverso da via uniporter.
Nos experimentos representados pela Figura 17C a adicdo de vermelho de
ruténio, um inibidor do uniporter de Ca®* em mitocdndrias de plantas e
mamiferos, também resulta em efluxo do ion, porém pela via de efluxo. Deste
modo percebe—se que a velocidade de influxo € maior que a velocidade de
efluxo, e que a saida do ion ocorre por uma via independente da entrada, como
ja constatado para outras mitocondrias isoladas de mamiferos e plantas
(MARTINS e VERCESI, 1985; MARTINS et al., 1986; VERCESI, 1993). Nao
ocorreu influxo de Ca®" quando o inibidor vermelho de ruténio foi adicionado
antes do substrato, conforme pode ser observado na Figura 17D.
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5.2.6. Determinacao da respiracao insensivel ao cianeto e sensivel ao
SHAM

Além da presenca de NAD(P)H desidrogenases insensiveis a rotenona
foi possivel demonstrar em mitocdndrias isoladas de culturas embriogénicas de
Araucaria angustifolia a presenca da oxidase alternativa e da proteina
desacopladora (PUMP).

A Figura 18 mostra através do consumo de oxigénio em mitocdndrias de
Araucaria angustifolia uma respiracdo insensivel ao cianeto e sensivel ao
SHAM. Foram adicionados diferentes substancias com o objetivo de se
estimular ao maximo a AOX nestas organelas:

- ATP foi utilizado para estimular a succinato desidrogenase, ja que
succinato foi o substrato oxidavel.

- Propranolol estava presente para inibir o canal aniénico de plantas
(MARTINS et al., 1993).

- Utilizou-—se DTT e piruvato diretamente no meio de reagdo com o
objetivo de estimular a oxidase alternativa (WAGNER et al., 1995).
Dessa forma foi possivel determinar uma respiragdo pela via alternativa

que foi equivalente a ~34 % da respiracao total. Entretanto, experimentos
utilizando anticorpo anti—AOX sdo necessarios para a confirmacao destes
resultados.
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Figura 18. Respiracao insensivel ao cianeto e sensivel ao SHAM em
mitocondrias isoladas de culturas embriogénicas de Araucaria
angustifolia:
Suspensdo mitocondrial (0,5 mg.mL™) foi adicionada ao meio de reagdo padrio descrito
na Figura 5, suplementado com rotenona 10 umol.L™", propranolol 300 mmol.L™, piruvato
0,1 mmol.L™", ATP 0,15 mmol.L™", DTT 1 mmol.L™" e succinato 2 mmol.L™", num volume
final de 1,2 mL a 28 °C. Outras adi¢ées foram cianeto 1 mmol.L™' ¢ SHAM 1 mmol.L™",
conforme indicado. A Figura é representativa de 6 experimentos independentes.
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5.2.7. Desacoplamento provocado por acido oléico

A presenca da PUMP foi determinada através da determinagdo do
potencial elétrico de membrana e do consumo de oxigénio conforme a Figura
19. Durante o consumo de oxigénio o meio de reacdo foi suplementado com
propranolol e ATP pelas mesmas razdes descritas para a Figura 18. Além
disso, foram adicionados BHAM e atractilosideo, para eliminar as interferéncias
da AOX e da ATP-sintase, respectivamente. Dessa forma, foi possivel
demonstrar um aumento da velocidade respiratoria (Figura 19A) e
desacoplamento (Figura 19B) na presenca de &cido oléico, um indutor da
proteina desacopladora em mamiferos e plantas. Quando o acido oléico estava
presente previamente a adicao do succinato (Figura 19C) nao houve formagao
de Ay. A adicdo de BSA na concentragdo de 0,1 g% provocou uma diminuigao
da velocidade respiratéria (Figura 19A) e um aumento do Ay (Figura 18B,C),
devido a sua capacidade de se ligar aos acidos graxos, de modo que novas
adicées de BSA ou ainda ATP (1 mmol.L™") ndo se mostraram capazes de
acoplar as mitocondrias. Na Figura 19A pode-se observar que a adigdo do
protonéforo FCCP na concentragdo de 1 pmol.L”' aumentou a velocidade
respiratéria da mesma forma que a adicdo de acido oléico, indicando que na
presenca do acido graxo a mitocondria estava desacoplada. Isso pode ser
confirmado pelo experimento representado na Figura 19C, onde o Ay néo foi
gerado pela adi¢do de succinato. Neste caso, houve formacao de Ay somente
apds a adicao de BSA. Contudo, a presenca de PUMP nessas mitocéndrias sé

pode ser confirmada pelo uso de anticorpos anti-PUMP.
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Figura 19. Consumo de oxigénio (A) e Ay (B,C) demonstrando a

presenca da PUMP em mitocondrias isoladas de culturas embriogénicas

de Araucaria angustifolia:
(A) Suspensdo mitocondrial (0,5 mg.mL™") foi adicionada em meio de reacdo padrao
descrito no item 4.5 de Materiais e Métodos, sem BSA, suplementado com Pi 2 mmol.L™,
rotenona 10 umoI.L_1, oligomicina 2,5 ;,Lg.mg_1 de proteina, ATP 0,15 mmol.L ™",
atractilosideo 20 pmol.L™", propranolol 300 pmol.L™' e BHAM 3 mmol.L™", num volume
final de 1,2 mL a 28 °C. Outras adigdes foram: acido oléico 10 umol.L™', BSA 0,1 g%,
ATP 1 mmol.L™" e FCCP 1 umol.L™". (B) Suspensdo mitocondrial (0,3 mg.mL™) foi
adicionada em uma solugao idéntica a (A) suplementado com safranina O 5 umoI.L’1.
Qutras adi¢des foram: acido oléico 5 ;LmoI.L’1 (2 adigbes), BSA 0,1 g%, ATP 1 mmol.L™"
e FCCP 1 umoI.L’1. (C) Suspensao mitocondrial (0,3 mg.mL’1) foi adicionada em uma
solucdo idéntica a (A) suplementado com safranina O 5 umoI.L’1 e 10 umoI.L'1 de é&cido
oléico. Outras adicoes foram idénticas a (B). As reagdes foram iniciadas pela adicdo de
succinato 2 mmol.L™". A Figura é representativa de 3 experimentos independentes.
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6. DISCUSSAO

6.1. ESTUDO COM MITOCONDRIAS DE TUBERCULO DE BATATA

Neste estudo os efeitos de Ca®*, mersalil e diamida foram avaliados em
mitocdndrias isoladas de tubérculos de batata submetidos ou ndo ao estresse
pelo frio. O tratamento pelo frio leva a um aumento da atividade/expressao da
NADH desidrogenase externa e AOX, como pode ser observado pelo aumento
das velocidades respiratorias dos experimentos representados pelas Figuras 5
e 7, mas ndo do complexo |l, como mostra a Figura 6. Piruvato foi adicionado
aos meios de extracao e isolamento para estimular AOX (VANLERBERGHE &
MCINTOSH, 1997), mas nao ao meio de reacado, para evitar interferéncias com
os reagentes tidlicos utilizados. O agente protetor de tidis, DTT, o qual muda a
AOX para sua conformagéo totalmente ativa, foi também evitado devido sua
interacdo com mersalil e diamida. Dessa forma, utilizando DTT e piruvato no
meio de reacado, Calegario e colaboradores (2003) mostraram que 0 aumento
da velocidade respiratéria de mitocondrias de batata devido ao estresse dos
tubérculos pelo frio € devido ao aumento da via insensivel ao cianeto,
diferentemente dos dados representados na Figura 6 e 7, os quais foram
realizados na auséncia dos indutores da AOX. Além disso, é importante
mencionar que, embora o tratamento dos tubérculos pelo frio possa também
aumentar a expressao da PUMP (CALEGARIO et al., 2003), a atividade desta
enzima nao interferiu nos resultados apresentados porque as suspensdes
mitocondriais de batata foram estudadas na presenca de BSA essencialmente
livre de acidos graxos, uma condicao que inativa a PUMP (SMITH et al., 2004).

Os parametros avaliados e interpretados foram o consumo de oxigénio e
Ay medidos durante a oxidacdo de NADH externamente adicionado ou de
succinato. As condigbes experimentais incluiram a presenca de SHAM ou
cianeto. SHAM sendo um inibidor seletivo da via alternativa, permitiu que as
oxidagcbes de NADH e succinato através da via citocromo pudessem ser
estudadas sem a interferéncia da AOX. Inversamente, a presenca de cianeto
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permitiu a investigacdo dos efeitos do Ca?*, mersalil e diamida na atividade
AOX sem a interferéncia da via do citocromo.

