ALEXANDRE DIAS TAVARES COSTA

Este exemplar comesponde 3 versdo final da Tese
de Doutorado apresentada ac Curso de Pos.
Graduagdo em Ciéncias Médicas da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP, para obtencio do
titulo de Doutor em Ciéncias Médicas, Ares de
Concentragio em Ciéncias Biomédicas dofa) alu-
no(a) Alexandre Dias Tavares Costa.

Campinas, 06 de fevereiro de 2003,

Prof{a). Dr(a). A/Eifal Eugenio ) Vercesj -
Orientador(a) A AT s

P

o~

PROTEINA DESACOPLADORA DE PLANTAS: EFEITO DO
ESTRESSE OXIDATIVO NA SUA EXPRESSAO E ATIVIDADE
E RECONSTITUICAO FUNCIONAL DA ISOFORMA DE

Arabidopsis thaliana

CAMPINAS
2003

%
| £ Y3
v M § N f?""-%faﬁﬁg%&n
i enia GE
a3l 1 ja (-
B CIRCULANTF
St A



ALEXANDRE DIAS TAVARES COSTA

PROTEINA DESACOPLADORA DE PLANTAS: EFEITO DO
ESTRESSE OXIDATIVO NA SUA EXPRESSAO E ATIVIDADE
E RECONSTITUICAO FUNCIONAL DA ISOFORMA DE
Arabidopsis thaliana

Tese de Doutorado apresenmtada a Pos-Graduagdo
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas, para obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias

Meédicas, area de Ciéncias Biomédicas.

ORIENTADOR: ANIBAL E. VERCESI

CAMPINAS
2003

i



S A

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

UNICAMP

C823p

Costa, Alexandre Dias Tavares
Proteina desacopladora de plantas: Efeito do estresse oxidativo na
sua expressdo e atividade e reconstitui¢io funcional da isoforma de

Arabidopsis thaliana. / Alexandre Dias Tavares Costa. Campinas, SP
:[s.n.], 2003.

Orientador : Anibal Eugenio Vercesi
Tese ( Doutorado } Universidade Estadual de Campinas. Faculdade
de Ciéncias Médicas.

1. Bioquimica vegetal. 2. Calor — Efeito fisiologico. 3. Biologia
molecular. I. Anibal Eugenio Vercesi. II. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. III. Titulo.

UNIDADE / AL

}e CHAMADA

T AR TR

RS Nl

Y EX

TOMBO. BC§
saoc i/ 74

R
Pﬁic(; oo

DATA

LELH

N2 CPD

iv




BANCA EXAMINADORA DA TESE DE DOUTORADO

Docente: Prof. Dr. Anibal Eugénic Vercesi

Instituicdo: Departamente de Patologia Clinica — FCM — UNICAMP

Docente: Prof. Dr. Marco Aurélio Pedron e Silva

Intituigdo: Departamento de Biologia Vegetal — CCB — Universidade Federal de Vigosa

Docente: Prof. Dr. Ivan God6i Maia

Intituicdio: Departamento de Genética — IB — Unesp Botucatu

Docente: Prof. Dr. Paulo Mazzafera

Intituicdo: Departamento de Fisiologia Vegetal — IB — UNICAMP

Docente: Prof. Dr. Marcelo Menossi

Intitui¢io; Departamento de Genética — IB — UNICAMP



O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Bioenergética do Departamento de
Patologia Clinica, Faculdade de Ciéncia Médicas, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas do Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), na UNICAMP, e no Laboratério de Biofisica
do Transporte em Membranas do Dr. Petr JeZek, na Academia de Ciéncias da Republica
Tcheca, em Praga, sob a orientagfio do Professor Anibal Eugénio Vercesi, e colaboragdo do
Professor Dr. Paulo Arruda e do Dr. Petr Jezek, na vigéncia de auxilios concedidos pela
Fundago de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), Programa de Apoio a
Nicleos de Exceléncia (PRONEX), Consetho Nacional de Pesquisa (CNPq) e Fundagéo de
Amparo a0 Ensino ¢ Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas (FAEP-Unicamp).

vii



DEDICATORIA
Este trabalho é dedicado ao meu filho Lucas.
(uma vd tentativa de justificar o tempo

que eu deixei de dedicar a ele)



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Anibal E. Vercesi, por todos os ensinamentos, pela dedicacdo ¢
paciéncia, € principalmente pelo monumental esforgo em proporcionar material ¢ ambiente

adequados para meu desenvolvimento profissional.

