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O gradiente de protons (ApH") gerado através da membrana mitocondrial interna pela
oxidagdo de substratos ndo ¢é totalmente acoplado a sintese de ATP. Além de
transportadores especificos que utilizam a energia do ApH', a membrana mitocondrial
interna possui sistemas dissipadores de energia, tais como a proteina desacopladora de
plantas (PUMP) e a oxidase alternativa (AOX), que diminuem a eficiéncia da fosforilagédo
oxidativa em mitocOndrias vegetais. Outro mecanismo potencialmente dissipativo
recentemente descrito envolve um ciclo do fon K', onde a captagdo do cation € mediada por
canais de K' sensiveis a ATP (mitoKatp) € seu efluxo € balanceado através do trocador
K'/H". Esses canais de K™ foram extensamente estudados em mitocondrias de mamiferos, e
também descritos em mitocondrias vegetais, onde possuem, aparentemente, alta atividade.
Interessados neste novo canal, nos decidimos estuda-lo em maior detalhe, utilizando plantas
onde as funcoes dos outros sistemas dissipadores de energia ja foram bastante
caracterizadas. Em mitocondrias de tubérculo de batata, o transporte de K™ mostrou-se
insensivel a ATP, glibenclamida e 5-hidroxidecanoato, conhecidos reguladores dos
mitoKarp de mamiferos, mas foi inibido por quinina. Este transporte de K" sensivel a
quinina promove inchamento da organela e aumento da velocidade respiratéria, resultando
em maior dissipacdo energética e prevengdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio.
Um transporte de K sensivel a quinina também foi observado em mitocondrias de milho e
tomate. Nossas observagdes experimentais sugerem a existéncia de um novo canal de
potassio em mitocondrias vegetais, com caracteristicas distintas do mitoKarp € capacidade

de dissipar o AuH™ quando acoplado ao trocador K*'/H".
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ABSTRACT




The proton gradient (ApH") across the mitochondrial inner membrane generated by
substrate oxidation is not totally coupled to ATP synthesis. In addition to specific
uniporters that use the energy contained in ApH', the mitochondrial inner membrane
presents energy-dissipating systems such as the plant uncoupling protein (PUMP) and the
alternative oxidase (AOX), which decrease the efficiency of oxidative phosphorylation in
plant mitochondria. Another potential dissipative mechanism recently described involves a
K™ cycle, where ion import is mediated by ATP-sensitive K channels (mitoKarp) and its
efflux is obtained through a K'/H™ exchanger. These channels were extensively studied in
mammalian mitochondria, and also described in plant mitochondria, in which they
apparently present high activity. We decided to study this newly discovered channel, using
plants where the roles of the other energy dissipating systems are well established. In potato
mitochondria, we observed a K' transport insensitive to ATP, glibenclamide and
5-hydroxydecanoate, which regulate mammalian mitoKarp, but was inhibited by quinine.
This quinine-sensitive K transport promotes organell swelling and increases respiratory
rates, resulting in large energetic dissipation and prevent on of the reactive oxygen species
generation. A quinine-sensitive K~ was also observed in tomato and maize mitochondria.
Our experimental observations suggest the existence of a new K’ channel in plant
mitochondria with different characteristics from those observed in mammalian tissue

capable of dissipating ApuH".
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Nos organismos aerdbicos a produgdo de energia, necessaria para o
funcionamento adequado do metabolismo, é essencialmente obtida através da sintese e
posterior quebra de compostos fosfatados de alta energia, tais como o ATP. Estes
compostos, em sua maioria, sdo produzidos a partir da degradacdo dos esqueletos
carbonicos de carboidratos, lipidios a aminoacidos através do ciclo do acido citrico. A
oxidagdo destes compostos é acompanhada pela redugfo das coenzimas NAD" e FAD na
matriz mitocondrial e na superficie interior da membrana mitocondrial interna,
respectivamente. Estas coenzimas sdo entdo oxidadas, gerando um gradiente eletroquimico
de prétons (0H") e permitindo que os elétrons liberados sejam transferidos ao oxigénio
através da passagem pelos complexos protéicos que constituem a cadeia transportadora de
elétrons (MITCHELL, 1961). O retorno destes protons, agora a favor do gradiente
eletroquimico, através do complexo protéico FoF1ATPase € responsavel pela sintese de
ATP a partir da fosforilagdo do ADP por fosfato inorgénico (NICHOLLS e FERGUSON,
1982). Os compostos fosfatados gerados a partir da fosforilagdo constituem elementos

fundamentais na manutencdo da fisiologia celular.

Embora a funcdo bésica do ApH™ seja a produgdo de energia por meio da
sintese de nucleotideos, o consumo de oxigénio mitocondrial ndo € totalmente acoplado a
fosforilagdo. O gradiente de protons é também utilizado em outros processos fisiologicos,
como o transporte eletroforético de Ca” (GUNTER et al., 1994), a captagdo eletroneutra de
P; (KRAMER, 1996), a troca eletroforética de ATP* por ADP? (KLINGENBERG e
NELSON, 1994), ou pode ser dissipado através da proteina desacopladora de mamiferos
(UCP1 — NICHOLLS et al., 1978).

1.1- A CADEIA DE TRANSPORTE DE ELETRONS MITOCONDRIAL DE
PLANTAS

O processo de fotossintese nas plantas clorofiladas permite a sintese de
compostos orgénicos através de um mecanismo de transducdo de energia em que as
radiagdes eletromagnéticas do sol sdo convertidas em energia quimica de substratos

organicos, predominantemente carboidratos nas plantas. Parte destes compostos sdo
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armazenados e depois oxidados durante o processo de sintese de ATP. Nas plantas, a
demanda energética é suprida através de duas vias distintas: a fosforilagdo oxidativa, que
ocorre nas mitocondrias, e a fotofosforilagdo nos cloroplastos. A contribuicdo de cada
organela varia de acordo com o tecido da planta, estagio de desenvolvimento do organismo

e fatores ambientais, como a disponibilidade de luz.

A cadeia de transporte de elétrons das mitocOndrias de plantas difere em
diversos aspectos dos mamiferos (Figura 1). Ela contém trés NAD(P)H desidrogenases
adicionais que ndo sdo conversores de energia (ndo transportam prétons) e ndo sdo inibidas
por rotenona. Estas enzimas sdo responsdveis pela oxidacdo do NADH da matriz

mitocondrial e do citoplasma (MOLLER et al., 1993).

Mitocondrias vegetais possuem ainda uma via que se ramifica da cadeia
principal dos citocromos ao nivel da ubiquinona — a oxidase alternativa (HUQ e PALMER,
1978; RICH, 1978). O fluxo de elétrons através desta proteina possibilita a redugédo do
oxigénio 4 4gua sem o bombeamento de H' para o citosol. Assim, a energia proveniente da
oxidagdio dos substratos respiratorios ndo ¢ utilizada para a sintese de ATP, sendo dissipada

na forma de calor.

Outro sistema dissipador de energia recentemente descoberto em mitocondrias
vegetais ¢ a proteina desacopladora de plantas (PUMP - VERCESI et al., 1995). Assim
como a UCP1, a PUMP aumenta a condutividade da membrana mitocondrial interna a

protons, dissipando a energia contida no ApH'.

Embora os sistemas dissipadores de energia em plantas permitam o mesmo
efeito final, isto €, o desacoplamento entre a respira¢éo e a fosforilagdo, hd uma diferenga
basica entre a PUMP e a AOX: enquanto a proteina desacopladora diminui o gradiente
eletroquimico de prétons, a AOX previne sua formag¢do (MOORE et al, 1978). Outra
diferenca entre os dois sistemas refere-se a regulagdo por 4acidos graxos livres, que ocorre
em direcdes opostas. Enquanto a PUMP ¢ ativada por acidos graxos livres, a AOX ¢ inibida
(SLUSE et al., 1998). Assim, ambos sistemas ndo trabalham simultaneamente nas suas
velocidades méximas. Muito provavelmente, estes sistemas funcionam seqiiencialmente

durante o desenvolvimento da planta (ALMEIDA et al., 1998). A AOX ¢ ativada durante o
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crescimento da planta, e a PUMP est4 ativada durante eventos fisiologicos da planta adulta,
como, por exemplo, o amadurecimento de frutos e senescéncia, quando a concentragdo de

acidos graxos livres aumenta consideravelmente (GUCLU et al., 1989; ROUET-MAYER
et al., 1995).

Além das funcdes bioenergéticas, as mitocondrias de plantas fornecem ainda
carbonos provenientes do ciclo do 4cido citrico para a biosintese de compostos como

aminoacidos, uma vez que estes organismos sdo autotrofos.

1.2- SISTEMAS DISSIPADORES DE ENERGIA
1.2.1- A proteina desacopladora de mamiferos (UCP1)

Em 1978, os pesquisadores FOSTER e FRYDMAN observaram que as
mitocondrias do tecido adiposo marrom de mamiferos hibernantes, quando expostas ao frio,
respiravam numa velocidade muito superior as organelas presentes em outros tecidos. Este
aumento abrupto da respiragdo, regulado hormonalmente, foi elucidado através da
descoberta de uma proteina presente na membrana interna das mitocondrias do tecido
adiposo marrom (NICHOLLS, 1978), chamada de proteina desacopladora (UCP,
posteriormente denominada UCP1). A estrutura da UCP1 foi elucidada através de
experimentos de detecgdo imunoldgica (MIROUX et al, 1993). Como observado na Figura
2, ela contém seis a-hélices transmembranicas, sendo que as extremidades N- e C-

terminais se localizam no lado do espaco intermembranas.

A UCPI possibilita um aumento da condutincia de protons na membrana
mitocondrial interna, permitindo a dissipagdo do ApH™ criado pelas bombas redox da
cadeia respiratéria. O desacoplamento mediado pela proteina desacopladora pode ser
alostericamente inibido por nucleotideos de purina, que funcionam como reguladores
fisiologicos do processo de termogénese (NICHOLLS, 1979). Dois modelos foram
propostos para explicar o mecanismo de agdo da UCP1: o modelo tamponante (WINKLER
e KLINGENBERG, 1994) (Figura 3A) e o modelo protonoforético (SKULACHEV, 1991)
(Figura 3B).
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O modelo tamponante propde que acidos graxos se ligam a sitios localizados
perto do canal de prétons da proteina, principalmente histidinas, criando grupos
aceptores/doadores de elétrons que facilitariam o transporte de H'. Em estudos posteriores,
os autores demonstraram que mutagdes nos residuos de His'*® e His'*” aboliam o transporte
de protons, o que os levou a concluir que estes aminoacidos fazem parte do hipotético canal
de protons (BIENENGRAEBER et al, 1998). Porém, a proteina desacopladora de plantas
(PUMP - VERCESI et al., 1995) presente em batatas nido possui nenhuma das histidinas
citadas e é capaz de catalisar desacoplamento e transporte de prétons dependentes de acidos
graxos (JEZEK et al., 1996; 1997).