Um resultado importante do presente estudo foi que Ca?* inibiu a via
AOX em mitocbndrias de batata energizadas com NADH ou succinato, e este
efeito somente foi experimentalmente verificado quando a via do citocromo
estava inibida por cianeto. Além disso, o tratamento pelo frio ndo mudou este
efeito (Figura 7A,B). Quando a via do citocromo estava funcional, como
anteriormente demonstrado (MJLLER & LIN, 1986; MJLLER et al., 1993), Ca®
estimulou diretamente a NADH desidrogenase externa, como demonstrado
pelo aumento de aproximadamente 50% no consumo de oxigénio durante a
oxidagdo de NADH (Figura 5), mas n&o afetou a oxidagcdo de succinato. Até
onde se conhece, o efeito inibitério do Ca®* sobre a atividade AOX ndo havia
ainda sido descrito. Além disso, nossos resultados mostram claramente que o
estimulo provocado pelo Ca®" na atividade da NADH desidrogenase externa
afeta negativamente a via alternativa (Figuras 5, 7 e 8). Levando—se em
consideragao o fato de que estas enzimas desempenham um importante papel
de protecao da planta durante condicbes adversas, sao necessarios estudos
adicionais a respeito do possivel papel fisiolégico da regulacao das enzimas
mitocondriais alternativas pelo ion calcio.

Os resultados também mostram que o reagente oxidante de grupos tiol,
diamida, € um potente inibidor da AOX e seu efeito foi somente observado
quando a via do citocromo estava inibida, bem como aconteceu para o ion
célcio. Portanto, quando os experimentos foram realizados na presenca de
cianeto, a diamida causou inibicao total do consumo de oxigénio decorrente da
oxidacao de NADH externamente adicionado (Figura 7A) e também uma
diminuicdo pronunciada na respiracao induzida pela oxidacdo de succinato
(Figura 7B). Diferentemente, a adicdo de diamida ndo causou nenhum efeito
significativo no consumo de oxigénio mitocondrial através da via do citocromo,
em mitocOndrias de tubérculos nao estressados oxidando NADH, na presenca
ou auséncia de SHAM (Figura 5A), quando comparado com o0s controles
respectivos. Na condicdo de estresse ndao ocorreu nenhuma mudanga na

velocidade respiratéria decorrente da oxidacdo de NADH devido a adicao de
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diamida (Figura 5B). Os mesmo resultados foram obtidos para mitocéndrias
oxidando succinato (Figura 6A,B). Dessa forma, estes resultados sugerem que
a diamida n&o afeta a via do citocromo em mitocondrias de batata, mesmo
depois do tratamento dos tubérculos pelo frio. A diamida € um conhecido
formador de pontes dissulfeto entre os homodimeros da AOX, mudando a
proteina para a sua conformagcdo menos ativa (VANLERBERGHE e
MCINTOSH, 1997). Os resultados apresentados sugerem que a acao da
diamida s6 pode ser observada em mitocondrias de tubérculos de batata
quando a via do citocromo esta inativada, ou ainda porque a via alternativa esta
presente em baixos niveis nessas mitocéndrias. Além disso, ja que nenhuma
diferenca pode ser observada entre as condicoes sem estresse e com estresse
pelo frio, os resultados também mostram que este efeito especifico da diamida
sobre a AOX nao é afetado pelo tratamento dos tubérculos pelo frio, o qual
mostrou—se alterar a atividade da AOX (Figura 7).

Os resultados dos experimentos representados pela Figura 1A,B
mostram que o tratamento dos tubérculos pelo frio modifica a sensibilidade
mitocondrial pelo mersalil, e sugere que esse reagente tidlico tem um efeito
inibitério direto sobre a NADH desidrogenase externa. Um possivel efeito do
mersalil sobre a AOX pode ser descartado, j& que 0s experimentos na
presenca de cianeto mostraram que a via alternativa ndo foi inibida em
condi¢cOes sem estresse ou com estresse provocado pelo frio (Figura 7A,B). De
fato, a auséncia de efeitos do mersalil na oxidagdo do succinato, na presenca
ou auséncia de SHAM, em condicdes sem estresse (Figura 6A) ou com
estresse pelo frio (Figura 6B), confirmam que esse reagente tidlico age
diretamente sobre a NADH desidrogenase externa. Além disso, os efeitos
inibitérios causados por mersalil em mitocéndrias de tubérculos estressados
nao estao relacionados a uma possivel acao sobre o Ay, ja que a adicao de
mersalil ndo alterou o potencial elétrico de membrana nessas mitocondrias
(Figura 9).

Os experimenos de Ay mostraram que a adicdo de mersalil 20 umol.L™
nao provocou queda de potencial elétrico de membrana em mitocondrias

energizadas por NADH ou succinato. Deste modo, pode—se dizer que a inibicao
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observada no consumo de O, pelo mersalil 20 umol.L™" (Figura 5B), ndo esta
relacionada ao Ay e sim ao seu efeito inibitério sobre a NADH desidrogenase
externa.

Esses resultados revelam novos aspectos em relacdo aos efeitos do
mersalil e diamida sob condi¢gdes de estresse em mitocédndrias de plantas.
Contudo, estes efeitos demonstrados nos experimentos de respiragdo nao
estao relacionados a transicao de permeabilidade mitocondrial, a qual requer
tanto a presenca de Ca?', auséncia de substrato e um maior tempo para
ocorrer. Com o objetivo de reavaliar o fendmeno de transicdo de
permeabilidade mitocondrial em mitocdndrias de batata, tendo em vista o efeito
do tratamento dos tubérculos pelo frio, envolvimento de ERO bem como os
efeitos do SHAM, experimentos de inchamento mitocondrial foram realizados.
Para eliminar os efeitos da cadeia respiratéria e do Ay, os estudos foram
realizados na presenca de antimicina A e FCCP, respectivamente, bem como
na auséncia de substratos. Observamos que, nessas condicées, Ca?®* 1
mmol.L™" foi capaz de provocar um amplo inchamento em mitocondrias
isoladas de tubérculos sem estresse. Concentracdes menores de Ca®** nao
provocaram inchamento mitocondrial durante o tempo em analise (até 35
minutos). A presenca de DTT e catalase causaram protecdo da mitocéndria
contra os efeitos do Ca®*, mostrando o envolvimento de grupos SH e ERO,
respectivamente. Mitocondrias isoladas de tubérculos estressados pelo frio
foram mais sensiveis aos efeitos do Ca®*, com amplo inchamento mitocondrial
que ocorreu praticamente apds a adicdo do ion. Mesmo nestas condicdes de
estresse houve protecédo pela presenca de DTT e catalase indicando que os
mesmos mecanismos estdo envolvidos.

Em alguns experimentos (dados ndo mostrados) as adicdes de Ca* (1
mmol.L") demoraram um tempo maior para provocar o inchamento das
mitocondrias (mais que 20 minutos). Como as supensdes mitocondriais s&o
preparadas a partir de diferentes lotes de tubérculos de batata, uma variagéo
na composicdo das enzimas protetoras contra ERO explicaria a diferente

sensibilidade ao Ca®* observado ao longo do estudo, decorrente de diferentes
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concentragbes de espécies reativas de oxigénio (APEL e HIRT, 2004;
MITTLER et al., 1999).