Aos Drs. Paulo Arruda e Adilson Leite, pela utilizacio de seus respectivos
laboratérios € conhecimentos nas questdes de biologia molecular. Ao Dr. Petr JeZek, pela
calorosa acolhida em Praga, pelos ensinamentos e pela enorme disposicdo em desenvolver
toda e qualquer pesquisa relacionada 4 PUMP. Aos Drs. Ivan G. Maia e Jiri Borecky, do
CBMEG, pelo auxilio cotidiano nos experimentos de biologia molecular.

As secretarias Marlicia, Marcinha e Carmem, pela paciéncia em indicar o
correto  encaminbamento dos documentos e responder as intermindveis duavidas

burocraticas.
A FAPESP, pelo ine$timavel auxilio financeiro, € tudo o que ele trouxe.

A Marcia, colega de bancada e conhecedora-mor das burocracias, pelas infinitas
ajudas com os relatérios técnicos da Fapesp e do FAEP-Unicamp.

Aos colegas de laboratério Adriana, Alicia, Andréia Almeida, Andréa Damico,
André, Celene, Claudia, Denise, Evelise, Fabiane, Félix, Felipe, Giuliana, Graziela,
Luciana, Natalia, Renata, Ricardo, Roger, Rosana, Solange, pelas festas, brincadeiras,

discussdes, enfim, pelo aprendizado que s6 a convivéncia traz.

As técnicas, Edilene e Elisingela, por conseguir manter alguma ordem no caos
diério do laboratério.

A minha esposa Cinthia, pela dedicagfio ¢ empenho, e pelo carinho nas horas
mais dificeis. E, principalmente, por ter sido “pai” também durante algum tempo. Nio deve

ter sido facil...

xi



Aos meus amigos, Pim, Carol, Boial, Wally, Top, Carlinha, Matheus, Moga,
Félix, pelos momentos de descontragdio (o Movimento Ninguém Merece Segunda-feira
nunca morrera!!!), pelas discussbes filosdficas, pelo apoio nos momentos dificeis, pelas

verdades ditas, enfim por terem sido como amigos devem ser.

Aos meus pais [rani e Mari, pelo amor desmesurado e sé agora compreendido, e

por terem acreditado nas vontades do seu filho.
Aos meus irmios Renata e Rafael, pelo constante apoio e preocupagio.

Ao meu avd Hélio, que vive diariamente a forca do pensamento e do

conhecimento, e despertou em mim a curiosidade e a dnsia do verdadeiro pensar.

A Deus, ou qualquer outro nome que seja dado ao principio de tudo, fonte
inspiradora que me impele num incessante crescimento moral e intelectual através de suas
leis universais. Minha compreensfio de que fazemos parte de um todo indivisivel e
interconectado, ou seja, uma visdo holistica do mundo e de seus desafios, nfo é uma

religifo e sim uma filosofia de vida.

xiii



“Para aprender sobre o mundo, é necessdrio se aproximar
dele. A espiritualidade que eu vejo na ciéncia estd nessa
aproximagdo, no constante processo de desvendar algo de
novo sobre a natureza, nesse levantar dos véus. E nessa
ressondncia que reside o mistério, na agonia da divida e no

éxtase da descoberta.”

Marcelo Gleiser

Science wants to know the mechanisms of the Universe.
Religion, the meaning.
The two cannot be separated.

Charles Towes (Prémio Nobel 1964)

The problem of being on the cutting edge is that
occasionally you get sliced...