O modelo protonoforético, proposto por SKULACHEV (1991), sugere que o
mecanismo de desacoplamento promovido pela UCP envolva um ciclo futil de &cidos
graxos através da bicamada lipidica por um mecanismo de “flip-flop”, posteriormente
corroborado por GARLID et al. (1996). Analises experimentais mostraram que o tamanho
da cadeia hidrofobica dos acidos graxos influencia na velocidade do seu transporte,
provavelmente devido ao fato dos 4cidos graxos alcangarem mais rapidamente o seu sitio
de ligagdo hidrofobico na UCP (JEZEK et al., 1997).

Uma evidéncia experimental que ap6ia o modelo protonoforético € agdo de uma
classe de substratos das proteinas desacopladoras, os alquilsulfonados. Estes compostos,
analogos dos 4cidos graxos, sdo inibidores competitivos do transporte de CI' de maneira
sensivel a nucleotideos (GARLID et al., 1996). Devido a seu pK, bastante baixo, estas
moléculas raramente se encontram protonadas no meio de reagd@o, ndo podendo atravessar a
bicamada lipidica e transportar protons (GARLID et al.,, 1996). Entretanto, JABUREK
et al. (2001) mostraram que um alquilsulfonado (C11-sulfonado) pode ser transportado
através de membranas apds formar um par idnico com o propranolol, uma base anfifilica.
Neste trabalho, o par idnico eletroneutro alquilsulfonado - propranolol foi capaz de induzir
desacoplamento de maneira sensivel ao GDP. Assim, estas evidéncias experimentais
indicam que a UCP1 catalisa o transporte de 4nions, € o transporte de H" acontece durante a
reentrada dos substratos da proteina desacopladora através do mecanismo de flip-flop

(JABUREK et al., 2001).
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1.2.2- A proteina desacopladora de plantas (PUMP)

Em 1995, VERCESI et al. demonstraram a existéncia de uma proteina com
caracteristicas e peso molecular semelhantes 8 UCP1 presente em mitocondrias de batata
(Solanum tuberosum). Batizada de PUMP (plant uncoupling mitochondrial protein), esta
proteina estimula a dissipa¢do do potencial eletroquimico através da reentrada de prétons
na matriz mitocondrial por meio de um ciclo de acidos graxos (JEZEK et al., 1997). Neste
ciclo, a PUMP catalisa o transporte de acidos graxos desprotonados da matriz para o
citosol. O retorno destes acidos graxos através do mecanismo de “flip-flop”
(SKULACHEV, 1991; 1999) resulta num ciclo fatil de protons, dissipando a energia
protomotiva gerada pela oxidacdo de substratos na cadeia respiratéria (JEZEK et al., 1996).
O ciclo de H" estimulado pela proteina desacopladora ¢ sensivel a inibigdo alostérica por
nucleotideos de purina como ATP e GTP, e ¢ extremamente sensivel a BSA, que remove

acidos graxos, essenciais ao ciclo de H' (JEZEK et al., 1996; SLUSE et al., 1998).

Durante aproximadamente duas décadas, a UCP do tecido adiposo marrom foi
considerada uma aquisi¢io evolutiva dos mamiferos, porém a descricdo da proteina em
plantas sugeriu que elas desenvolveram-se muito cedo no processo evolutivo. Assim, esta
descoberta impulsionou a procura por UCPs em organismos mais simples, como amebas €
fungos (JARMUSZKIEWICZ et al., 1999, JARMUSZKIEWICZ et al., 2000). A descrig¢do
da PUMP também incentivou a procura de UCPs em outros tecidos. Deste modo, foram
descobertos genes que codificam outras isoformas designadas UCP2 (FLEURY et al.,
1997), UCP3 (BOSS et al., 1997), BMCP1 (SANCHIS et al., 1998) e UCP4 (MAO et al.,
1999) A UCP2 € expressa em mitocondrias de varios tecidos humanos, especialmente em
tecidos ricos em macrofagos, e a regulacdo de sua expressdo em tecido adiposo branco esta
relacionada ao estado nutricional (BOSS et al., 1997). Varios dados indicam um importante
papel desta proteina no diabetes melitus (FLEURY et al., 1997), hiperinsulinemia e
obesidade (FLEURY et al., 1997). A UCP3 é expressa em mitocondrias de musculo
esquelético e parece estar relacionada a termogénese muscular (BOSS et al., 1997; VIDAL-
PUIG et al., 1997) e peso corporal (GONG et al.,, 1997; DULLOO e SAMEC, 2000). A
UCP4 e BMCP1 sdo expressas em cérebro e suas fungOes ainda sdo pouco conhecidas

(SANCHIS et al., 1998; MAO et al., 1999).
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1.2.3- A oxidase alternativa

Uma das caracteristicas mais antigas observadas em mitocondrias de plantas € a
parcial resisténcia de sua atividade respiratoria a presenga de cianeto. Esta resisténcia foi
observada inicialmente em 1929 por GENOVOIS, porém a descri¢do de uma via insensivel
ao composto, a oxidase alternativa, foi feita apenas no final de década de setenta (HUQ e
PALMER, 1978; RICH, 1978). A partir de sua descoberta, oxidase alternativa (AOX) tem
sido identificada numa grande variedade de plantas superiores (DAY e WISKICH, 1995;
SIEDOW e UMBACH, 1995), em leveduras (LAMBOWITZ et al., 1989; SAKAJO et al.,
1991) e em alguns protozoarios (CLARKSON et al., 1989).

A AOX provoca uma ramificagdo da cadeia de transporte de elétrons da via
principal do citocromoc ¢ ao nivel da ubiquinona, reduzindo o oxigénio a 4agua, e evitando
parcialmente o bombeamento de H' da matriz mitocondrial para o citosol. Assim, o fluxo
de elétrons através da proteina ndo € acoplado a sintese de ATP, ocorrendo dissipacdo de
energia na forma de calor. A AOX ndo ¢ sensivel aos inibidores classicos da via dos
citocromos como antimicina ou cianeto, mas pode ser inibida pelo acido hidroxamico,
benzohidroxamato (BHAM) (SCHONBAUM et al., 1971) ou acido linoleico, um acido
graxo bastante abundante em plantas (SLUSE et al., 1998).

A AOX ¢é uma proteina homodimérica integral da membrana interna da
organela. Cada monémero possui duas por¢des hidrofobicas que ligam a proteina a
bicamada lipidica e um sitio ativo formado por um centro diférrico ligado a quatro hélices
empacotadas que constituem a regido hidrofilica da enzima (BERTHOLD et al., 2000)
(Figura 4). Os dois mondmeros s3o unidos por interagdes entre seus residuos de cisteina
terminais. Estruturalmente, a AOX estd presente em duas formas: a oxidada, onde os
mondmeros encontram-se ligados covalentemente através de pontes dissulfeto e a reduzida,
onde o dimero ¢ mantido por meio de interagdes iOnicas, ndo covalentes (UMBACH e
SIEDOW, 1993). Sua atividade € regulada através do estado de reducdo da enzima, sendo
que o dimero reduzido possui uma atividade menor que a forma reduzida (UMBACH et al.,
1994).
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1.2.4- Os canais de K™ mitocondriais

Como conseqiiéncia da diferenga de concentragdo de prétons transmembranica
gerada pela respiracdo, ha uma forga para o influxo eletroforético de cétions, em especial o
potassio, ion mais abundante na matriz mitocondrial (Hanson, 1985) e citosol. Este influxo
de cations € acompanhado pela entrada de H,O e anions, uma vez que a membrana
mitocondrial interna possui uma grande variedade de trocadores e canais de 4nions, como o
canal anidnico permedvel a ions cloreto presente em mitocdndrias vegetais (PIMAC -
BEAVIS e VERCESI, 1992). A integridade osmoética da organela nestas condi¢es €
mantida através da baixa permeabilidade ao K e a presenc¢a de um mecanismo eletroneutro
de extrusdo do cation (trocador H /K" - GARLID et al., 1978). Assim, durante o estado
regular de respiragdo, o influxo de K" é balanceado por meio de seu efluxo, evitando o

inchamento excessivo e ruptura da organela (GARLID, 1996).

Além da difusio idnica, INOUE et al. (1991) identificaram em mitocondrias de
mamiferos a existéncia de baixas correntes elétricas especificas a fons K'. Foi descrito
assim um canal capaz de diminuir ligeiramente a diferenca de potencial eletroquimico
transmembranico através do fluxo de K* do citosol para a matriz mitocondrial. Este canal
mostrou-se sensivel a baixas concentracdes de ATP, que promovem a sua inibi¢do, de
maneira dependente da presenga de fons magnésio (PAUCEK et al. 1996). A reabertura do
canal de K' sensivel ATP (mitoKarp) pode ser promovida através de moduladores
fisiologicos, como o GTP, ou farmacologicos como o diazéxido e a cromacalina (GARLID
et al, 1996). Foram também descritos antagonistas farmacologicos do canal como a
glibenclamida e o 5-hidroxidecanoato (JABUREK et al., 1998)

O mitoKarp foi posteriormente isolado e reconstituido em vesiculas lipidicas
por PAUCEK et al. (1992), e pdde-se comprovar uma grande semelhanca funcional e
estrutural com o canal de K' sensivel a ATP presente na membrana plasmatica. Ambos
canais sdo heteromultidimeros compostos por 4 subunidades orientadas mais interiormente
(mitoKIR), formando o poro de K" e a unidade estrutural, com peso molecular de 55 KDa,
e 4 subunidades receptoras de sulfoniluréia (mitoSUR) de 63 KDa, pertencente a
superfamilia ligante de ATP, com muitos dominios transmembénicos e 2 campos de ligagdo
para nucleotideos (NBFs) (YAMADA et al., 1997) (Figura 5). A inibicdo promovida pelo
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ATP pode ser revertida através de uma mudanc¢a conformacional induzida pela hidrolise
dos nucleotideos nos NBFs e posterior ligagdo dos moduladores as subunidades SURs
(SCHWANSTECHER et al., 1998). Apesar destas semelhangas funcionais e estruturais, os
canais mitocondriais e de membrana plasmatica apresentam respostas diferenciadas a
ativagdo por drogas. Como exemplo, o mitoKarp € cerca de 2000 vezes mais sensivel a
abertura por diazoxido, e € inibido especificamente por 5- hidroxidecanoato (GARLID
et. al., 1996; JABUREK et al., 1998). Além disso, o canal mitocondrial € inibido por ADP,
um agonista do canal de K™ sensivel a ATP da membrana plasmatica (GARLID et al.,
1996; PAUCEK et al., 1992).