A adicdo de SHAM foi capaz de proteger as mitocOndrias dos
inchamentos induzidos por diamida e Ca®* e por mersalil e/ou Ca?*. A protegao
exercida pelo mersalil ndo pode estar relacionada com a inibicdo da oxidase
alternativa, visto que os efeitos foram também observados em mitocondrias de
batata ndo estressadas, situagdo de baixo nivel de AOX nestas organelas.
Assim sendo a acao do SHAM sobre as mitocéndrias pode estar acontecendo
principalmente pela sua capacidade de quelar ferro. Ca®* em alta concentragéo
desloca o ferro ligado a proteinas (KOWALTOWSKI et al, 2001) e dessa
forma, através da reacao de Fenton forma radicais hidroxila. Portanto, a
interacdo do SHAM com ferro livre diminuiria a acdo deletéria decorrente da
acdo do Ca?*. Como mitocondrias de batata ndo transportam Ca?*, a agéo do
ion ocorre no lado externo da membrana mitocondrial. Isto reforca a
necessidade da presenca de espécies reativas de oxigénio para que o
fendbmeno ocorra. O acido salicilhidroxdmico atuaria diminuindo a formacéao de
espécies reativas através da ligacao ao ferro livre responsavel pela catalizacao
da reacédo de Fenton. Além de afetar o inchamento de mitocéndrias de batata,
o SHAM foi capaz de impedir o inchamento induzido por Ca®* e mersalil em
mitocOndrias isoladas de figado de rato (dados ndo mostrados), confirmando
que o mecanismo de acao € independente da inibicio da AOX. Este
comportamento semelhante observado em mitocéndrias animais indica que os
mecanismos que induzem o inchamento mitocondrial sdo semelhantes aos

observados em mitocondrias vegetais.
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6.2. ESTUDO COM MITOCONDRIAS DE CULTURAS EMBRIOGENICAS
DE ARAUCARIA

Um novo modelo experimental para o estudo da transicdo de
permeabilidade mitocondrial consiste nas mitocondrias de culturas
embriogénicas de Araucaria angustifolia que foram isoladas pela primeira vez
neste presente estudo. Essas mitocondrias transportam Ca®* e sdo de uma
familia de plantas cujas mitocéndrias ainda ndo foram estudadas. Este fato
permitira a continuidade destes estudos de TPM em plantas.

Assim como as angiospermas, mitocondrias isoladas de culturas
embriogénicas de A. angustifolia isoladas neste trabalho, apresentam na sua
cadeia transportadora de elétrons enzimas alternativas amplamente
distribuidas entre as plantas, fungos e protozoarios. As mitocondrias destas
gimnospermas apresentaram evidéncias da presenga de NAD(P)H
desidrogenases alternativas, oxidase alternativa e proteina desacopladora
(PUMP).

Mitocondrias de gimnospermas foram isoladas previamente por Kumar e
colaboradores em 1995, a partir de tecido cultivado de uma espécie hibrida
Larix x leptoeuropae e cujo principal objetivo foi o isolamento e caracterizacéao
de DNA mitocondrial. Até o presente momento mitocondrias de Araucaria
angustifolia nunca haviam sido isoladas. Esta € uma importante espécie de
gimnosperma de distribuicdo ao sul do Brasil e de grande interesse econémico
(GUERRA et al., 2000; ZANDAVALLI et al., 2004). Utilizando a metodologia
desenvolvida neste trabalho foi possivel isolar mitocondrias funcionalmente
intactas capazes de oxidar os substratos malato/glutamato, succinato e NADH.

As mitocondrias de A. angustifolia foram capazes de oxidar NADH
externamente adicionado de forma insensivel a rotenona. A verificagdo da
capacidade de oxidacdo de NAD(P)H foi realizada e demonstrou—se evidéncias
da presenca de NAD(P)H alternativas devido a oxidacao de NAD(P)H de forma
insensivel a rotenona utilizando—se mitocdndrias rompidas em nitrogénio

liquido. Além disso foi possivel demonstrar um estimulo da oxidagdo de
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NAD(P)H na presenca de Ca**, uma caracteristica comum a essas enzimas
(MQJLLER, 2001; RASMUSSON et al., 1999).

As mitocéndrias de A. angustifolia foram capazes de consumir oxigénio
na presenga de cianeto de forma sensivel ao SHAM. Assim sendo, evidencia—
se a presenca da via alternativa nessas mitocOndrias, caracteristicamente
decorrente da atividade da oxidase alternativa. Portanto, € possivel perceber
que a AOX encontra—se também distribuida entre as gimnospermas,
mostrando—se tratar de uma enzima importante no metabolismo vegetal. Como
tem—se proposto que a oxidase alternativa possui importante papel na
prevencao contra a formacdo de ERO em mitocondrias de plantas, o estudo
desta enzima em A. angustifolia € de fundamental importancia j& que esta
espécie encontra—se distribuida principalmente nas regiées frias do sul do
Brasil (ZANDAVALLI et al, 2004) e sabe-se que baixas temperaturas
provocam um estresse nas plantas de modo a aumentar a formacao de ERO
(APEL & HIRT, 2004).

As mitocdndrias de A. angustifolia também apresentaram queda no
potencial de membrana na presenca de acido oléico que foi revertido e
prevenido pela adicdo de BSA essencialmente livre de acidos graxos. As
velocidades respiratérias foram as mesmas na presenca de acido graxo e
FCCP, evidenciando um mecanismo desacoplador altamente eficiente. Além
disso demonstrou—se que as mitocondrias ndo foram capazes de gerar Ay na
presenca de acido oléico previamente a adicdo de BSA. A proteina
desacopladora destas mitocondrias ainda requer uma melhor caracterizacao
com a utilizacao de anticorpos anti—-PUMP.

Mitocondrias de A. angustifolia foram também capazes de captar Ca®*
de maneira sensivel ao vermelho de ruténio utilizando para isso o potencial
elétrico de membrana (Ay) assim como constatado com outras mitocéndrias
vegetais (milho, soja, feijao, café) e diferentemente do observado com
mitocOndrias isoladas de folhas brancas de repolho, cana de acucar, beterraba
e batata. Os experimentos mostraram também nestas mitocédndrias, que o
transporte de Ca?* somente ocorreu na presenca de fosfato. Além disso foi
possivel observar que a adicdo de FCCP provocou liberagdo de Ca®* pelo
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reverso da via uniporter. J& com a adicdo de vermelho de ruténio é possivel
observar a saida de Ca®* pela via eletroneutra de efluxo, insensivel ao Ay (Fig
20D).

Como a presenca de Ca®* na matriz mitocondrial é considerado
essencial para o fenébmeno de TPM, o estudo destas mitocéndrias podera ser
fundamental para a compreensao do fenémeno, através da comparagédo com
mitocondrias que transportam Ca?* como as isoladas de milho, soja, café e
mamiferos bem como aquelas incapazes de captar o ion como as de

tubérculos de batata.
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7.  CONCLUSOES
Nas condicbes experimentais utilizadas neste estudo conclui-se que:

Em relacao a oxidacao de NADH e succinato por mitocéndrias
isoladas de tubérculos de batata:

o Efeitos do Ca*":

- Ca®* 1 mmol.L" provoca o méaximo de estimulo no consumo de O,
induzido por NADH sem afetar a oxidag&o de succinato.

- Na presenca de cianeto observa-se a inibicdo provocada por Ca** na
oxidacao de NADH e succinato, podendo se tratar de uma regulacéao
sobre a AOX.

e Efeitos da diamida e mersalil:

- Diamida inibe o consumo de O, induzido por NADH e succinato
somente na presenca de cianeto devido a sua acéao inibitéria sobre
AOX.

- Mersalil inibe 0 consumo de O induzido por NADH devido a inibicao

da NADH desidrogenase externa sem afetar o Ay.

e Efeitos do SHAM:

- SHAM previne os efeitos inibitérios do mersalil sobre o consumo de
oxigénio induzido por NADH em mitocéndrias isoladas de tubérculos
nao estressados e estressados pelo frio.

- SHAM n&o afeta o estimulo provocado por Ca?* no consumo de O
induzido por NADH.

e Efeitos do tratamento dos tubérculos pelo frio:
- Nao afeta o estimulo do Ca** sobre o consumo de oxigénio induzido
por NADH.
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- Nao afeta a inibicdo provocada pelo Ca®** sobre o consumo de
oxigénio induzido por NADH e succinato na presencga de cianeto.

- Aumenta os efeitos inibitérios do mersalil sobre o consumo de O
induzido por NADH.

Em relacao ao inchamento mitocondrial em mitocondrias isoladas
de tubérculos de batata provocados pela presenca de Ca**:

e Conclui-se pela primeira vez que o tratamento dos tubérculos pelo
frio:

- Provoca um inchamento mitocondrial induzido por Ca* mais rapido
que em mitocéndrias de tubérculos sem estresse.

- Nao afeta a protecao exercida por EGTA e DTT.

- Aumenta a protecao exercida pela catalase.

e Efeitos do SHAM:
- Protegeu contra o inchamento induzido por Ca**, Ca®* e mersalil,

Ca?* e diamida.