Clark Duncan



SUMARIO

PAG.
RESUMO.......oiiinncne ettt sssn s nessas s s es e sass srssasssssssssemeneesesss e s enses xxv
ABSTRACT ...ttt s se e sss st e eee e et eeeane s sanee xXXix
L INTRODUCGAQ...........ooomemarecorensasnssesssssssssssssssssss s sesssssosssssssessessresssmesmsessene 33
2. METODOLOGIA ... ctissaetss st eseesssecoeeresesensnensssorannans 59
1. Material biologico e Reagentes qUIMICOS. .....ccvvveermrueerereeececececesecesesessenssesres 61
2. CondigOes experimentais e isolamento de mitocdndrias de tubérculo de
batata, tomate ¢ coledptiles de milho e de figado de rato.........ovevvcuvevennne.. 61
3. Isolamento de esferoplastos e mitocondrias de Saccharomyces cerevisae...... 63
4. Clonagem e expressfio do gene APUMP1 em Escherichia coli e S
CEFEVISHC. c.vrevevinreectieniecr e e cesaessstenssensnanssesessrestestessstsssssesbansemrenesesaannes 64
5. Reconstituicio da proteina AfPUMP1 em vesiculas lipidicas e detecgio
fluorimétrica do fIUXO de H ..oueuvoceeeeereevece st eeeeeseeeessssarsssasssens oo 66
6. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e detec¢fio imunoquimica.................... 67
7. Sequenciamento do gene ZmPUMPI e sofwtare de comparagfo................... 68
8. Isolamento de RNA total e mRNA de diferentes tecidos de milho................. 69
9. PCR em Tempo Real.....co et cnescrenasesesoree e s s enesessans 70
10. Medida do consumo de oxigénio, do potencial elétrico transmembrana e da
peroxidacdo lipidica por mitocOndrias de coledptiles de milho.................... 73
11. Medida da geragdo de H,O, por mitocOndrias de batatas através da
0xidagdo da eSCOPOLEHINA. ......evvvruerrrreeerereereseeee e tee et sese e eeeeseeeasaensesena 74



3. RESULTADOS.......ootciis sttt e ess s s sts et seas st ss s s

1. Curva de crescimento de leveduras apds expressio da proteina AfPUMP1....
2. Potencial de membrana de esferoplastos de S. cerevisae.........conveevenvecncanenne.

3. Expresséo da proteina A/PUMP1 fusionada com MBP e clivagem do
produto de expressio AIPUMPLMBP........o e

4. Expressdo da AfPUMP1 em corpisculos de inclusdo.......coceeviccvenenreenseeeenne
5. Transporte de H' em proteolipossomos e inibigio por nucleotideos..........

6. Cinética de transporte de H™ mediado por varios 4cidos graxos em

proteolipossomos ¢ lipossomos para célculo de K € Vinax ceeeeereeneneencnnnnne

7. Cinética da inibigio do transporte de H' pela AfPUMP1 por nucleotideos de

9. Potencial de membrana de mitocondrias de coleoptiles de milho...................

10. Curva de concentragio o cofator Mg®” para amplificagio do amplicon
ZmPUMP!L em mRNA coledptile de milho.....cooeivircciciineccecneeevenne

11. Variagio do mRNA da ZmPUMP1 ¢ da ubiquitina em coledptiles

submetidos a esStresses 710 € SAHNO...oo v eeeee e eevsseaenasns

12. Razdo ADP/O de mitocHndrias de milho submetido a estresses frio ¢

13. Peroxidacgdo lipidica (TBARS) em mitocdndrias de milho submetido a

ESITESSES fTI0 € SAIMO. c1ieeeeeie et eee et e e eeee et eaeeneee e s eeeeneesasessesemssaeesnnsrasans