A descoberta desse canal trouxe novas implicagdes para a fisiologia da
organela, pois a existéncia de uma proteina atuando em conjunto com o trocador K'/H'
permitiria um ciclo regulado do ion, possibilitando assim uma manuten¢do do volume da
organela independente de pequenas variagdes da diferenca de potencial eletroquimico
transmembranico (KOWALTOWSKI et al,, 2001). A manuten¢do de um volume ideal
garantiria o transporte adequado de nucleotideos através das membranas mitocondriais,
favorecendo a fosforilagdo de creatina e prevenindo a hidrolise de ATP em mitocondrias
cardiacas (SANTOS et al., 2002; BELISLE e KOWALTOWSKI, 2002).

Em 1999, PASTORE et al. verificaram por meio de alteragdes do volume
mitocondrial (inchamento) e medidas da diferenca de potencial eletroquimico
transmembranico, que mitocondrias de uma grande diversidade de vegetais possuiam a
capacidade de captar grandes concentracdes de K° do meio externo. Essa captagdo
mostrou-se sensivel a ATP, que promoveu sua inibi¢do, demonstrando assim a existéncia
do canal em mitocondrias de plantas. A regulagdo do canal em vegetais descrita por Pastore
e colaboradores. ¢ similar a mamiferos, mas sua atividade € maior, possibilitando uma
diminui¢do significativa da diferenca de potencial eletroquimico transmembranico através
de sua abertura. Deste modo, € possivel que o canal de plantas desempenhe uma func¢io
diferente de apenas regular o volume da organela. A presenga de um potente trocador
K'/H" nestas mitocondrias (DIOLEZ et al., 1985) permitiria a regulacdo da diferenca de
potencial eletroquimico transmembranico dessas organelas através da abertura do canal,

sem que houvesse ruptura da mitocondria devido ao inchamento excessivo. Assim, como
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observado em outros modelos de desacoplamento mitocondrial (KOWALTOWSKI et al.,
1998: SKULACHEV et al., 1996), a ativagdo do canal de potassio pode estar relacionada a
reducdo da formacdo de é&nions superoxidos (PASTORE et al, 1999), protegendo a
organela contra espécies reativas de oxigénio. Semelhantemente a proteina desacopladora
de plantas e a oxidase alternativa, o canal pode estar também relacionado com a geracdo de
calor em plantas, essencial para o amadurecimento de frutos e resisténcia ao estresse
térmico (COSTA et al, 1999). O canal pode estar envolvido ainda na regulacdo do
metabolismo da planta e prevengdo contra o estresse oxidativo (KOWALTOWSKI et al.,
1998, FERRANTI et al., 2003).
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2.1- ORIGEM DO MATERIAL BIOLOGICO E REAGENTES UTILIZADOS

Batatas (Solanum tuberosum cv. Bintje), tomates (Lycopersicon esculentum cv.
Santa Clara) e milhos (Zea mays) foram comprados no mercado local, sempre do mesmo

fornecedor (mesma plantagao).

A maioria dos reagentes utilizados é da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA).
A sonda Amplex Red, usada na medida da produgdo de H:O: pelas mitocondrias, foi
comprada junto a Molecular Probes, Inc. (Oregon, EUA).

2.2- ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS VEGETAIS
2.2.1- Mitocondrias de batata

As mitocondrias de tubérculos de batatas (Solanum tuberosum) foram obtidas
através do procedimento descrito por BEAVIS e VERCESI (1992). Depois de descascados,
os tubérculos de batata foram picados e triturados numa centrifuga doméstica. A solucdo
resultante foi adicionada a um meio contendo sacarose 400 mM, Hepes 10 mM, EGTA 1
mM e cisteina 4 mM (0,05%), num volume final de 1 litro. O pH foi ajustado para 7,2
através da adicio de NaOH 1 M. Apos a homogeneizagio, a solugdo foi filtrada numa
malha de poliéster a fim de se retirar o excesso de amido presente. As mitocOndrias foram

entio isoladas através de centrifugagdes diferenciais.

2.2.2- Mitocondrias de tomate

As mitocdndrias de tomate (Lycopersicon esculetum) foram obtidas através do
método descrito por Almeida e colaboradores., 1999. Aproximadamente 1 Kg de tomates
verdes foram picados e triturados (sem sementes) numa centrifuga doméstica. A solucdo
resultante foi adicionada a um meio contendo 500 mM de sacarose, 0,2 mM de EGTA,
40 mM de HEPES e 4 mM de cisteina, pH 7,8. Durante a homogeneizacdo o pH foi
mantido entre 7.2 e 7.8 através da adigdo de NaOH 1 mM. Os sedimentos sdo entao
ressuspensos em meio contendo 250 mM de sacarose, 10 mM de Hepes (pH 7,2) € 0.3 mM
de EGTA.
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As mitocondrias foram entdo obtidas através de centrifugagdes diferenciais e
purificadas num gradiente de Percoll, contendo 250 mM de sacarose, 0,3 mM de EGTA, 10
mM de HEPES e 0,5 % de BSA (w/v), pH 7,2. O gradiente foi centrifugado a 40000 g por
30 minutos. As mitocdndrias foram coletadas e lavadas 3 vezes em meio contendo 250 mM

de sacarose, 0.3 mM de EGTA, 10 mM de HEPES, pH 7.2.

2.2.3- Mitocondrias de milho

As mitocondrias de milho (Zea mays) foram isoladas de acordo com o
protocolo descrito por MARTINS e VERCESI (1985). As sementes de milho foram
inicialmente higienizadas em solu¢@o de hipoclorito de sodio 0,2% por 1 hora e lavadas
com 4gua destilada estéril. As sementes foram entdo colocadas para germinar sob papel de
filtro tmido e mantidas no escuro por 5 dias a 28°C. Ap6s este periodo, os coledptiles
foram extraidos e mergulhados numa solugdo contendo 250 mM sacarose, 50 mM Tris pH
76, 1 mM EGTA e 4 mM cisteina. Nesta solugio, os coleoptiles foram picotados e
submetidos a um politron (trés pulsos de cinco segundos cada) O pH € constantemente

monitorado e mantido ao redor de 7.2.

A mistura foi entfio filtrada em 8 camadas de gaze e submetida a centrifugagdes

diferenciais para o isolamento das mitocdndrias.

2.3- DOSAGEM DE PROTEINA

A concentragdo de proteina das suspensdes mitocondriais foi determinada pelo
método de biureto (GORNALL et al, 1949), modificado pela adi¢do de colato 1%
(KAPLAN e PEDERSEN, 1983). O principio do método baseia-se na determinagdo da
concentragdo de ligagdes peptidicas através da medida da absorbancia do complexo
cobre-nitrogénio. Este complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm. A
absorbancia é considerada diretamente proporcional & concentragdo de proteina na solugdo

analisada. Uma solugio de BSA a 1% foi utilizada como padréo.
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2.4- MEDIDA DA VARIACAO DE VOLUME MITOCONDRIAL

As suspensdes mitocondriais sdo turvas e espalham a luz incidente. O
espalhamento da luz é uma fungio da diferenca entre o indice de refracdo da matriz e do
meio, e qualquer processo que diminua esta diferenca ira diminuir a luz espalhada e
aumentar a transmitancia (NICHOLLS e AKERMAN, 1982). Assim, um aumento no
volume da matriz mitocondrial associado com a entrada de K resulta numa aproximagao
entre o indice de refragiio da matriz e do meio de reagdo com a conseqiiente diminuicdo do
espalhamento de luz. Esta propriedade das mitocOondrias fornece um método qualitativo
simples para se estudar o fluxo de solutos através da membrana mitocondrial interna. As
mitocondrias sdo ideais a aplicagdo desta técnica porque sua matriz pode sofrer grandes
variagbes de volume, ji que a membrana interna sofre apenas desdobramento de suas
pregas. O acompanhamento espectrofotométrico da reducdo da absorbancia a 520 nm
(MACEDO et al., 1988) foi realizado em um espectrofotometro Shimadzu Multispesc 1501
e um SLM Aminco DW 2000. As amostras foram continuamente misturadas através de um

agitador magnético, e a temperatura mantida a 25°C.

2.5- MEDIDA DO CONSUMO DE O, MITOCONDRIAL ESTIMULADO PELO
FLUXO DE K* ATRAVES DA MEMBRANA INTERNA

A respiragdo mitocondrial foi medida polarograficamente através de um
eletrodo tipo Clark (Yellow Springs Instrument Co.) conectado a um oxigrafo Gilson, em
camara de vidro fechada e termostatizada, com agitagdo magnética.

O eletrodo tipo Clark compreende um catodo de platina e um anodo de prata,
imersos numa soluggo eletrolitica (geralmente KCI). A superficie do catodo ¢ revestida por
uma fina membrana de teflon ou polietileno, que sdo permeaveis ao oxigénio. Quando uma
pequena voltagem ¢é aplicada entre os eletrodos, a platina torna-se negativa em relagdo a
prata, tornando-se polarizada. O oxigénio € entdo reduzido a peréxido de hidrogénio na

superficie da platina, funcionando como aceptor de elétrons, segundo as reagdes:
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02+2H20+2€-——> H202+ 2 OH
05+ 26 —_» 20H

Na superficie do dnodo a prata ¢ oxidada, gerando cloreto de prata, segundo as

reagoes:
4Ag —» Ag +2¢€
4 Ag" + 4CI —» 4 AgCl

A corrente gerada pela diferenca dos eletrodos € relacionada
estequiometricamente a concentragdo de O; na superficie do catodo. Os impulsos elétricos

s3o transmitidos ao oxigrafo tipo Gilson, onde sera feita a leitura.