Em relacao as mitocondrias isoladas a partir de culturas
embriogénicas cultivados de Araucaria angustifolia:

e Foram isoladas pela primeira vez neste trabalho:

e Caracterizagao:

- Oxidaram malato / glutamato, succinato e NADH com controles
respiratérios de 1,7 — 2,5.

- Foram capazes de captar Ca** de modo sensivel ao vermelho de
ruténio e dependentes de Pi e Ay, ocorrendo efluxo do ion tanto pelo
reverso da via de influxo (pela adicao de FCCP) como pela via de

efluxo com vermelho de ruténio.
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- Apresentaram evidéncias da presenca de oxidase alterantiva, NADH
desidrogenases alternativas estimuladas por Ca®* e proteina

desacopladora.
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Abstract

Plant mitochondria differ from those of mammals, since they incorporate an alternative electron transport pathway, which branches at
ubiquinel to an alternative oxidase (AOX). characteristically inhibited by salicylhydroxamic acid (SHAM). Another feature of plant mito-
chondria is that besides complex I (EC 1.6.5.3) they possess alternative NAD(F)H-dehydrogenases insensitive to rotenone. Many stress
conditions are known to alter the expression of the alternative electron transport pathway in plant mitochondria. In the present study we
investigated the effects of some thiol reagents and Ca®* on potato mitochondrial respiratory chain presenting different activities of the alter-
native respiratory components AOX and external NADH dehydropenase, a condition indoced by previous treatment of potato tubers (Solanum
tuberosum L., cv. Bintje) to cold stress. The resulis showed that Ca™ presented an inhibitory effect on AOX pathway in potato mitochondria
energized with NADH or succinate, which was only now observed when the cytochrome pathway was inhibited by cyanide. When the
cytochrome pathway was functional, Ca™ stimulated the external NADH dehydrogenase. Diamide was a potent AOX inhibitor and this effect
was only now observed when the cytochrome pathway was inactive, as was the case for the calcium ion. Mersalvl inhibited the externally
located NADH dehydrogenase and had no effect on AOX activity. The results may represent an important function of Ca®* on the alternative
mitochondrial enzymes NADH-DH,.,, and AOX.

@ 2005 Elsevier SAS. All rights reserved.

Kevwords: Co®, Cold-stress; Plant mitcchondria: Potato tubers, —SH active reagents; SHAM

L. Introduction these complexes, and sensitive to salicylhydroxamic acid
(SHAM) [12.23]. This alternative pathway does not pump
protons through the inner membrane and thus can be used to

dissipate energy as heat, instead of ATP generation [18,21.24].

The complexity of the respiratory chain of plant mitochon-
dria is partly due to the presence of an alternative pathway

that. along with the conventional respiratory chain via cyto-
chromes, catalyses electron reduction of oxygen to water. This
alternative electron transport pathway branches at ubiquinone
to a homodimer called alternative oxidase { AOX) that is inde-
pendent of complexes III and I'V, insensitive to inhibitors of

Abbreviarions: ADX, alternative oxidase, FOCP, carbonyl cyanide
4-tnfluoromethoxyphenyl-hydrazone: HEPES, N-(2-hydroxyethyl)
piperazine-N-( 2-ethanesul fonic acidy; MADH-DH, NADH dehydrogenase;
PUMP, plant uncoupling mitechondnal protein; SHAM, salicylhydroxamic
acid.

* Corresponding anthor. Tel: 455 41 361 1664; fax: 455 41 266 2042,

E-mail address: egscamien@ufprbr(E.G.5. Camieril

(98 1-9428/% - see front matter © 2005 Elsevier SAS. All nghts reserved.
doi: 100101 6 plaphy. 20041 2008

Indeed. the high expression of AOX in specific plant ther-
mogenic tissues (e.g. Sauromarum guttatum) lead to the
thought that this pathway was related only to heat production
[24]. However, the presence of this pathway in other tissues
has also been described [6,7,9,11,16,19,20,22], and AOX has
been shown to be induced by stress conditions, such as patho-
gen attack [7.20], senescence and fruit ripening [ 17], and chill-
ing [2,5.23]. It has thus been suggested that the AOX path-
way also operates to prevent the formation of reactive oxygen
species in respiring mitochondria [9.12.17].

The expression of the AOX pathway in non-thermogenic
plant tissues was firstly suggested to operate as an energy
overflow mechanism when the cytochrome pathway is satu-
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rated [12]. However, this pathway has also been shown to be
active even when the cytochrome pathway is not saturated.
This led to the proposition that both pathways are regulated
in concert [3].

Plant mitochondria also diverge from mammalian mito-
chondria by the presence of four additional rotenone-
insensitive NAD{P)H dehvdrogenases that, like the AOX
enzyme, do not have the ability to pump protons across the
inner membrane. Two of the dehydrogenases [NAD(F)H-
DH,.,] are located inside the inner membrane and two
[NAD{P)H-DH,, ] are outside. The external NAD{P)H-DH
are Ca™* dependent and, as well as the other internal alterna-
tive NAD{P)H-DH, bypasses Complex I (EC 1.6.5.3) [10,12].

Energy dissipation in plant mitochondria can also be medi-
ated by the plant uncoupling mitochondrial protein (PUMF)
[25] and, as proposed by Meller [12] the three energy-
dissipating processes, NAD(P)H-DH_,,, AOX and PUMP
[12,25], should work in conjunction to protect mitochondria
from damage caused by reactive oxygen species (ROS). In
support to this proposition, Michalecka et al. [10] have
recently shown that when Solanum tuberosim L., ov. Desiree
ndb! gene, a homologue of bacterial and fungal type II
NAD(P)H dehydrogenases, was overexpressed in Micotiana
sylvestris, increased protein levels for AOX and PUMP was
also detected, as compared with the wild type. Moreover, it
was recently shown that cold-stress treatment of potato tubers
(5. tuberosum L., cv. Bintje) increased the level of expres-
sion and activity of AOX, as well as that of for PUMP [2].

Ca™, mersalyl and diamide are frequently implicated in
mitochondrial permeability transition (MPT) in mammalian
mitochondria. Ca®™ is usually considered an indispensable
ion for membrane permeabilization, while the thicl-oxidant
reagents, such as mersalyl and diamide, are known as induec-
ers or inhibitors of MPT. depending on their concentrations
[27]. Although these agents can affect the functionality of
mitochondria by their direct effects in its permeability tran-
sition, these effects could also result from the direct interac-
tion of the reagents with components of the mitochondrial
respiratory chain.

The aim of the present study was to investigate the effects
of some thiol reagents and Ca®" on the alternative compo-
nents of potato mitochondrial respiratory chain, such as AOX
and the NADH-DH,_,,. We also analyzed the effect of cold-
stress on the sensitivity of potato mitochondria to Ca™, mer-
salyl and diamide since this treatment is supposed to alter the
expression of the alternative electron transport pathway in
plant mitochondria.

2. Results
2.1, Oxidation of externally added NADH
Fig. 1 compares the effects of Ca™, mersalyl and diamide

on the oxidation of externally added NADH by mitochondria
obtained from unstressed (Fig. 1A) and cold-stressed (Fig. 1B)
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Fig. 1. Oxidation of externally added NADH in mitochondria isclated from
unstressed (A) and cold-stressed (B ) potate tubers. Mitochondria (1.3 mg)
wem added to 1.3 ml of standard mediumcontaining 0,25 M sucrose, 10 mb
HEPES-K*(pH 7.2}, 2 mM KCL. 0.2 g% essentially fat free BS A and 10 pM
rotenone. The reaction was initiated with 2 mM MADH. Oxygen uptake was
measured in the ahsence (white bars) or presence of | mbd SHAM (light
gray bars). Where indicated, | mM Ca®*, 20 M mersalyl. 75 pM mersalyl
or 0.3 mM diamide was added.

*The experiment is different from control with significance level of P < 0L05.
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potato. The effects of the AOX inhibitor SHAM in these oxi-
dations were also evaluated.