14. DetecgZo imunoguimnica com anticorpos anti-SfPUMP de mitocOndrias de

milho submetido a estresses 110 € SAHINO . .o eeeer e e s e aeeeaeans

15. Consumo de oxigénio por mitocOndrias de tomates mantidos em atmosfera
RIPETOXIZENAAA. ... orvvererevririirrrneerrerreererseneceetsanssese e e seassnsaranensssenssasasanansees

xix

75

78

78
79

80

81

82
84

85

85

86

86

87

88

89



16. Deteccd@io imunoquimica com anticorpos anti-SfPUMP de mitocondrias de

tomate submetidos a atmosfera hiperoxigenada.......cvvmveiicennneniinerienenna

17. Efeito de inibidores e ativadores da SfPUMP na geragfio de H;O, pela
respiracdo de mitocOndrias de batata..........coevvevcrineinninnien e

18. Efeito de inibidores e ativadores da SfPUMP na geraciio de H,O, pela

respiracdo de mitocOndrias de batata na presenga de (0 A
Ao FIGURAS ...t srstsss s be s shsa s st b b a e s spe s s e saensa b bass
5. DISCUSSAOQ........oecereeenriietesesssee e ssss e ressesssessssssiaessasssasnasessassessssmsssasasen
6. CONCLUSOES........orirritserinnerirese st ssesscssnsermses e secome s stsasssssessasssnsessons
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........oovoeeeriireerinreenssssesessssmssesesssesens
8. APENDICES.........oooeeeemeteeecesreeeesssessssessasessmaessnosassnassssaasassasiscassssanssssanes

90

90

91

93

121

125



LISTA DD ABREVIATURAS

AOX
ATD)P
BHAM
BSA
DTT
EAOs
ESTs
GT(D)P

B0,

NAD(P)
ORFs

Pi
PPAR-ou(y)
PUMP
TBARS
TNF-a
UCp

UT(D)P

acido abscisico

oxidase alternativa

adenosina tri (di) - fosfato

acido benzohidroxamico
albumina soro bovina

ditiotreitol

espécies ativadas de oxigénio
etiquetas de seqiiencias de expresséo
guanosina tri (di) - fosfato
peréxido de hidrogénio
kilodalton

nicotinamida adenina di — fosfato
fases abertas de leitura

fosfato inorgénico

ativador do receptor de proliferacdo de peroxissomos

Plant Uncoupling Mitochondrial Protein

substincias reativas ao acido ticharbitfirico

fator de necrose tumoral
uncoupling protein
uridina tri (di) — fosfato

gradiente eletroquimico de protons

xxiii



RESUMO



O presente trabalho esta dividido em duas partes: a reconstituicio funcional de
uma proteina desacopladora de Arabidopsis thaliana ¢ a medida da expressio e da

atividade de uma proteina desacopladora em resposta a diversos estresses abi6ticos.

A expresséio do gene AITPUMP! em Saccharomyces cerevisae e Escherichia
coli permitiu a confirmaco de que este gene realmente codifica uma proteina
desacopladora, capaz de dissipar energia do gradiente eletroquimico de H'. Num ambiente
termoneutro (28 °C), células expressando a APPUMP1 cresceram mais lentamente que
células controle, enquanto sob baixa temperatura (14 °C) a taxa de crescimento de ambas as
c€lulas foi semelhante. Quando expressa em um sistema procaridtico e reconstituida em
vesiculas lipidicas, a AfTPUMPI mostrou caracteristicas cinéticas semelhantes as descritas
para as outras proteinas desacopladoras. O transporte de H' foi induzido por diferentes
acidos graxos, de uma maneira dependente do tamanho da cadeia de carbonos e do mimero
de insaturagdes na mesma. Este transporte de H' foi inibido por nucleotideos de purina,
sendo que mudan¢as no pH do meio externo alteraram a afinidade da A/PUMP1 por
nucleotideos. Através dos experimentos de reconstituigdo, verificamos que as constantes de
afinidade e velocidade méxima de transporte (Ki, € Vi) sdo similares s obtidas para

outras proteinas desacopladoras vegetais e também para as UCP2 ¢ 3.