2.6- DETERMINACAO DA GERACAO MITOCONDRIAL DE H;0

A produgdo de peroxido de hidrogénio pela organela foi determinada através da
oxidacdo de 30 uM de Amplex Red na presenca de 1 U/mL peroxidase de raiz forte

(horseradish peroxidase - HRP). A fluorescéncia da sonda foi monitorada nos

comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 365 nm e 450 nm, respectivamente.

A presenga de succinato no meio de reacdo sustenta a geragdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) através da via sensivel a antimicina A. Os anions superoxidos
formados sdo entdo reduzidos a peréxido de hidrogénio através da enzima superoxido —

dismutase (SOD).

Na presenga da peroxidase de raiz forte, o Amplex Red reage com o H>O; na
estequiometria de 1:1, sendo oxidado a resorufina e ocorrendo assim um aumento da

fluorescéncia da sonda.

2.7- ANALISE DOS DADOS

Todos os experimentos mostrados s3o representativos de pelo menos uma série
de trés repetigdes idénticas. As médias, regressdes lineares e desvios foram calculados

utilizando o software Origin® (Microcal Inc.)
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3.1- PERMEABILIDADE DAS MITOCONDRIAS DE PLANTAS A IONS K*

A fim de estudar a permeabilidade das mitocondrias de plantas a fons K, nés
inicialmente incubamos mitocondrias de batata em tampdo hiposmotico contendo diferentes
sais de cloreto e inibidores de cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (Figura 6).
Nestas condi¢des, as mitocondrias apresentardo um inchamento coloidosmotico
acompanhado pela queda de absorbédncia da suspensdo se a membrana interna da organela
for permeavel aos ions do tamp@o, uma vez que o CI' é transportado para a matriz
mitocondrial através do canal aniénico PIMAC (BEAVIS e VERCESI, 1992). Verificamos
que a condutancia da membrana interna foi decrescente para os fons na seguinte ordem: K~
>> Li > Na', sugerindo uma via de conduténcia especifica para os jons K*. A adicdo de
valinomicina, um ionoforo de K', aumenta significativamente o inchamento da organela,
indicando que a variagio do volume matricial € limitada pelo transporte de K" e ndo pela

captagdo de CI pelo PIMAC.

Para verificar se a permeabilidade a fons K" destas mitocondrias se deve a um
mitoK arp , testamos a sua inibigdo na presenga de ATP e ATP + Mg**, ja que a presenca de
jons magnésio é necessaria para a inibi¢do do canal em mitocondrias de mamiferos
(GARLID et al, 1996), mas ndao em mitocondrias de trigo (Pastore et al, 1999).
Observamos que o inchamento pode ser parcialmente inibido por ATP (Figura 7A), de
modo semelhante ao observado por PASTORE et al. (1999). Porém, essa inibicdo nao foi
observada quando as mitocondrias de batata foram incubadas na presen¢a de BSA (Figura
7B). Estes experimentos foram reproduzidos nas mesmas condigoes experimentais,
utilizando-se mitocondrias de tomate (Figura 8) e milho (Figura 9). Estas mitocondrias
apresentam o mesmo efeito das de tubérculos de batata, isto €, inibigdo parcial do
inchamento por nucleotideos na auséncia de BSA no meio de reacdo e auséncia de efeito de

ATP nas mitocondrias incubadas com BSA.

A entrada de K* em mitocondrias de plantas, na auséncia de diferenca de
potencial eletroquimico transmembrénico, pode ocorrer tanto pelo canal de K" ou pelo
trocador K'/H" , bastante ativo em vegetais (esquema 1). No caso da entrada de K™ pelo

trocador K'/H", o ciclamento de H" é mantido através da reentrada de protons promovida
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pela proteina desacopladora de plantas (PUMP - VERCESI et al., 1995). A presenga de
BSA remove 4cidos graxos do tampdo, essenciais para o transporte de H' pela PUMP
(JEZEK et al., 1996), e impede a ocorréncia deste segundo mecanismo de transporte. Como
na presen¢a do BSA ainda ocorre um inchamento significativo, mas ndo inibido por ATP,
concluimos que as mitocondrias de batata sdo permeaveis a potassio, mas nao possuem um

mitoKatp.

3.2- EFEITO DA CAPTACAO DE K' SOBRE O CONSUMO DE O; POR
MITOCONDRIAS DE BATATA

Para confirmar que o inchamento mitocondrial insensivel a ATP observado na
presenca de BSA se deve a um transportador de K', realizamos medidas de consumo de
oxigénio mitocondrial em condicbes em que ha diferenca de potencial eletroquimico
transmembrénico, o que previne a entrada de K" pelo trocador K'/H". Como pode ser
observado na Figura 10, a adig¢do de K" a essas suspensdes mitocondriais (com respiragao e
um gradiente de protons transmembréanico sustentados por succinato) promove um aumento
da velocidade respiratéria. Este aumento do consumo de oxigénio € devido ao ciclo
regulado do fon (Garlid, 1996), isto €, a captagdo dos ions pelos canais de K" e sua
posterior troca por H' através do trocador K'/H", bastante ativo em mitocondrias de plantas
(Diolez et al.,1995). Assim, a diminui¢do do OOH" resulta num aumento da velocidade

respiratoria na tentativa da organela reestabelecer este potencial.

3.3. DETERMINACAO EXPERIMENTAL DA CONSTANTE DE MICHAELIS-
MENTEN DOS CANAIS POR IONS K*

A determinacdo experimental da constante de Michaelis — Menten (Ky) dos
canais de K de mitocondrias de tubérculos de batata foi obtida a partir da medida da
velocidade de consumo de oxigénio na presenga de diferentes concentracSes de KCl
(Figura 11A). A partir dos valores das velocidades respiratorias obtidas, tragou-se um

grafico duplo reciproco de cinética de transporte do jon (Figura 11B). Os valores da
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constante de Michaelis — Menten e a velocidade maxima de consumo de O, foram obtidos

através da equagio da reta do gréfico:

1 1
=a+b ——
dVresp [K+]
onde: dV = varia¢do da velocidade respiratoria.
[K'] = concentragio de potassio.

A resposta respiratria apresentou uma relagdo hiperbdlica com a concentracdo
de fons K*, sugerindo a existéncia de um canal especifico para o transporte do ion, com Km

em torno de 25.25 mM (média = 29.584, SEM = 1.628).

3.4- INIBICAO DOS CANAIS DE K" EM MITOCONDRIAS VEGETAIS POR
QUININA

Confirmando os resultados de inchamento mitocondrial, o efeito do K™ na
respira¢do ndo foi alterado pela adigao de 1 mM de ATP (Figura 12), indicando que este

canal presente em mitocondrias de batata no ¢ um mitoKartp.

Para uma melhor caracterizacio deste transporte de K' em mitocdndrias de
batata, nds testamos o efeito de varios compostos que conhecidamente regulam os canais de
K* mitocondriais ¢ da membrana plasmética ja descritos (Figura 13). Verificamos que 0
canal ndo ¢ regulado pelos inibidores farmacolégicos de mitocdndrias de mamiferos como
o 5-hidroxidecanoato ou glibenclamida (JABUREK et al., 1998); NADH, um inibidor
fisiologico dos canais em mitocondrias de plantas (PASTORE et al, 1999); ou ainda
reagentes tidlicos como o NEM ¢ a diamida, que regulam os canais da membrana
plasmatica (GRIGORIEV et al., 1999). Entretanto, o canal foi inibido por quinina, um
inibidor de amplo espectro sob os canais presentes nas membranas biologicas (Beavis,
1988). Na Figura 14A observa-se que a velocidade respiratéria de mitocondrias em
condi¢bes controle ¢ progressivamente diminuida pela presenca de concentragoes

crescentes de quinina no meio de reagdo. A partir dos valores de velocidade respiratéria foi
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determinada experimentalmente a constante de inibi¢do dos canais de K' pela quinina

(Figura 14B) de modo andlogo ao célculo da constante de Michaelis- Menten.

A fim de excluir a possibilidade do composto atuar na inibi¢do da respiragdo e
ndo na captacio do fon, nos testamos o efeito do composto em experimentos de inchamento
mitocondrial na auséncia da respiragdo, demonstrando que a quinina esta agindo sob os
canais de K* (Figura 15). O inchamento da organela também foi monitorado em meio de
tiocianato de potassio (KSCN) excluindo-se a possibilidade do composto ter agao sob o
PIMAC (Figura 16).

3.5- INIBICAO DA GERACAO MITOCONDRIAL DE H;0: POR K"

A entrada dos fons K~ na matriz mitocondrial e sua posterior troca por
H* através do trocador K'/H' faz com que ocorra uma diminuigdo do potencial da
membrana mitocondrial e conseqiiente aumento da respiragao. Como visto na Figura 17, a
produgdo de H,O, pelas mitocdndrias de batata em meio de sacarose na presenca de
succinato e rotenona diminui sensivelmente apos a adicdo de 20 mM de KCL A entrada de
K* nas mitocondrias permite que os elétrons fluam mais rapido através da cadeia
respiratoria, evitando a formagéo de énion superoxido ao nivel da coenzima Q e complexo |
(PASTORE et al., 1999). A diminuicio da vida util da coenzima Q provavelmente previne
a formagio do 4nion superéxido, que € convertido a peréxido de hidrogénio através da

enzima superéxido — dismutase (SOD) (MCCORD e FRIDOVICH, 1969).
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O ion K* é um elemento essencial as células vegetais, sendo o cation mais
abundante na matriz mitocondrial e citoplasma, onde sua concentragdo ¢ estimada em 140
mM (HANSON, 1985). O ion desempenha uma fungéo importante na osmorregulacdo da
organela, haja vista que o volume matricial € alterado em resposta a passagem de K
através da membrana interna. A causa primaria da entrada do cation na matriz € a difusao
passiva, uma vez que a fosforilagdo requer altos valores de potencial de membrana para a
produgdo de ATP, fazendo com que ocorra um influxo eletroforético do fon. Mais
recentemente, foram identificados canais de K' altamente sensiveis a nucleotideos de
adenina (mitoKarp), similares aos presentes na membrana plasmatica, que medeiam a
entrada do fon para o interior da organela. A saida do cation € catalisada através do trocador
K'/H', cuja existéncia foi prevista inicialmente por MITCHELL (1961) e depois
demonstrada por BRIERLEY (1978). Estes dois sistemas de transporte de K', atuando em
conjunto, controlam a concentragdo do ion na matriz mitocondrial (GARLID, 1980),
possibilitando assim a manutengéo do volume da organela e, conseqiientemente, regulando
processos fisiolégicos. O ciclo regulado do ion (GARLID, 1996) nas mitocdndrias vegetais
permite ainda um desacoplamento entre a respiracio e a fosforilagdo, fazendo com que a

energia quimica contida no AuH" seja dissipada na forma de calor.