In mitochondria isclated from unstressed tubers, as can be
observed in Fig. 1 A, SHAM did not interfere significantly in
the oxygen consumption during NADH oxidation indicating
that these mitochondria present very low levels of AOX activ-
ity, as will be shown latter. In the presence of Ca™ (1 mM) a
respiratory rate stimulation of ~50% was seen, probably
because of the Ca®*-dependent activity of the NADH-DH..,,.
as already reported by other investigators [14,15]. Inthe pres-
ence of SHAM, no difference was observed on the stimula-
tory effect of Ca® on the rate of NADH oxidation. Mersalyl,
at 20 pM, decreased ~15% the respiratory rate, whether in
the presence or in the absence of SHAM. Mersalyl at 75 pM
inhibited by ~80% the respiratory rate, but only when the
mitochondria were not pre-incubated with SHAM. Differ-
ently from the observed stimulatory effect of Ca®* and of the
inhibitory effect of mersalyl. diamide did not affect the rate
of NADH oxidation by potato mitochondria isolated from
unstressed tubers, either in the presence or in the absence of
SHAM.

In mitochondria isolated from cold-stressed tubers
(Fig. 1B) the rate of oxygen consumption imposed by exter-
nally added NADH was higher (~ 135 ng atom O min™ mg™")
when compared with that of unstressed tubers (~83 ng atom
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Omin™" m,g_l, Fig. 1 A). These results suggest that cold treat-
ment increased AOX and/or NADH-DH,,, activity. In these
mitochondria isolated from cold-stressed tubers (Fig. 1B}, the
same stimulatory effect by Ca™ on externally added NADH
oxidation was found. Mersalyl, at 20 and 75 pM, was also
inhibitory and caused ~40% and ~70% inhibition, respec-
tively, on the rate of NADH oxidation. This inhibitory effect
of mersalyl was not observed when in the presence of SHAM.,
differently to what occurred in mitochondria 1solated from
unstressed tubers. Diamide had no effect on NADH oxida-
tion in the presence or absence of SHAM.

It must be emphasized that there were no significant dif-
ferences between NADH oxidation rates when rotenone was
added to the incubation medium. These results indicate that
mitochondria were not disrupted and were thus functionally
intact (data not shown), and thus the rates of NADH oxida-
tion by potato mitochondria described here were exclusively
due to the activity of the respiratory chain beginning in the
NADH-DH_,,.

It is also important to emphasize that Ca™, mersalyl or
diamide, at concentrations and conditions used in our experi-
ments, only induced the mitochondrial permeability transi-
tion (MPT) when they had been pre-incubated in the pres-
ence of | ph FCCP and 150 pg ml™ antimycin and in the
absence of substrate {data not shown).

2.2 Succinate oxidation

The effects of Ca®*, mersalyl and diamide on succinate
oxidation by isolated potato mitochondria are shown in Fig. 2.
As in the case for NADH oxidation, the experiments were
carried out in the presence and in the absence of SHAM and
with mitochondria isolated from unstressed and cold-stressed
potato tubers. In mitochondria isolated from unstressed potato
(Fig. 2A), Ca™ did not stimulate respiration, either in the
presence or in the absence of SHAM. In addition, no inhibi-
tion of O, consumption was observed by the addition of mer-
salyl (20or 75 pM) or diamide (0.3 mM). Similar results were
obtained for stressed conditions (Fig. 2B). These results there-
fore strongly suggest that the stimulatory effect of Ca®* and
the inhibitory effect of mersalyl on oxygen consumption.
when potato mitochondria were energized with externally
added NADH. as shown in Fig. 1, would result from an action
of these reactants directly on external NADH-DH. It is also
important to note that the rate of oxygen consumption by
potato mitochondria energized with succinate was ~90 ng
atom O min~" mg™" (Fig. 2A) and this value was not altered
after cold-stress treatment (Fig. 2B) indicating that complex
II was not affected. These results suggest that the increased
respiratory rates observed for external NADH oxidation fol-
lowing cold treatment, as shown in Fig. 1. resulted mainly
from an increase in NADH-DH,_, activity.

2.3. Cyanide-resistant respiration

In order to evaluate the effects of Ca™, mersalyl and dia-
mide on AOX activity, without interference of the conven-
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Fig. 2. Succinate oxidation in mitochondfa isalated from unstressed (A ) and
cold-stressed (B) potato tubers. Mitochondria ¢ 1.3 mg) were added to 1.3 ml
of the standard medium deseribed in Fig. | before initiating the reaction
with 2 mM succinate, Oxygen uptake was measured in the absence (white
bars) or presence (light gray barsi of 1 mM SHAM. Where indicated. 1 mM
Ca*, 20 pM mersalyl. 75 ph mersalyl or 0.3 mM diamide was added.

tional respiratory chain, experiments were performed in a
medium containing cyanide, a condition in which only the
AOX pathway is functional. Using this approach it was veri-
fied that the level of AOX activity in mitochondria isolated
from unstressed tubers was very low (6.4 and 6.0 ng atom O
min~' mg!) and, after the cold treatment, it was increased to
19.4 and 24.0ng atom O min~* Jng_l_. for MADH or succinate
energization, respectively. It is important to mention that mito-
chondrial suspensions were prepared in the presence of pyru-
vate and succinate in the extraction medium in order to main-
tain the AOX in the active conformation as reported by Wagner
et al. [26]. However, no other AOX inducer such as pyruvate
or dithiothreitol was added to the reaction medium. There-
fore, the differences observed here, regarding the rates of oxy-
gen consumption in the presence of KCN are due to different
levels of AOX expression, resulting from tuber cold treat-
ment.

As shown inFig. 3A, in the presence of KCN, the respira-
tion induced by oxidation of extemally added NADH was
30-40% inhibited by Ca®* under stressed and unstressed con-
ditions. Similar results were obtained for succinate oxidation
in which, under both stressed and unstressed conditions, Ca**
caused ~35% inhibition of respiration (Fig. 3B). These results,
along with those of Fig. 2, in which succinate oxidation was
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Fig. 3. Oxidation of extemally added NADH or succinate in mitochondna
izalated from unstressed and cold-stressed potate tubers in the presence of
1 mM cyamde. Mitochondria i ].3 mg) were added to 1.3 ml of the standard
medium described in Fig. 1. The reactions were initiated with 2 mM MADH
{A) or 2 mM succinate (B). White and light gray bars represent ooy gen uptake
in mitochondria isolated from unstressed and cold-stressed potato tubers,
respectively. Where indicated, 1 mM Ca®*, 20 M miersalyl, 75 pM mersalyl
or .3 mM diamide were added wher indicated.
* The expenment is dif ferent from contral with significance level of P < 0.05.

not affected by Ca®*, indicated that Ca®" was able ta inhibit
the AOX pathway, and that this effect could only now be
observed when the cytochrome pathway was inactive.

When mitochondria were energized with externally added
NADH, in the presence of KCN, mersalyl did not inhibit the
AOX pathway under unstressed or stressed conditions when
applied at 20 pM (Fig. 3A). However, an inhibition of ~15%
in cold-stress condition was seen in the presence of 75 phd
mersalyl (Fig. 3A). probably because of the intense inhibi-
tion already imposed by mersalyl in this concentration on
external NADH-DH (see Fig. 1B). No effect of mersalyl (20 or
75 pM) was observed when potato mitochondria were ener-
gized with succinate, in the presence of KCM (Fig. 3B).

In contrast with the results shown in Fig. 1, in which dia-
mide had no significant effect on the external NADH oxida-
tion, the AOX pathway, tested by the presence of KCM. was
completely inhibited in the presence of this thiol reagent.
under stressed or unstressed conditions (Fig. 3A). Diamide
also inhibited by ~75% succinate oxidation, both under
stressed and unstressed conditions (Fig. 3B). These results,
in the light of those of Figs. 1 and 2, indicate that diamide
was acting only on AOX activity.

2.4, Effects of different Ca’™ concentrations on NADH
and succinate oxidation

The presence of | mM Ca®* caused a stimulation in NADH
oxidation {Fig. 1 A) and an inhibitory effect on NADH and
succinate oxidation in the presence of KCN (Fig. 3A, B). As
these results suggest that with Ca®* the electrons flaw pref-
erentially via the cytochrome pathway, we carried out experi-
ments with a series of different Ca®* concentrations to evalu-
ate the amount of Ca™* necessary to cause this effect. Fig. 44
shows NADH oxidation in mitochondria from non-stressed
potato tubers in the presence of increasing Ca®* concentra-
tions (0. 1-1.5 mM). Maximum stimulation of NADH oxida-
tion was found in the presence of 1 mM Ca™ Fig. 4B shows
inhibitory effects imposed by C a™* in the oxidation of NADH
and succinate in non-stressed and stressed mitochondria, in
the presence of KCN at different Ca®* concentrations (0.1—
I mM). A maximum inhibitory effect occurred in the pres-
ence of 500 uM Ca™.