A expressdo e a atividade da proteina desacopladora também foi estudada em
situages de estresse abidtico, como excesso de sal, temperatura baixa e atmosfera
hiperoxigenada, situagbes que sabidamente geram estresse oxidativo. Em coleéptiles de
mitho, a expressfio do mRNA para a proteina desacopladora aumenta durante o estresse
salino e permanece inalterada durante o estresse por frio. Entretanto, a expressio da
proteina e a disponibilidade de substratos aumentaram significativamente nos dois casos,
sugerindo uma regulagdo poés-transcripcional para este gene. Observamos ainda que
mitocOndrias isoladas de coledptiles de milho submetidos a estresse salino e por frio
possuem uma razio ADP/O diminuida, que retorna para niveis controle na presenca de
BSA ou GTP. Em situages de aumento intracelular de Ca®*, observamos também que
ativadores da proteina desacopladora inibem a gera¢fio mitocondrial de EAOs e que seus

inibidores aumentam esta gerag3o.

Resumo
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Considerando os resultados aqui apresentados, podemos, portanto, concluir que
a APUMP! ¢ uma verdadeira proteina desacopladora, capaz de afetar o crescimento
celular, induzindo um desacoplamento mediado por 4cidos graxos e inibido por
nucleotideos de purina. E possivel sugerir ainda que a proteina desacopladora desempenhe
um papel importante em situagdes de estresse abiotico, diminuindo a gerag@o mitocondrial

de EAOs de forma a proteger o organismo do estresse oxidativo resultante.

Resuma
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ABSTRACT



The present work is divided in two parts: the functional reconstitution of the Arabidopsis
thaliana uncoupling protein 1 (4AfPUMP1) and the expression and activity of the

uncoupling protein under several abiotic stresses.

APUMP1 expression in Saccharomyces cerevisae and Escherichia coli allowed us to
confirm that this gene codes for a true uncoupling protein, able to divert energy of the
proton electrochemical gradient. In a thermoneutral environment (28 °C), 4/PUMP1
expressing cells grew slower than control cells, while under low temperatures (14 °C)
growth rates were similar. When expressed in a prokaryotic system and reconstituted in
lipid vesicles, 4/PUMP1 showed similar biochemical patterns to those already described for
other uncoupling proteins. H' transport was induced by several fatty acids and was
dependent on the length and insaturations of the alkyl chain of the substrates. Purine
nucleotides were able to inhibit this proton transport, while changes in external pH alter
APUMP1 affinity for the nucleotides. Reconstitution experiments helped us to determine
the K and the Vi, for AFPUMP1. The values are within the physiological levels and very
similar to those already obtained for other uncoupling proteins.

We also studied the expression and activity of the uncoupling protein under situations of
abiotic stresses, such as salinity, low temperature (chilling) and hyperoxygenated
atmosphere. These situations are known to generate an oxidative stress. In maize
coleoptiles, ZmPUMP mRNA expression increases under salt stress and does not change
under chilling. However, protein expression and availability of substrates increased
significantly on both situations, suggesting a post — transcriptional regulation for this gene,
Moreover, mitochondria isolated from salt and cold stressed maize coleoptiles showed
smaller ADP/O ratio, which returns to control levels in the presence of BSA or GTP. In
tornatoes submmited to a hyperoxygenated atmosphere, PUMP concentration and AOX
activity patterns were similar to those already described for post-harvest ripening.
However, preliminary experiments show increase in lipid peroxidation, resulting in a
release of free fatty acids, and consequent AOX inhibition and PUMP activation, even with
a decrease in PUMP protein content. Under situations of high intracellular Ca®*, we are able
to observe also that uncoupling protein activators inhibit the mitochondrial generation of
Reactive Oxygen Species (ROS) and that its inhibitors increased this generation.

Abstract
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Considering all the above results, we can conclude that A/fPUMP1 is a true uncoupling
protein able to influence cell growth through an uncoupling mechanism mediated by fatty
acids and inhibited by purine nucleotides. It is also possible to suggest that plant
uncoupling proteins have a significant role under abiotic stress situations, decreasing
mitochondrial ROS generation and thus protecting the tissue from the resulting oxidative

stress.