Interessados nestes canais, nos decidimos estudé-los em maior detalhe
utilizando mitocondrias de plantas onde os outros sistemas dissipadores de energia tém sido
extensivamente estudados. Assim, nds iniciamos uma série de experimentos a fim de
caracterizar e quantificar o transporte do ion em mitocondrias de batata. Este estudo
estendeu-se posteriormente a outras espécies vegetais (tomate e milho), obtendo-se

resultados similares aos obtidos em tubérculos de batata.

A técnica do inchamento é empregada no estudo de diversos sistemas de
transporte mitocondriais, como por exemplo o trocador K'/H" (BEAVIS et al., 1993;
BRIERLEY et al, 1994). Utilizando-se este método, obteve-se a primeira evidéncia da
presenca de um canal especifico para o transporte de K em mitocdndrias de batata. Como
observado na Figura 6, um inchamento bastante significativo da organela ocorre em tampao
contendo KCI, mas ndo em outros sais de cloreto, como o de Na™ e Li". Uma vez que a

permeabilidade da membrana interna a estes Compostos ¢ baixa, sugere-se que esta entrada
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se dé essencialmente através de canais presentes na membrana mitocondrial interna da
organela. Este inchamento em meio contendo KCl foi ainda incrementado pela presenca de
um iondforo de K. a valinomicina, indicando que este transporte possui uma velocidade

menos pronunciada que a entrada de CI' pelo PIMAC.

A confirmagdo da presenga de um transportador especifico para o K* foi obtida
através de medidas do consumo de O, estimulado pela entrada do fon. A relagdo
hiperbolica encontrada entre a entrada do ion e o aumento da respira¢@o indica a presenca

de canais eletroforéticos para a entrada do ion e ndo um simples vazamento i0nico.

O passo seguinte do trabalho foi verificar a regulag@o destes canais presentes
nas mitocondrias de tubérculos. Inesperadamente, o canal mostrou-se insensivel a
nucleotideos, moduladores fisiologicos e farmacolégicos que regulam o canal de K"
sensivel a ATP (mitoKatp) em outros modelos (BAJGAR et al., 2000; KOWALTOWSKI
et al., 2001; PASTORE et al., 1999). Estes resultados indicam que o presente canal ndo
possui regulagio similar ao mitoKarp, sugerindo a existéncia de um novo transportador do

jon na membrana mitocondrial interna destas mitocondrias.

Além da auséncia de sensibilidade a estes compostos, outro ponto que apoia a
idéia de um novo canal refere-se a cinética de transporte do ion. O mitoKatp presente nas
mitocdndrias de trigo apresenta um valor de Ky por K" de aproximadamente 2 mM
(PASTORE et al.,1999), enquanto foram obtidos valores de 27.9 mM + 1.628 em nosso
sistena. Uma vez que a concentragdo citosolica de K esta em torno de 140 mM, este canal

pode estar operando em condi¢bes fisiologicas.

Apesar da insensibilidade aos compostos mencionados acima, o canal
apresentou uma inibi¢o dose-dependente por quinina, uma droga cationica anfifilica, que
possui um efeito inibitério sob uma grande variedade de canais presentes nas membranas
biologicas. Esta inibicdo se da provavelmente através de uma ligagdo inespecifica do

composto a unidade reguladora mitoKIR do canal de K*, impedindo o fluxo do ion através

da proteina.
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As espécies reativas de oxigénio sdo naturalmente geradas nas células aerdbicas
como subprodutos de reagdes de metabolitos e, sobretudo, pela respiragdo. Inibidores do
transporte de elétrons, particularmente do complexo bel, como a antimicina A, aumentam a
produgdo mitocondrial de EROs através do acamulo da semiquinona, a maior fonte de
geracio de anion superéxido na mitocondria (TURRENS, 1977; KOWALTOWSKI e
VERCESI, 1999). Por outro lado, protonoforos e sistemas dissipadores de energia, como a
PUMP e a AOX, diminuem a produgdo destes compostos atraves do aumento da velocidade
respiratoria. Este aumento provoca uma diminui¢do do tempo de vida da semiquinona e
diminuicio da tensdo de oxigénio nos tecidos, resultando numa diminui¢do da
probabilidade de doagéo de elétrons da UQ" para o O,. Nossos experimentos mostram que
o ciclo de K* também pode mediar o desacoplamento, proporcionando diminui¢do bastante
significativa da produgdo de EROs, como observado em outros modelos (SCHULACHEV,
1996).

Experimentos  de microcalorimetria  (CHAIMOVICH, =~ BIANCONI,
KOWALTOWSKI, ANDRADE, resultados ndo publicados) demonstraram que 0 aumento
da conduténcia de H™ devido ao ciclo de K" promove um acréscimo na quantidade de calor
liberado pela organela. De acordo com nossos dados, este efeito do K ndo foi inibido por
ATP. Paralelamente as medidas calorimétricas, quantificou-se o consumo de O
mitocondrial, obtendo-se uma correla¢do linear entre a dissipacgo de calor e consumo de O
pela organela. Acreditamos que como a PUMP, o canal possa estar envolvido em eventos
fisiologicos que requerem termogenese, tais como o amadurecimento de frutos, exalagdo de
perfume pelas flores e germinac@o de sementes. Estes fendmenos apresentam como evento
inicial um aumento da velocidade respiratoria associada a4 produgdo de calor (DAY e

WISKICH, 1995; KRAB, 1995).

A presenga de um novo canal com a funcdio priméria dissipativa na membrana
interna de mitocondrias de plantas € uma surpresa, uma vez que dois sistemas distintos ja
foram descritos (PUMP e AOX). Neste sentido, uma investigagdo mais detalhada da agdo e
regulagio de cada via no metabolismo vegetal, bem como suas atuagdes nos diferentes
estagios de desenvolvimento das plantas, tornam-se imprescindiveis para uma melhor

caracterizagio destes mecanismos dissipadores de energia.
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Uma vez que a ativagdo dos canais de K gera calor, testou-se o efeito da
exposicdo ao frio neste transporte (resultados ndo mostrados). Nos observamos que a
refrigeragdo dos tubérculos de batata por dois ou trés dias ndo apresentou efeito sob o
transporte do K, ndo ocorrendo mudanga da afinidade do canal pelo cation ou alteragdo de

sua atividade. Assim, a geracdo de calor pode nio ser a fungdo primaria destes canais.

Uma hipétese para a existéncia de vérios sistemas dissipadores de energia
nas mitocondrias de plantas € a idéia que estes mecanismos S40 necessarios para a
regulagdo metabolica das plantas (SLUSE e JARMUSZKIEWICZ, 2002). Além de sua
funcdo catabolica, estas mitocondrias também possuem fungdes anabdlicas, sobretudo
durante o dia. Os vegetais sdo autotrofos e necessitam assimilar nitrogénio para a sintese de
macromoléculas. Os esqueletos carbonicos requeridos neste processo sdo derivados do
ciclo do acido citrico. Conseqiientemente, este ciclo necessita reverter-se independente do
estado bioenergético da célula. Assim, as mitocdndrias destas células fotossintetizantes
possuem vérios sistemas dissipativos para lidar com o excesso de equivalentes redutores,
fazendo com que ocorra a transferéncia de elétrons através da cadeia respiratoria sem a
concomitante produgdo de ATP, permitindo que o ciclo reverta-se. Estudos
complementares referentes a regulagao do transporte endogeno de K" e sua interagdo com
os outros sistemas dissipadores de energia ajudardo a determinar a fungfo exata de cada

mecanismo.
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|, Nossas descobertas experimentais sugerem a existéncia de um canal

especifico a ions K" na membrana mitocondrial interna de tubérculos de

batata, tomate e milho.

2 Diferentemente do observado em outros modelos vegetais (PASTORE et al.,
1999), este transporte ndo foi inibido por ATP ou outros compostos

reguladores de canais de K" previamente descritos (BAJGAR et al., 2000;
KOWALTOWSKI et al., 2001).

3. Os canais de K" presentes nestas mitocondrias vegetais foram completamente

inibidos por quinina.

4. A abertura dos canais de K~ em plantas possibilita um aumento da velocidade

respiratoria e conseqiiente diminui¢do da producio das espécies reativas de

oxigénio.
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: Trocador K'/H

PIMAC

PUMP

Esquema 1 — Inchamento de mitocondrias em KCL Em mitocondrias vegetais incubadas
em solucdo hiposmoéticas de KCl, fons CI' entram na matriz mitocondrial
através do canal anidnico PIMAC (Beavis e Vercesi, 1992). O K" pode tanto
entrar pelo canal de K™ como pelo trocador de K'/H', desde que o transporte
de H seja mantido pela proteina desacopladora PUMP (Vercesi et al.,
1995). '
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Figura 1 — Representacio esquemaitica da cadeia respiratoria de plantas. Além das
proteinas de transporte de elétrons comuns a todos os seres vivos, observa-se a

presenca de trés NAD(P)H desidrogenases adicionais que nao sdo conversores de

energia, da oxidase alternativa ¢ da PUMP.
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Figura 2 — Representagao esquematica da estrutura da proteina desacopladora (UCP)

segundo JEZEK et al., 1998. As seis o — hé
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Figura 3 - Modelos propostos de mecanismo de acio da UCPL. No painel A
(KLINGENBERG, 2001) a UCP1 funciona como transportador de H'. No
painel B (GARLID, 2001) a UCP1 age como um carreador de anions de acidos
graxos da matriz para o citosol. Os 4acidos graxos sdo entdo protonados

retornando 4 matriz através do mecanismo de “flip-flop™.
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Figura 4 — Representa¢io esquematica da estrutura da oxidase alternativa segundo
SLUSE e JARMUSZKIEWICZ, 1998. Cada mondmero possui duas porgdes
hidrofobicas que ligam a proteina & bicamada lipidica (retdngulos grandes), um
sitio ativo formado por um centro diférrico (circulos), ligado a quatro hélices

empacotadas (retingulos pequenos) que constituem a regido hidrofilica da proteina.
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Figura 5 — Representacio esquematica do canal de K" segundo SZEWCZYK e
WOJTCZAK, 2002 (modificada). Os circulos representam as subunidades
mitoKIR,que formam o poro e a unidade regulatéria do canal. Os trapézios
constituem as subunidades receptoras de sulfoniluréia (mitoSUR) ¢ os
retingulos a membrana mitocondrial interna. As setas com 0s sinais
positivo e negativo referem-se aos abridores e inibidores do canal,

respectivamente.
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Figura 6 - Permeabilidade de mitocdndrias de batata a fons K. Mitocdndrias isoladas
de batata (MB — 0,2 mg/mL) foram adicionadas a tampao de HEPES 10 mM,
pH 7.2, contendo 50 mM dos sais indicados, antimicina 2 pM e oligomicina
1 pg/mL. Valinomicina (val — 1 uM) foi adicionada onde indicado pela seta.