2.5, Inner membrane electrical potential { Ay)

Fig. 5 shows the establishment of the membrane electrical
potential in mitochondria isolated from cold-stressed tubers.
The addition of 20 pM mersalyl did not change A In mito-
chondria energized by either NADH (trace a) or succinate
(trace c). These results indicate that the ~40% inhibition
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Fig. 4, Effects of different Ca™ concentrations in NADH and succinate oxi-
dation. Mitochondria from non-stressed (open squares) and cold-stressed
(mpen circles) potato tubers (1.3 mg protein) were added to 1.3 ml of stan-
dard maction medium, as described in Fig. 1. before starting the reaction
with MADH fopen squares) or succinate {open circles). The experiment was
performed in the absence (A) and presence (B of | mM cyanide.
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Fig. 5. Membrane potential in mitochondna isolated from cold-stressed potato
tubers. Mitochondra (0.3 mg protein) were added to 2 ml of standard reac-
tion medium supplemented with 2 mM NaH_PO,, 5 pM rotenone and 5 b
safranine O Additions were as indicated: | mM NADH (a. b. e} or 2 mM
succinate (e, d), 20 pM mersalyl (a—d) and FCCP (e). In traces (b, d) mito-
chondria were pre-incubated with 1 mM SHAM for | min.

caused by mersalyl in the oxidation of NADH shown in
Fig. 1B did not result from depolarization. Pre-incubation with
1 mM SHAM did not alter the membrane potential (traces b,
d). The complete collapse of Aw by FCCP is shown in trace
e

A, Discussion

In the present study the effects of Ca™, mersalyl, and dia-
mide were evaluated in mitochondria isolated from potato
tubers submitted or not to cold-stress. The cold treatment led
to an increased external NADH dehydrogenase and AOX
activity/expression, as shown by the increased respiratory rates
shown in Figs. 1 and 3, but not in complex II, as shown in
Fig. 2. Pyruvate was added to the extraction and wash media
to stimulate AOX [24], but not to the reaction medium to avoid
interference with the studied thiol reagents. The thiol pro-
tectant D'TT, which changes AOX to a fully active conforma-
tion, was also avoided because of its interaction with mersa-
Iyl and diamide. This fact explains differences in respiratory
rates under distinct experimental conditions [2]. It is impor-
tant to say that, although cold treatment can also increase
PUMP expression [2] the activity of this enzyme did not inter-
fere with the present results because the potato mitochon-
drial suspensions were prepared and assayed in the presence
of BSA., a condition that turns PUMP nactive [2].

The parameters examined and interpreted were oxygen
consumption and Ay measurements during oxidation of exter-
nally added NADH or succinate. Experimental conditions
included the presence of SHAM or KCN. SHAM is a selec-
tive inhibitor of AOX activity, so that NADH and succinate
oxidations via the cytochrome pathway could be evaluated
without interference of AOX. Conversely. the presence of
KCIN allowed the investigation of the effects of Ca”*, mersa-
Iyl, and diamide on AOX activity without interference of the
cytochrome pathway.

An interesting finding of the present study was that Ca™*
inhibited the AQOX pathway in potato mitochondria energized
with NADH or with succinate, and this effect could only
experimentally be observed when cytochrome pathway was
inhibited by cyanide. Furthermore, cold treatment did not
change this effect (Fig. 3A, B). When the cytochrome path-
way was functional, as has already been demonstrated
[13-15], Ca®* directly stimulated the external NADH-DH, as
shown by the ~50% increase in oxygen consumption in
NADH oxidation, but not in succinate-energized mitochon-
dria. So far as we know, the inhibitory effect of Ca®* on AOX
activity has not been previously reported. Moreover, our
results show clearly that stimulation by Ca™ on the activity
of external NADH-DH negatively affects the AOX pathway
(Figs. 1.3 and 4). Considering that these enzymes are impor-
tant in protecting the plant under adverse conditions, further
studies concerning the possible physiological role of a regu-
lation of alternative mitochondrial enzymes by calcium ions
are required.

Our results also show that the thiol-oxidant reagent dia-
mide is a potent AOX inhibitor and this effect is only observed
when the cytochrome pathway is inactive, as was the case for
the ion calcium. Diamide caused a total inhibition of the oxy-
gen consumption through oxidation of externally added
MNADH (Fig. 3A) and also a pronounced decrease in respira-
tion with succinate oxidation, when the experiments were per-
formed in the presence of cyanide (Fig. 3B). Differently, dia-
mide caused no significant effect on mitochondrial oxygen
consumption via normal cytochrome pathway of unstressed
tubers that oxidize NADH, both in the presence or in the
absence of SHAM (Fig. 1 A). when compared to their respec-
tive controls. Under stressed conditions there was also no
change in the mitochondrial respiratory rate by NADH oxi-
dation, when diamide was added (Fig. 1B). The same results
were obtained with the oxidation of succinate, depending on
whether AOX was inhibited or not, and similarly under
stressed or unstressed conditions, under which diamide caused
no change in respiration (Fig. 2A. B). Our results thus sug-
gest that diamide does not impair the cytochrome pathway in
potato mitochondria, even after cold-stress treatment. Dia-
mide is known to form disulfide bonds between AOX ho-
modimers, changing the protein to its less active conforma-
tion [24] and the present results suggest that this action of
diamide can be observed in potato tuber mitochondria only
when the cytochrome pathway is inactive. In addition, since
no difference could be observed between stressed and
unstressed conditions, these results also show that this spe-
cific effect of diamide on AOX does not depend on the cold
treatment of the tubers that was shown to alter AOX
expressionfactivity (Fig. 3).

The net results (Fig. 1A, B) show that cold-treatment of
the tubers modifies the sensitivity of mitochondria to mersa-
lyl, and suggest that mersalyl has a direct inhibitory effect on
external NADH-DH. An action of mersalyl on AOX could be
ruled out, since experiments in the presence of cyanide showed
that the cyanide-resistant pathway was not inhibited under
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unstressed or stressed conditions (Fig. 34, B). In fact, the
absence of effects on succinate oxidation by mersalyl. in the
absence or presence of SHAM, and under stressed (Fig. 2B)
or unstressed (Fig. 2A) conditions, confirms that mersalyl was
acting directly on externally located NADH-DH.

The results of this work reveal new effects of mersalyl and
diamide concerning stress conditions in plant mitochondria.
These are not related to MPT which requires both the pres-
ence of calcium lons and a higher time-span.

4. Methods
4.1. Plant material and cold treatment

Potato tubers (5. tuberosum L., cv. Bintje) were obtained
from a commercial source and maintained at room tempera-
ture. When cold-stressed, they were stored for 5 days in a
dark room at 5 + 1 °C, before mitochondrial isolation.

4.2, Preparation of mitechendria

Mitochondria were isolated by conventional differential
centrifugation, as previously described [4], with some modi-
fications. The extraction and isolation medivm contained
I mM pyruvate to indoce AOX activity. The washed mito-
chondria were subsequently purified on a Percoll™ gradient
according to the procedure previously described [4]. Using
the crude mitochondrial fraction, experiments gave qualita-
tively similar values to those performed with Percoll™-
purified mitochondria. The protein content of samples was
estimated according to the method of Lowry et al. [B].

4.3. Determination of oxygen uptake

Oxygen uptake was measured using a Clark-type elec-
trode connected to a Gilson oxygraph using a standard reac-
tion medium containing 0.25 M sucrose, 10 mM HEPES—
KOH (pH 7.2), 2 mM KCL, 0.2 g% essentially fat free BSA,
10 puM rotenone, and 1.3 mg mitochondria, in a final volume
of 1.3 ml at 28 =C. SHAM (1 mM), diamide (0.3 mM), mer-
salyl (20 or 75 pM) or Ca®* (1 mM) were added as indicated
in the legends of Figs. 1-4 after the mitochondria, and 1 min
before addition of NADH (2 mM) or succinate-K* (2 mM).
In succinate oxidation experiments, there was no difference
between the presence or absence of ATP, showing that in our
preparations the maximal rate of succinate oxidation was
obtained.