Abstract
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Considerando a célula como unidade fisiolégica funcional de um organismo,
podemos dizer que as mitocondrias sdo as suas usinas de energia. As mitocdndrias sdo as
organelas responséveis por transferir ¢ armazenar a energia contida nas ligagSes quimicas
dos alimentos para ligagdes quimicas em compostos fosfatados de alta energia, como por

exemplo, 0 ATP e o GTP, largamente utilizados nos processos celulares.

Durante muitos anos o0s pesquisadores procuraram, Ssem Sucesso, por um
composto quimico que intermediasse a transferéncia de energia realizada pelas
mitocondrias, correlacionando a cadeia transportadora de elétrons com a fosforilagdo
oxidativa do ADP. Finalmente, em 1961, Peter Mitchell postulou a Teoria Quimiosmotica,
segundo a qual a transferéncia e o armazenamento da energia extraida dos alimentos
somente seria possivel devido 4 geragio de um gradiente eletroquimico através da
membrana interna da mitocdndria. A redugfio do O, a H;O pela cadeia respiratoria
resultando pa formagio de um gradiente de prétons (H') através da membrana interna
foram os fundamentos que levaram Mitchell a postular sua teoria. A presenca de bombas de
H'" na cadeia transportadora de elétrons, ativadas pela passagem dos elétrons através dos
intermedidrios redox da cadeia respiratoria, gera um gradiente elétrico e quimico entre o
espago intermembranas e a matriz mitocondrial. A formag8o deste potencial eletroquimico
transmembranico seria o elemento inicial do acoplamento entre a oxidag@o de substratos
alimentares ¢ a utilizacio desta energia pela célula. O fluxo de H' de volta & matriz
mitocondrial através do complexo enzimdtico F,F;-ATP sintetase, desta vez a favor do
gradiente de concentragio, estaria diretamente acoplado 4 fosforilagdo do ADP em ATP
(Nicholls ¢ Ferguson, 1982).

Além de permitir o armazenamento de energia nas ligagBes quimicas dos
compostos fosfatados, a formacdo do gradiente eletroquimico transmembrénico também ¢
aproveitada pelos 'clorepiastos na fotossintese de ATP (Gardestrom e Lernmark, 1995).
Alguns processos que nio dependem da sintese de ATP também sfo realizados pelas
mitocondrias aproveitando o gradiente de H', como por exemplo as trocas eletroforéticas
de ATP* por ADP* (Klingenberg, 1990), a redugio do NAD(P)" pela transidrogenase
especifica (Hoek e Rydstom, 1988) e o transporte eletroforético de Ca** do citoplasma para
a matriz mitocondrial (Gunter e Gunter, 1994).

Introdugéio
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1. HOMEQSTASE INTRACELULAR E MITOCONDRIAL DO {ON CALCIC

A capta¢do do ion célcio pelas mitocOndrias € utilizada pela célula como um
dos mecanismos de regulagdo da concentragfo deste fon no citosol. A concentragiio de Ca”
livre no citosol é cerca de 10° vezes menor que na matriz extracelular, ¢ esta diferenca ¢
essencial para a fungdo deste fon como mensageiro de sinais bioquimicos ao interior cehular
(Berridge, 1997). A concentragiio do cdlcio intracelular, por sua vez, é precisamente
regulada por camais na membrana plasmética, e pelas organelas reticulo

endo(sarco)plasmatico, micleo e mitocOndria.

Os processos de entrada do jon cilcio através da membrana plasmética sdo
mediados por canais voltagem dependentes ou regulados por mensageiros secundirios
(Berridge, 1997); o efluxo, por sua vez, é promovido por uma Ca®*-ATPase, com gasto
energetico de uma molécula de ATP por jon translocado (Carafoli, 1989; 1994), ou por um
sistema de translocagiio Na'/Ca’, que utiliza a energia do potencial eletroquimico de Na*
(Reeves e Hale, 1984). Em tecidos excitaveis, o segundo mecanismo ¢ significativamente
mais ativo, podendo inclusive influenciar o influxo celular de Ca** (Carafoli, 1989; Reeves
e Hale, 1984).