Este experimento & representativo de uma série de 3 repeticdes semelhantes.
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Figura 7 — Efeito de ATP e Mg*" no inchamento mitocondrial induzido pela entrada
de K*. Mitocondrias isoladas de batata (MB — 0,2 mg/mL) foram adicionadas
a tampdo HEPES 10 mM, pH 7.2, contendo 50 mM de KCl, antimicina 2 pM
e oligomicina 1 pg/ mL, na presenga de 1% de BSA, ATP 1 mM e/ou Mg,
conforme indicado. Este experimento & representativo de uma série de

3 repetigdes semelhantes.
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Figura 8 — Efeito do ATP no inchamento mitocondrial induzido pela entrada de K.
Mitocndrias isoladas de tomate (MT — 0,2 mg/mL) foram adicionadas a
tampido HEPES 10 mM, pH 7.2, contendo 50 mM de KCl, antimicina 2 uM ¢
oligomicina 1 pg/mL. na presenga ou auséncia de 1% de BSA e 1 mM de
ATP, conforme indicado. Este experimento € representativo de uma série de

3 repeticdes semelhantes.
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Figura 9 — Efeito de ATP no inchamento mitocondrial induzido pela entrada de K.

Mitocondrias de milho (MM — 0,2 mg/mL) foram adicionadas a tampao
HEPES 10 mM, pH 7.2, contendo 50 mM de KCl, 2 uM e oligomicina
| pg/mL, na presenga ou auséncia de 1% de BSA e 1 mM de ATP, conforme

indicado. Este experimento & representativo de uma série de 2 repeticdes

semelhantes.
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Figura 10 — Medida do consumo de oxigénio de mitocondrias de batata sustentadas
por succinato. A respiragdo de mitocdndrias de batata (1 mg/mL) foi medida
em tampdo contendo sacarose 250 mM, Hepes 10 mM, BSA 1%, succinato
2 mM, oligomicina 1 pg/mL e rotenona 2 uM, pH 7,2. A respiragdo em
condigbes controle (trago a) € significativamente aumentada pala adi¢do de 30
mM de KCl (traco b). Os nmeros entre parénteses representam o consumo de
0, em nmoles . min" . mg proteina”. Este experimento € representativo de

uma série de 5 repeti¢des semelhantes.
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Figura 11 — Medida do consumo de oxigénio de mitocondrias de batata sustentadas
por succinato. No painel A, respiragéo de mitocondrias de batata (1 mg/mL)
foi medida em tampéo contendo sacarose 250 mM, Hepes 10 mM, BSA 1%,
succinato 2 mM, oligomicina 1 pg/mL e rotenona 2 uM, pH 7.2. A respiragdo
em condicdes controle (trago a) foi significativamente aumentada por
concentra¢des crescentes de KCI: 20 mM, 30 mM, 50 mM e 60 mM (trago b).
Os niimeros entre parénteses representam o consumo de O, em nmoles . min”".
mg proteina” . No painel B, resposta a K" apresentou um K, = 25,25 mM. Este

experimento ¢é representativo de uma série de 5 repeticoes semelhantes.
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Figura 12 - Medida da taxa de consumo de oxigénio de mitocondrias de batata
sustentadas por succinato. A respiragdo de mitocOndrias de batata
(1Img/mL) foi medida em tampdo contendo sacarose 250 mM, Hepes 10
mM, BSA 1%, succinato 2 mM, oligomicina 1 uM e rotenona 2 uM, pH
7.2. A adigdo de 30 mM de KCl (tragos a e b) provoca um aumento
significativo da taxa respiratoria, de modo ndo prevenido pela presenca de
ATP 30 mM (trago b). Os nimeros entre parénteses representam o consumo
de O, em nmoles . min"' . mg proteina”. Este experimento é representativo

de uma série de 5 repetigdes semelhantes.
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Figura 13 — Auséncia de inibi¢iio da respiracio por compostos que regulam o canal de
K" em outros modelos. A respiragio de mitocondrias de batatas (1 mg/mL)
foi medida em condicdes idénticas & figura 4. A respiragdo em condigdes
controle ndo sofreu alteracdo apds a adicdo de 100 uM de 5-hidroxidecanoato
(traco b), 100 uM de glibenclamida (trago ¢), 1 mM de NADH (trago d) ou
aos reagentes tiolicos NEM (2 mM) (trago €) € | mM de diamida (trago f).
Os niimeros entre parénteses representam o consumo de O, em nmoles . min’' .

mg proteina” .

Este experimento ¢ representativo de uma série de 3 repetigdes semelhantes.
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Figura 14- Inibicio do canal de K" em mitocondrias de batata por quinina. A
respiracio de mitocondrias de batata (1 mg/mL) foi medida em condi¢des
idénticas a figura 4. A respiragdo em condigoes controle (traco a) foi
significativamente diminuida por concentragdes crescentes de quinina: 0,1
mM, 0,2 mM, 0,25 mM (trago b), 0.3 mM, 0,4 mM, 0.5 mM e 1 mM. Os
nimeros entre parénteses representam o consumo de O, em nmoles . min .
mg proteir:la'1 A resposta a quinina apresentou um K= 0,248 mM. Este

experimento ¢ representativo de uma série de 5 repetigoes semelhantes.
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Figura 15 — Inibi¢do do fluxo de K' em mitocondrias de batata por quinina.
Mitocondrias de isoladas de batata (MB — 0,2 mg/mL) foram adicionadas a tampdo de
HEPES 10 mM, pH 7,2, contendo 50 mM de KCl antimicina
2 uM e oligomicina 1 pg/mL. Este experimento & representativo de uma série de 3

repeti¢des semelhantes.
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Figura 16 — Inibicio do fluxo de K' em mitocondrias de batata por quinina.
Mitocondrias de isoladas de batata (MB — 0,2 mg/mL) foram adicionadas a tamp@o de
HEPES 10 mM, pH 7.2, contendo 50 mM de KSCN, antimicina
2 uM e oligomicina 1 pg/mL. Este experimento € representativo de uma série de 3

repeticdes semelhantes.
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Figura 17 — Diminui¢do da produgio de espécies reativas de oxigénio promovida pela
adicio de K™ a mitocondrias de batata. Mitocondrias de batata (0.5 mg/mL)
foram adicionadas a tampao de HEPES 10 mM, pH 7.2, contendo 250 mM de
sacarose, 2 mM de succinato e 2 pM de rotenona na presen¢a de 30 uM de
Amplex Red e 50 pM de peroxidase de raiz forte. Este experimento €

representativo de uma série de 3 repetigoes semelhantes.
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Abstract

We describe here a regulated, highly active K" uptake pathway in potato
(Solanum  tuberosum), tomato (Lycopersicon esculentum) and maize (Zea mays)
mitochondria. K transport was not inhibited by ATP, NADH or thiol reagents, which
regulate ATP-sensitive K* channels previously described in plant and mammalian
mitochondria. However, K* uptake was completely prevented by quinine, a broadspectrum
K channel inhibitor. Increased K' uptake in plants leads to mitochondrial swelling,
respiratory stimulation, heat release and the prevention of reactive oxygen species
formation. Since this newly described ATP-insensitive K" import pathway is capable of
uncoupling respiration from oxidative phosphorylation, it is potentially involved in

metabolism regulation and prevention of oxidative stress.
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Introduction

The impermeability of the mitochondrial inner membrane to ions plays an
important role in bioenergetics and is essential for adequate mitochondrial function. It
ensures that the redox energy released through substrate oxidation can be maintained as a
proton gradient, which fuels ATP synthesis (Mitchell, 1961). Moreover, the proton gradient
can also be used in other processes such as Ca”" transport (Gunter et al., 1994) or heat
production, mediated by the mammalian brown adipose tissue uncoupling protein (UCP1 -
Nicholls et al., 1978).

Surprisingly, plant mitochondria present the ability to dissipate or prevent the
formation of the proton gradient. Two energy-dissipating systems that can significantly
decrease the efficiency of oxidative phosphorylation have been described in plant
mitochondria: the plant uncoupling protein (PUMP - Vercesi et al., 1995) and the
alternative oxidase (AOX - Huq and Palmer, 1978; Rich, 1978).

Similarly to UCP1, PUMP stimulates proton gradient dissipation by promoting
H' reentry into the mitochondrial matrix through a fatty acid cycle. In this cycle, PUMP
catalyses the transport of anionic fatty acids from the matrix to citosol. The return of these
fatty acids in the protonated form, via a “flip-flop” echanism (Skulachev, 1991; 1999),
results in a futile H™ cycle, dissipating protonmotive force (Jezek et al., 1996). PUMP-
stimulated proton cycling is sensitive to allosteric inhibition by purine nucleotides such as
ATP and GTP, and, in vitro, is strongly inhibited by BSA, which binds free fatty acids
(Jezek et al., 1996; Sluse et al., 1998).

AOX shunts electrons from the cytochrome pathway at the level of ubiquinone,
reducing oxygen to water and avoiding H" transport from the matrix into the
intermembrane space. Thus, electron flux through AOX is not coupled to ATP synthesis,
dissipating energy as heat. The activity of AOX is insensitive to cytochrome pathway
inhibitors such as antimycin or cyanide, but can be inhibited by benzohydroxamate or
linoleic acid, an abundant free fatty acid in plants (Sluse et al., 1998).