4.4, Determination of mitochondrial membrane poteniial

Mitochondrial membrane potential was measured fluoro-
metrically with a Shimadzu RF-5301 PC spectrofluoropho-
tometer. The incubation system consisted of standard reac-
tion medium supplemented with 2 mM NaH,PO,. 5 uM
rotenone and 5 pM safranine O, using the wavelength pair at

495 nm (excitation) and 586 nm (emission) with 3 nm slits
width (excitation and emission) [1]. Membrane potential mea-
surements were initiated with 5 mM succinate-Na* or 2 mM
MNADH. Relative changes of membrane potential were ex-
pressed in arbitrary fluorescence units (A.U.) and were not
converted into potential values.

4.5, Sratistical analysis

Datain the graphs are the mean results obtained with three
independent mitochondrial preparations (presented as
mean + 5.0.) were analyzed by a one-way analysis of vari-
ance (ANOWVA) and, if there were obtained probability val-
ues (F) lower than 0.05, pair-wise comparisons were per-
formed using Tukey’s test. Differences among means were
considered significant with P < 0.05.

4.6, Chemicals

NADH, BSA, rotencne, succinate, HEPES, FCCF, safra-
nine O, SHAM, mersalyl and diamide were purchased from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). All other reagents were
commercial products of the highest purity available.
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ABSTRACT

A method for the iselation af coupled mitocheondria fiom the callus of Araucaria angustifolia is desevibed for the fivst
time. Mitochondria were isolated from embryvegenic callus of A. angustifolia. They were metabolically active, able
fo sustain exidative phosphorylation as shown by raspivatory contrel ratio values, which were about 2.4 when
respiving on succinate as substrate. Oxygen upfake experiments, using freeze-thawed disrupted mitochondria,
showed the presence of alternative rotencne-insensitive NAD{PJH dehydrogenases, which were stimulated by Ca” .
The procedure now described for the isolation of A. angustifolia mitechondria is an important new fool, allowing
the investigation of mitochondrial bioenergetics and metabolizm and physielogy af plants.

Key words: draucaria angustifolia, callus, plant mitochondria, respiratory chain

INTRODUCTION

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, known
as “Parana pine” or “Pinheiro do Parand” is a
conifer species belonging to the Araucariaceae
family, which is widespread in southern Brazil,
especially in the cold highlands of the States of
Parand, Sanmta Catarina and Rio Grande do Sul
{Guerra et al., 2000; Zandavalli et al., 2004).
Several studies have been carried out both with the
callus and with tissues of 4. angustifolia at
different developmental stages of differentiation
{Fonseca et al., 2000; Guerra et al., 2000),
including the extraction of flavones from the latter,
but mitochondria of 4 angustifolia have never
been isolated before. In contrast to mammals, the

*Authar for corresponde noe

respiratory chain in plant mitochondria has been
shown to possess at least four alternafive rotenone-
insensitive NAD{P)H dehydrogenases in the inner
mitochondrial membrane for transferring electrons
to ubiquinone {(Melo et al., 1996: Maller, 2001).
These enzymes are non-proton  pumping,
energetically wasteful, and might awvoid the
production  of reactive oxygen species by
preventing over-reduction in the respiratory chain
(Melo et al, 2001). Two of these alternative
NAD(P)H dehydrogenases are found on the outer
surface of the inner mitochondrial membrane,
facing the intermembrane space and two on the
inner surface facing the matrix, similar to what
happens with complex 1 (EC 1.6.5.3) (Msller,
2001). The two external N AD(P)H and the internal

Brazilian Archives of Biology and Technology
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NADPH dehydrogenases are Ca™ dependent
(Melo et al., 1996). The two external enzymes
oxidize the cytosolic pyridine nucleotides and
possibly operate im vive mainly under siress
conditions, activated by increased cytosolic
concentrations of free Ca™ that occurs under such
situations. The functions of the two internal
enzymes are not known, although it has been
hypothesized that the internal, rotenone-insensitive
NADH dehydrogenase acts as an overflow
mechanism when complex I (EC 1.6.5.3) is
overburdened (Mg@ller and Palmer, 1982).

We now report for the first time an efficient
procedure for the isolation of mitochondria from
the callus of 4. angustifolia and also demonstrate
its functionality by oxidative phosphorylation. The
presence  of alternative  rotenone-insensitive
NAD(P)H dehydrogenases is reported as well.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material

The embryogenic callus of 4 angustifolia
{ Astarita and Guerra, 2000}, grown on BM culture
medium (Gupta and Pullman, 1991; Santos et al.,
2002) supplemented with 2 mg.L'l glycine, 0.5
mg.L'J pyridoxine. HCI, 0.5 mg.L'] nicotinic acid,
1 mg.L'] thiamine. HCl, 500 mg.L'] casein
hydrolysate, 100 mg.L"' mye-inositol, 1 gL L-
glutamine, 30 g.L'T sucrose, 7 g.L'l Phytagar
(Gibeo®), 2 pM 2.4 dichlorophenoxyacetic acid,
0.5 pM benzylaminopurine and 0.5 pM kinetin,
was used as the source of mitochondria. The pH of
the culture medium was adjusted to 5.8 with KOH
prier to autoclaving at 121°C for 200 min. Casein
hydrolyzate and L-glutamine solutions were filter
sterilized and added to the medium after
autoclaving.

Oxygen Uptake

Oxygen consumption by isolated mitochondria
was measured using a Clark-type electrode
(Yellow Springs Instruments) connected to a
Gilsen oxygraph using a standard reaction medium
containing 0.25 M sucrose, 10 mM K-HEPES
(pH 7.2), 2 mM KCL. 0.2 g% essentially fat free
bovine serum  albumin (BSA), 2 mM Pi
(NaH;POy). 10 pM rotenone and 2 mM succinate,
in a final volume of 1.2 mL at 28°C. No difference
in oxygen uptake was found for mitochondria
regardless of the presence or absence of ATP,

showing that in our preparations the maximal rate
of succinate oxidation was obiained. The
respiratory rates are expressed in ng atom C.min
" mg”, considering the oxygen solubility in water
at 28°C and 1 atm as 233 pM (Estabrook, 1967).

NAD(P)H Oxidation Capacity

The oxidation of NADP)H was measured
indirectly by oxygen consumption in 1.2 mL of
standard reaction medium at 28°C in the presence
of 0.3 mg.mL" of mitochondrial protein, disrupted
by 3 cycles of freeze-thawing in liquid nitrogen in
the presence or absence of | mM Ca®™. The
oxygen consumption was induced by the addition
of 2 mM NADH or NADPH. The rotenone-
insensitive NADMP)H oxidation capacity was
measured in the presence of 10 uM rotenone. The
rotenone-sensitive activity was determined as the
difference between oxygen consumption in the
presence and absence of rotenone. The NAD(F)H
?xidattjtinn capacity s expressed in ng atom O.min
.mg .

Protein Analysis

Protein concentration were determined by the
method of Lowry et al. (1951) using BSA as
standard.

Ultrastructural Analysis

Samples (0.2 g) of 4. angustifolia callus (20 days
old), grown in the same culture medium, were
fixed by immersion overnight in 4%
paraformaldehyde, 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.2, and submitted to low
vacuum during the first 2 h. Post-fixation was
carried out in 1% osmium tetroxide in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.2 (1 h), and dehydrated in
an acetone series. Samples were embedded in
Spurr resin. The samples were analyzed using a
JEOL JEM-1200 EXII  transmission  electron
microscope. Embedded  tissue samples  were
sectioned and stained with 1% uranyl acetate in
absolute ethanel for 20 min and then lead citrate
for 5 min.

Chemicals

NADH, NADPH, ADP, EGTA. BSA, rolenone,
succinic acid, pyridoxine, nicotinic acid, thiamine,
Hepes  [N-(2-hydroxyethyl)  piperazine-N"-{2-
ethanesulfonic acid)], glycine, casein hydrolyzate,
myo-inositol, L-glutamine and FCCP ({carbonyl
cyanide d-trifluoromethox yphenyl-hydrazone),
were purchased from Sigma Chemical Co.
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{5t. Louis, USA). Phytagar was purchased from
Gibco (Rockville, USA). All other reagents were

commercial products of the highest purity
available.
RESULTS AND DISCUSSION

We now present for the first time an effective
procedure for the iselation of functionally intact
mitochondria from the callus of 4. angusrifalia.
Fig. 1 shows an electron micrograph of a thin A.
angustifolia callus section in which the abundance
of mitochondria can be seen.