O reticulo endo(sarco)plasmatico € considerado o principal reservatério
intracelular de Ca®*, possuindo vias independentes de transporte do ion. A entrada do ion é
mediada por uma Ca**- ATPase, que hidrolisa uma molécula de ATP para cada par de ions

" ¢ estimulada pelo mensageiro intracelular

translocados. A ativacio de canais de Ca®
inositol~ 1,4,5- trifosfato, liberando o fon que atuari, entfo, como segundo mensageiro

intracelular (Berridge, 1987; 1997).

O transporte de cdicio pela mitocondria ¢ conhecido desde a década de 60,
Sabe-se hoje que este transporte ¢ o saldo liquido do transporte mediado por dois
mecanismos: o de influxo € o de efluxo, este tltimo ocorrendo por duas vias, uma Na'-
dependente (Crompton et al, 1976) ¢ outra Na'- independente (Rottemberg e Scarpa, 1974;
Gunter e Pfeiffer, 1990; Gunter e Gunter, 1994). O influxo do ion ocorre em resposta ao
potencial elétrico de membrana, por um processo eletroforético (Gunter e Pfeiffer, 1990;

Guanter e Gunter, 1994). O processo de saida Na'- dependente é mais ativo em células

Introducéio
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excitaveis, trocando um fon Ca®" interno por dois fons Na* externos (Brand, 1985b; Lie
col, 1992). O efluxo Na'- independente ocorre em mitocondrias de todos os organismos,
trocando dois H' externos por um Ca®* interno (Nicholls, 1978; Brand, 1985a). A
habilidade das mitocondrias, particularmente na presenga de Mg** ¢ ATP, em controlar a
concentragfio de Ca®* muito préxima da concentragiio que se acreditava estar presente no
citosol, levou diversos pesquisadores a propor uma fungfo significativa para esta organela
na regulacfio da concetragfo de célcio livre no citosol (Fiskum e Lehninger, 1979; Akerman
¢ Nicholls, 1983). Entretanto, estudos subsequentes revelaram que a concentracio do célcio
mitocondrial total de células normais in vivo era incompativel com as caracteristicas
cinéticas dos transportadores envolvidos no processo de regulagio mitocondrial do Ca**
citosolico, indicando que o influxo do ion seria inoperante (Somlyo e col, 1985;
McCormack e col., 1990).

Desta forma, aceita-se atualmente que a principal funcfio do transporte do ion
calcio pelas mitocdndrias é regular a concentragio de Ca* livre na matriz mitocondrial em
faixas de concentracfio compativeis com o estimulo da atividade de determinadas enzimas
regulatorias do ciclo de Krebs (Carafoli, 1987; McCormack e col, 1990). Quando a
concentragio citosélica de Ca®" aumenta em resposta a estimulos externos que demandam
energia, como por exemplo sob a agdo de hormédnios que ativam processos de secre¢io ou
contragfio, o sistema de captagio de Ca’* pelas mitocOndrias se torna operante. Com o
aumento da concentragio de Ca®* na matriz mitocondrial, trés desidrogenases do ciclo de
Krebs (pirivica, cetoglutirica e isocitrica) tem sua atividade estimulada, resultando no
aumento da produgfio de ATP, necessdrio para suprir a demanda energética do processo

celular iniciado pelo hormonio (Hansford, 1985; McCormack e Denton, 1986).