Although both energy dissipating systems in plant mitochondria lead to the
same effect (uncoupling of respiration from oxidative phosphorylation), there is a basic

difference between these pathways: while PUMP decreases the proton gradient, AOX
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prevents its formation. Another difference is the opposite effect of free fatty acid
regulation. PUMP is activated, but AOX is inhibited by free fatty acids. Thus, both systems
seem not to work at their maximal activity simultaneously. Most probably, these energy-
dissipating systems work sequentially during plant development (Almeida et al., 1998).

Recently, a new dissipative mechanism has been described in plant
mitochondria, involving K™ import into the mitochondrial matrix coupled to K'H'
exchange (Pastore et al., 1999, Paucek et al., 2002). Thus K”, the most abundant cation in
the citosol, may also regulate coupling between mitochondrial respiration and ATP
synthesis in plant mitochondria. The K import pathway has been studied in detail in durum
wheat mitochondria, but also evidenced in spinach, potato and barley. In these plants, the
pathway appears to be inhibited by ATP, suggesting the channel is similar to mammalian
ATP-sensitive K™ channels (mitoKarp). The discovery of a mitoKrp in plant mitochondria
brought new implications to the physiology of this organelle, because the existence of a K*
import channel acting together with a potent K'/H" exchanger in these mitochondria
(Diolez et al., 1985) would allow proton potential regulation through a K" cycle (Garlid
et al., 1996).

We decided to study K transport in plant mitochondria in more detail, using
plants in which the roles of PUMP and AOX are well established. Surprisingly, we did not
find an ATP-sensitive K* channel. Instead, we now report the existence of a highly active
ATP-insensitive K~ import pathway in potato (Solanum tuberosum), tomato (Lycopersicon

esculentum) and maize (Zea mays) mitochondria.
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Experimental Procedures

Mitochondrial isolation - Potato mitochondria were isolated by differential
centrifugation as described by Beavis and Vercesi (1992). Green stage tomatomitochondria
were isolated as described by Almeida et al. (1999) and purified on a Percoll gradient (Van
der Bergen et al., 1994). Maize mitochondria were prepared following Martins and Vercesi
(1985). Protein content in the mitochondrial suspension was determined using the Biuret
method (Gornall et al., 1949).

Swelling Measurements - Increases in matrix volume of deenergized plant
mitochondria were measured by following the decrease in light scattering of the
mitochondrial suspension at 520 nm, using a SLM Aminco DW 2000 or a Multispec
Shimadzu 1501 spectrophotometer.

02 consumption measurements - Oxygen consumption was measured using a
Clark-type electrode (Yellow Springs Instruments) in a temperature-controlled chamber
(2500).

Mitochondial H,O; release - H,O, production was assessed at 25°C by the
oxidation of Amplex Red in the presence of extramitochondrial horseradish peroxidase
bound to H,0,. Amplex Red fluorescence was monitored at excitation wavelengths of
respectively 365 nm and 450 nm, on a F4500 fluorimeter. Isothermal titration calorimetry -
Isothermal titration calorimetry experiments were conduced in a VP-ITC microcalorimeter
from Microcal Llc (Northampton, MA, USA). The implementation principles of isothermal
titration calorimetry were described by Wiseman et al. (1989). The experiments were
started by injecting mitochondria after the reaction medium reached equilibrium at 300C in
the 1.45 mL sample cell. Total heat (QT) released in the reactions was calculated by
integrating the total area under the peak of the calorimetric thermograms for the first 6 min

after injection.

Data Analysis - Traces shown are representative data of at least three similar
experiments. Linear regression fits were calculated using Origin® software. Averages and

standard errors (SEM) were determined using SigmaStat® (n = 3).
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Results
Potato mitochondria are permeable to K ions.

In order to assess inner membrane permeability to K™ in plant mitochondria, we
suspended deenergized potato mitochondria in hyposmotic media. Under these conditions,
mitochondria suspended in CI' salts swell if their inner membrane is permeable to the
cation, since CI is transported into the plant mitochondrial matrix by a highly active
channel (PIMAC - Beavis and Vercesi, 1992). We observed that the inner membrane
conductance for ions followed the order: K'>> Li > Na" (Fig. 1), indicating the presence of
a selective K' ion transport pathway in the inner membrane of potato mitochondria. The
addition of valinomycin, a K* ionophore, enhanced ion uptake (line ¢), suggesting that
mitochondrial swelling is limited by K transport rates and not Cltransport through PIMAC
(Beavis and Vercesi, 1992).

To investigate if mitochondrial K™ permeability was due to an ATP-sensitive
K* channel (mitoKATP), we tested if K'-induced swelling was inhibited by ATP (which
inhibits durum wheat mitoKATP — Pastore et al., 1999) or ATP plus Mg™ (which inhibit
mammalian mitoKATP - Garlid et al., 1986). Under conditions similar to those used by
Pastore et al. (1999), we observed an inhibitory effect of ATP (Fig. 2A, line a) or a partial
inhibitory effect of ATP + Mg”" (line b) on control K™ uptake (line ¢). However, in plant
mitochondria incubated under these conditions, K™ uptake may occur both through a K*
uniporter or the K'/H" antiporter, very active in plants (Diolez et al., 1985, Fig. 3). In the
latter uptake mechanism, H' cycling is maintained by PUMP (Vercesi et al., 1995). In order
to avoid K transport through the second mechanism, which cannot occur in the presence of
physiological membrane potentials, we added BSA to the reaction medium, removing fatty
acids essential for H' transport by PUMP. As seen in Fig. 2B, swelling occurs in the
presence of BSA (line a), and is not inhibited by ATP (line b) or ATP + Mg”" (line c).
Therefore, potato mitochondria are permeable to K* jons, but this permeability is not
prevented by ATP. Swelling inhibition observed in the absence of BSA is probably due to
the inhibitory effect of ATP on PUMP-mediated H' transport.
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We reproduced the potato mitochondrial swelling experiments using tomato
(Lycopersicon esculentum) and maize (Zea mays), as shown in Fig. 4. Tomato and maize
mitochondria swell in KCI, in a manner insensitive to ATP unless BSA was absent from the
incubation medium. Thus, ATP-insensitive K™ uptake seems to be present in a variety of
plant mitochondria. To confirm that mitochondrial swelling in the presence of BSA is not
due to the K'/H" exchanger, we measured mitochondrial oxygen consumption in the
presence of BSA and under conditions that allow the build up of a membrane potential and
further prevent the uptake of K" ions by the K'/H antiporter. Fig. 5A shows that uptake of
externally added K* by the mitochondrial suspension respiring on succinate (plus rotenone)
promotes an increase in O, consumption due K cycling (K™ entry mediated by the ATP-
insensitive K* pathway and exchange for H™ by the K'/H" antiporter). Respiratory increases
were not observed after the addition of equal amounts of NaCl, indicating that they are not
due to osmotic changes in the media (not shown). The increase in respiratory rates
promoted by K salts exhibits a hyperbolic dependence with ion concentration, as expected
for channel mediated K transport (Fig. 5B), with Ky, = 27.9 + 1.628 mM for K™ (n = 5)
and maximal respiratory stimulation of 70.82 + 1.25 nmoles O2 . min-1 . mg protein-1.
This is a significant increment in respiratory rates, capable of diminishing oxidative
phosphorylation and reflecting K" transport rates at least 5 times higher than those found
for mammalian mitoK atps (Bajgar et al., 2001).

Regulation of K~ uptake.

The K' effect on respiratory rates was not affected by the addition of 1 mM
ATP (Fig. 6, Table I) or ATP * Mg®" (not shown), confirming that the K" channel in potato
mitochondria is not a mitoKarp. Thus, we tested a variety of compounds that regulate other
K' channels. We observed that the potato channel is not regulated by NADH or
pharmacological inhibitors such as 5-hydroxydecanoate or glybenclamide (not shown), but
is sensitive to quinine, a broad-spectrum K channel inhibitor (Fig. 6, Table I). Quinine
inhibited potato mitochondrial K™ transport in a dose-dependent manner (not shown), with
Ki2=254+10 uM,n=3.
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Unfortunately, quinine doses above 150 pM decrease maximal respiratory rates
(not shown). In order to exclude the possibility that quinine acts inhibiting respiration and
not K* transport, we tested the compound using non-respiring mitochondrial swelling
experiments, and found that quinine inhibits K" transport in the absence of respiration (Fig.
7A. Table I). Since under these conditions the inhibitory effect of quinine could be due to
PIMAC inhibition (Beavis and Vercesi, 1992), we also monitored mitochondrial swelling
in KSCN buffer (Fig. 7B), in which swelling depends only on K" uptake (the mitochondrial
inner membrane is permeable to SCN"). The inhibitory effect of quinine on mitochondrial
swelling in KSCN confirms that the drug directly inhibits K" uptake, strongly suggesting
this uptake is mediated by a quinine-sensitive channel.

K transport increases heat and decreases reactive oxygen release.

Since plant mitochondrial K transport significantly increased mitochondrial
respiration in the absence of oxidative phosphorylation, we hypothesized that it acts as a
proton potential dissipative pathway in conjunction with the K'/H" exchanger. In order to
confirm this hypothesis. we measured heat release promoted by the K" channel under
conditions in which other plant mitochondrial dissipative pathways (PUMP and AOX) were
inhibited through the use of BSA and benzohydroxamate (Schonbaum et al., 1971). Fig. 8A
shows typical traces of heat release from potato mitochondria measured using isothermal
titration calorimetry. In the absence of K, total heat release after 6 min was -7.8 mcal
(trace a). Adding K™ to the reaction media promoted a marked stimulation of mitochondrial
heat release (trace b, QT = -9.5 mcal), suggesting that K™ transport in potato mitochondria

promotes futile H" cycling and generates heat.

In addition to regulating metabolism and generating heat, H" cycling has the
beneficial effect of preventing mitochondrial reactive oxygen formation due to increased
respiratory rates (Korshunov et al., 1997, Kowaltowski et al., 1998). Indeed, we found that
potato mitochondria incubated in K" salts generated significantly less H,O, (Fig. 8B, line b)
when compared to mitochondria incubated in the absence of K" (line a). Thus, the
prevention of mitochondrial oxidative stress may be an additional function of plant

mitochondrial K* import pathways.
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Discussion

We describe here a highly active K* import pathway in plant mitochondria,
which promotes mitochondrial swelling, increases respiratory rates, stimulates heat release
and decreases mitochondrial reactive oxygen species generation. All these characteristics
are typical of a pathway that dissipates the mitochondrial proton potential and decreases the

efficiency of oxidative phosphorylation.