Isolation of Mitochondria from the Callus of
Araucaria angustifolia

In Fig. 2, a scheme showing the procedure used for
the isolation of mitochondria from the callus of 4.
angustifolia, is presented. Mitochondria were
isolated by conventional differential
centrifugation, as previously described for the

isolation of potato tuber mitochondria (Beavis and
Vercesi, 1992 modified by Fortes et al., 2001) with
modifications, as described below, The callus was
first cut with scissors, then smoothly homogenized
in a van Potter-Elvehjem homogenizer and after
that disrupted in a Turratec homogenizer by 4 s
bursts in the presence of a cold extraction medium
containing 0.25 M sucrose, 3 mM cystein, 2 mM
EGTA, 0.2 ¢% BSA, 10 mM Na-Hepes, pH 7.6,
(35 g of fresh callus/200 ml medium). The
homogenate was filtered through nylen cloth, and
the pH was adjusted to 7.2. The filtrate was
centrifuged for 10 min at [000Xg. The supernatant
was centrifuged for 10 min at 15000Xg and each
pellet was resuspended in wash medium (0.25 M
sucrose, 0.25 mM EGTA, 0.2 g% BSA, 10 mM
MNa-Hepes, pH 7.2) and transferred to a single tube
and centrifuged for 10 min at 1000Xg The
supernatant was centrifuged for 10 min at
15000Xg. Mitochondria, found as a beige coloured
pellet. were resuspended in one drop of wash
medium and kept on ice until use.

Figure 1 - Electron micrograph of a 4. angusfifelia callus cell (20 days old) showing

the abundance of mitochondria.
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Figure 2 - Scheme demonstrating the procedure used
for the isolation of mitochondria from
callus of 4. angustifolia.

Oxygen Uptake by A. angnstifolia Mitochondria
Fig. 3 shows the oxygen consumption in
mitochondria of 4. angusfifolia respiring on
succinate in the presence of 1 mM phosphate. By
addition of 150 nmol ADP a respiration rate of 78
ng atommg'l.ni'l was  attained  (state 3
respiration) and recovery of the respiration to the
1'est'1r1fg state (state 4 respiration) of 36 ng atom.mg’
" mL" was obtained afler exhaustion of the added
adenine nucleotide.

-]
wlE
3|
alo
HE (66)
(o] -1
2 e
5 5 min

Figure 3 - Measurement of the respiration rate of
isolated mitochondria  from  Araucaria
angustifelia callus. The reaction medium
contained 0.25 M sucrose, 10 mM K-
HEPES i(pH 7.2), 2 mM KClL 0.2 g%
essentially fat-free BSA, 2 mM Pi, 10 uM
rotenone and 2 mM succinate. in a final
volume of 1.2 mL, at 28°C. The O uptake
was induced by the addition of 0.3
mg.mL'l mitochondrial protein.  Other
additions were: 150 and 75 nmol ADF and
| pM FCCP as indicated. This figure is
representative of 6 independent
experiments.

There was state 3 and state 4 respiration again
after further addition of 75 nmol ADP to the
incubation medium denoting the capability of the
mitochondria  te  phosphorylation.  The ratio
between state 3 and state 4, the respiratory control
ratio, 5 a good index for the integrity of
mitochondria. Thus 2.16 and 244 are good
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respiratory control indexes for plant mitochondria
taking into consideration the possible presence of
the ubiquitous alternative oxidase (AOX). AOX is
an electron ftransferring oxidase, non-proton
pumping, found in all plant mitochondria studied
until now, which decreases considerably the
respiratory control because of its uncontrolled
respiration.

Fig. 3 also shows the increase in the oxygen
consumption on addition of the protonophore
FCCP, a well known uncoupler of mitochondria
which acts causing the collapse of the
mitochondrial  internal membrane potential,
through permeabilization of the membrane to
protons.

Alternative NAD(P)H Dehyvdrogenase and
Complex I (EC 1.6.5.3) Activity

Table 1 shows the oxygen consumption rate
induced by the oxidation of NADH or NADPH in
A angustifolia mitochondria disrupted by freeze-
thawing. Mitochondria show rotenone-insensitive
NADH and NADPH oxidase activities that were
increased by ~18% and 409, respectively, by the
addition of 1 mM Ca*. On the other hand, the
rotenone-sensitive NAD(P)H oxidation was not
affected by Ca™ addition. This fact indicates the
presence  of  the  alternative  NAD(P)H
dehydrogenases in 4. angustifolia mitochondria
and also that their activities were modulated by the
presence of Ca2+, like the external NAD(P)H and
intermal NADPH dehydrogenases that occur in
potate tuber mitochondria (Melo ef al, 1996) It
could be concluded that complex I (EC 1.6.5.3) in
these mitochondria was not affected by the
addition of Ca™* since this ion did not affect the
rotenone-sensitive activity.

Table 1 - NAD{PH oxidation capacity in freeze-thawed disrupted A. angustifolia mitochondria

Total activity

Rotenone-insensitive activity

Rotenone-sensitive activity

NADH 54.6(4.9)
+Ca®™ 62.2 (10.2)
NADPH 34.5(L1)
+ Ca™t 46.1(1.6)

38.5(1.6) 16.1 (4.3
456 (2.1) 16.6 (8.1)
31.4(0.5) 3.1(0.7)
44.0(0.7) 2.1(0.9)

- Rates are in ng atom O.min™.mg” mitochondrial protein. Each value represents a mean + SD. Final concentrations were 2 miM
NADH, 2 mM NADPH. | mM Ca®™ and 10 pM rotenone. The plus sign indicates consecutive addition.

CONCLUSIONS

We now report an effective method for the
isolation of mitochondria from the callus of
Araucaria angustifolia. Using this protocol it was
possible to measure the oxygen consumption by
the mitochondria demonstrating that they were
functionally intact and able to sustain oxidative
phosphorylation, with a respiratory control of 2.4.
The isolated mitochondria were sensitive to the
protonophore  FCCP,  indicating  that a
transmembrane electrical potential was formed by
energization and was  sensitive to H'
permeabilization. 4 angustifolia  mitochondria
possess alternative rotenone-insensitive NAD(P)H
dehydrogenases, which were stimulated by Ca®™.
However, the experiments on {reeze-thawed
mitochondria  (Table 1) did not allow the
identification of the alternative NAD(P)H
dehydrogenases affected by Ca®™ and further
studies with intact mitochondria are required.

The study of these alternative dehydrogenases and
several other aspects of the respiratory chain of 4.
angustifolia mitochondria are of great importance,
especially the study of AOX, as this is a conserved
protein along evolution because of its cccurrence
in fungi. protozoa and plants (Siedow et al., 1995).
The Araucariaceae family has an ancient origin in
the Triassic Period and the araucarians appear to
have maintained a preference for subtropical or
mesothermal conditions, illustrated by the present
distribution of 4. angustifolia in southern Brazil
(Kershaw and Wagstaff, 2001). A comparison
between this ancient gymnosperm and the much
more studied angiosperm mitochondria (Beavis
and Vercesi, 1992; Fortes et al., 2001; Calegario
et al., 2003; Ruy et al., 2004; Camacho et al,
2004) could be of great importance.

This isolation of 4 angustifolia mitochondria
could be an important new tool in studying plants,
allowing several investigations on the metabolism
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and physiology of the plant and to understand the
mechanisms for the maintenance of this species.
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RESUMO

Um procedimento de isolamento de mitocndrias
funcionalmente intactas de calos embriogénicos de
Araucaria  angustifolia foi  desenvolvido pela
primeira vez em nosso laboratério. Mitocdndrias
isoladas por este método sdo metabolicamente
ativas, capazes de sustentar fosforilacio oxidativa
como mostrade pelo controle respiratério  de
aproximadamente 2.4, respirande na presenca de
succinato  como  substrato.  Afravés de
experimentos de consumo de oxigénio com
mitocdndrias rompidas em nitrogénio liquido foi
demonstrada a presenca de NaAD(P)H
desidrogenases alternativas, insensiveis a rotenona
e estimuladas por Ca*™. O isolamento de
mitocéndrias de 4. angustifolia é um novo e
importante instrumento  para  estudar plantas,
permitindo a execucio de muiltiplas investigacdes
a respeito da bioenergética mitocondrial e
fisiologia vegetal.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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