K* uniporters in the inner mitochondrial membrane have been previously
described in mammalian tissue, and are strongly inhibited by Mg”>" -ATP and Mg** -ADP
(Garlid, 1996, Kowaltowski et al., 2001, Bajgar et al, 2001). These channels present
structural similarities to plasma membrane ATP-sensitive channels, which are inhibited by
Mg’ "-ATP-induced phosphorylation (Brayden, 2002). A striking characteristic of
mitoK sps in mammalian tissue is their low conductivity — although they increase inner
membrane permeability to K, the transport rate of the ion is so low that the overall change
in membrane potential is often undetectable (Kowaltowski et al., 2001, Bajgar et al., 2001),

and changes in the efficiency of oxidative phosphorylation are probably minimal.

In contrast to K transport characteristics in mammalian mitochondria, Pastore
et al. (1999) reported that K~ was imported at high rates into plant mitochondria,
uncoupling respiration from oxidative phosphorylation. These authors also reported that
ATP inhibited the import pathway, in the absence of Mg”>". However, we found here that
the inhibition reported by these authors is only observed in the absence of the fatty acid
quencher BSA (Figs. 2 and 4, see scheme in Fig. 3). This suggested two possibilities to
explain our conflicting data: (i) that plant mitoKarp depends on fatty acids or (ii) that ATP
does not inhibit plant K* transport, and that the ATP effect observed previously is
attributable to PUMP. The first possibility was excluded by the finding that mitochondria
respiring in the presence of BSA increase their oxygen uptake rates when treated with K"
(Fig. 5). K enters the mitochondrial matrix even in the presence of a proton gradient and
BSA, decreasing the membrane potential and increasing respiratory rates. These respiratory
changes were not prevented by ATP or other know mitoKrp inhibitors (Fig. 6, Table I),
further supporting the notion that plant mitochondria present a highly active ATP-

insensitive K+ import pathway. It is important to stress, however, that although our data
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show that high K* transport rates in plant mitochondria appear to occur through an ATP-
insensitive pathway, they do not exclude the concomitant existence of mitoKatps in these
mitochondria (Paucek et al., 2002), as long as these mitoKarps present limited K* transport
rates. as observed in mammalian tissue (Kowaltowski et al., 2001, Bajgar et al., 2001).

The ATP-insensitive K™ import pathway described here exhibits saturation
kinetics (Fig. 5), and can be inhibited by quinine (Fig. 6 and 7, Table I), supporting the idea
that this transport is not a consequence of the inner membrane K" “leak”, but an inner
membrane K* channel. The K, of this putative channel (~30 mM) and the fact that it is not
inhibited by physiological quantities of ATP indicates it can be fully active within intact
cells, since intracellular K* concentrations in plant mitochondria are approximately 140
mM (Hanson, 1985). In addition, K* transport promoted by this pathway is quite large
compared to mammalian mitoKares (Kowaltowski et al, 2001, Bajgar et al., 2001),
indicating that extensive quantities of K" can be imported into the plant mitochondrial
matrix through this putative channel. This could promote mitochondrial swelling and even
rupture if plant mitochondria did not present a highly efficient K'/H" exchanger (Diolez
et al., 1985), which removes matrix K in a manner stimulated by mitochondrial swelling.
In fact, maximal respiratory rates are maintained for long periods after the addition of K™ to
potato mitochondria (Fig. 5), suggesting no organelle rupture and cytochrome ¢ loss occurs.
As a result, the most evident effect of this K* transport in vivo is probably a decrease in the
mitochondrial proton gradient, dissipating energy and avoiding ATP synthesis. Supporting
this idea, K* transport in these mitochondria increases the heat release of the suspension
(Fig. 8).

The presence of a channel with a primarily dissipative function in the
mitochondrial inner membrane is surprising, since two distinct dissipative pathways have
previously been described in plant mitochondria: AOX and PUMP (Huq and Palmer, 1978,
Rich, 1978, Jezek et al., 1996). It is thus interesting to investigate when each of these
pathways acts. Since the activation of plant K" transport generates heat, we tested the effect
of cold exposure on this transport. We found that refrigerating potatoes for 2-3 days prior to
mitochondrial isolation did not increase K' transport, change the affinity for the ion or
regulatory characteristics (not shown). Thus, heat generation may not be the primary role of
plant K* transport. Indeed, similarly to both PUMP and AOX (Kowaltowski et al., 1998,
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Popov et al., 1997), K' transport decreased mitochondrial reactive oxygen release (Fig. 8).
This may be an important function for dissipative pathways, which prevent reactive oxygen
release by decreasing the accumulation of electrons at initial steps of the respiratory chain,
where they can generate superoxide radicals, and by decreasing the local oxygen tensions
(Korshunov et al., 1997). Indeed, PUMP

knockout plants are more susceptible to oxidative stress, and exogenous
additions of oxidants promote increased PUMP expression (Brandalise, M. Maia, I.
Borecky, J., Vercesi, A.E. and Arruda, P., unpublished observations).

Finally, an interesting hypothesis for the existence of many dissipative
pathways in plant mitochondria is the idea that these pathways are necessary for plant
metabolic regulation (Sluse and Jarmuszkiewicz, 2002). When ATP levels in plants are
elevated due to photosynthetic activity, citric acid cycle intermediates necessary for
macromolecule synthesis would be unattainable if respiration was inhibited and NADH
levels maintained high. PUMP, AOX and the putative K™ channel can promote NADH
oxidation even in the presence of high ATP levels, thus allowing plants to synthesize these
intermediates and grow. Further studies determining endogenous K™ transport regulation
and its interaction with other dissipative pathways should help determine the exact role of

each pathway.
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Table 1

Regulation of K~ transport in potato mitochondria.

Drug

Effect on respiration

Effect on swelling

ATP (1 mM)

ATP (1 mM) + Mg”" (2 mM)
ADP (1 mM)

NADH (1 mM)

Glybenclamide (100 pM)
5-Hydroxydecanoate (100 uM)
Diamide (1 mM)
N-ethylmaleimide (2 mM)

Quinine

No inhibition

No inhibition

No inhibition

No inhibition

No inhibition

No inhibition

No inhibition

No inhibition

Inhibition

No inhibition

No inhibition

No inhibition

No inhibition

No inhibition

No inhibition

No inhibition

No inhibition

Inhibition

(Ky, =254 + 10 mM) (K. = 288.15 mM)

Effects of various drugs (maximal doses tested are given in parenthesis) on mitochondrial
K" uptake as measured by respiration increments conducted under conditions described for

Fig. 5 or swelling prevention experiments, conducted under the conditions of Fig. 7A.
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Figure Legends

Fig. 1 - Potato mitochondria swell in K ions. Isolated potato mitochondria (PM, 0.2
mg/mL) were added to a buffer containing 10 mM HEPES, pH 7.2, 2 uM antimycin, 1
pg/mL oligomycin and 100 mM sucrose (line a), SO mM NaCl (line b), 50 mM LiCl (line c¢)
or 50 mM KCl (lines d and e). Valinomycin (val - 1 uM) was added where indicated by the

arrow (line e).

Fig. 2 - ATP-insensitive K transport in potato mitochondria. Isolated potato
mitochondria (PM - 0.2 mg/mL) were added to a buffer containing 10 mM HEPES, pH 7.2,
50 mM KCL 2 pM antimycin and 1 pg/mL oligomycin, in the absence (Panel A) or
presence (Panel B) of 1% BSA. Swelling is shown under control conditions (lines ¢) and in
the presence of 1 mM ATP (lines a) or | mM ATP plus 2 mM Mg®" (lines b).

Fig. 3 - Pathways through which K* can enter plant mitochondria. In plant
mitochondria incubated in hyposmotic KCI media, CI' ions enter the mitochondrial matrix
through PIMAC. K" uptake may occur both through a K* uniporter or the K'/H" antiporter,
when H' cycling is maintained by PUMP.

Fig. 4 - K+ transport in tomato and maize mitochondria. Isolated tomato or maize
mitochondria (TM or MM, 0.2 mg/mL) were added to a buffer containing 10 mM HEPES,
pH 7.2, 50 mM KCl, 2 pM antimycin and 1 pg/mL oligomycin in the absence (Panels A
and B) or presence (Panels C and D) of 1% BSA, as indicated. ATP (1 mM) was present in
lines a.

Fig. 5 - K transport increases potato mitochondrial respiration. Potato mitochondrial
(PM, 1 mg/mL) respiration was measured in a buffer containing 250 mM sucrose, 10 mM
HEPES, 1% BSA, 2 mM succinate, 1 pg/mL oligomycin and 2 pM rotenone, pH 7.2. In
Panel A, KCl (60 mM, line b) was added where indicated. In Panel B. changes in
respiratory rates are plotted against [K'] added to the reaction media, using experimental

conditions identical to Panel A.

Fig. 6 - Regulation of K'-stimulated respiration. Potato mitochondrial (PM, 1mg/mL)
respiration was measured under the conditions described in Fig. 5, in the presence of 150
mM quinine (line a), 30 mM ATP (line b) or no further additions (line c¢). KCI (30 mM)

was added where indicated by the arrow.
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Fig. 7 - K*-induced swelling is inhibited by quinine. Isolated potato mitochondria (PM,
0.2 mg/mL) were added to a buffer containing 10 mM HEPES, pH 7.2, 50 mM KCl (Panel
A) or 50 mM KSCN (Panel B), 2 pM antimycin and 1pg/mL oligomycin. K" uptake was
measured by following light scattering in the absence (lines b) or presence (lines a) of 1

mM quinine.

Fig. 8 - Heat and reactive oxygen release effects of K" transport. Where indicated,
mitochondria (0.2 mg/mL) were added to a buffer containing 10 mM HEPES, pH 7.2, 250
mM sucrose, 2 mM succinate, 2 pM rotenone and 1% BSA, in the presence (lines b) or
absence (lines a) of 20 mM KCL In Panel A, 2 mM BHAM was present in both traces, and
heat changes were monitored as described in Experimental Procedures. In Panel B, 30 uM
Amplex Red and 1 U/mL horseradish peroxidase were present to monitor H>O; release, as

described in Experimental Procedures.
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