2. SISTEMAS DISSIPADORES DE ENERGIA EM MITOCONDRIAS

Além de ser utilizada para diversos processos fisioldégicos mitocondriais, como
citado anteriormente, a energia do potencial eletroquimico de prétons (AuH") pode ainda
ser utilizada para a producdo de calor (Nicholls e Ferguson, 1982), consumindo O, sem
producdo de ATP. Foster € Frydman (1978) mostraram que, em animais devidamente
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letroquimico de prétons (AuH") pode ainda ser utilizada para a producdo de
calor (Nicholls e Ferguson, 1982), consumindo O, sem producio de ATP. Foster e
Frydman (1978) mostraram que, em animais devidamente adaptados ao frio, o tecido
adiposo marrom, estimulado por norepinefrina, respira a uma velocidade cerca de 60 vezes
maior que uma massa equivalente de tecido hepatico, estabelecendo a relagiio entre a
termogénese ¢ o tecido adiposo marrom (Foster e Frydman, 1978). Estes autores mostraram
que o fluxo sangiiineo para o tecido adiposo marrom aumenta significativamente durante a
termogénese induzida por norepinefrina, identificando-o como tecido dominante na
termogénese animal. Desta forma, o tecido adiposo marrom concentrou as atengdes dos

pesquisadores durante muito tempo.

A energia do potencial eletroquimico de protons (ApH") pode ser também
dissipada através do escape de protons através da membrana e/ou proteinas nela embebidas.
A recente observagio do escape de protons (H' slip) pela citocromo ¢ oxidase em situacGes
de alto potencial protonico, que favorecem a geracio de EAOs, tem sido sugerida como
uma forma de regular a atividade geral do organismo de forma a evitar danos oxidativos
(Kadenbahc € col., 2600).

2.1. Proteinas desacopladoras de mamiferos: a UCP1 e as novas UCPs

As bases moleculares da geragio de calor pelo tecido adiposo marrom
comegaram a ser esclarecidas com a demonstragio da presenga de uma proteina de 32 kDa
na membrana mitocondrial interna dos adipécitos, complementado com um amplo estudo
sobre suas principais caracteristicas fisioldgicas, como o aumento do consumo de 0O, o
transporte de &nios monovalentes e os efeitos provocados pelos nucleotideos de purina e
pela albumina de soro bovina (BSA), quelante de 4cido graxos (Nicholls e Lindberg, 1973;
Nicholls, 1974, 1976, 1979; Locke e col., 1982). Rial e Nicholls (1984) demonstraram que
a expressdo desta proteina (entdo chamada de termogenina, ou proteina desacopladora)

estaria relacionada com o rigor do estresse térmico ao qual o animal é submetido.
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organismos, como passaros (Vianna e col., 2001), plantas (Laloi e col., 1997; Maia e col.,
1998; Jezek e col,, 2000a), amebas (Jarmuszkiewicz e col., 1999a), insetos (Handk e JeZek,
2001), fungos (Jarmuszkiewicz e col., 1999b), e parasitas (Uyemura e col., 2000). Além
disso, diversos outros genes de UCPs foram identificados no organismo humano como os
de UCP2 (Fleury ¢ col, 1997), UCP3 (Boss ¢ col., 1997; Vidal-Puig e col., 1997), UCP4
(Mao e col., 1999) e UCP5 (Sanchis e col., 1998). Desta forma, a UCP encontrada no
tecido adiposo marrom foi chamada de UCP1. Estudos recentes postulam que a UCP4 seja
a proteina ancestral, & partir da qual evoluiram as outras UCPs (Handk ¢ Jezek, 2001). Os
autores chegaram a esta conclusdo apds busca em bancos génicos pelas assinaturas e
motivos tipicos das UCPs e por terem encontrado similaridades significativas entre a
sequéncia da UCP4 e sequéncias presentes em varios genomas, 0 que sugere que a UCP4
surgiu evolutivamente num ancestral comum aos seres vivos (Jezek ¢ Urbankova, 2000;
Handk e JeZek, 2001).

2.1.1. Possiveis mecanismos de funcionamento das proteinas desacopladoras

A proteina desacopladora de mamiferos (UCP1) tem por principal funcdo
dissipar o gradiente eletroquimico de prétons das mitocOndrias para gerar calor para o
organismo, desacoplando a cadeia transportadora de elétrons da fosforilagio oxidativa. O
desacoplamento regulado mediado pelas proteinas desacopladoras aumenta a condutincia
de H' através da membrana mitocondrial interna, reduzindo apenas ligeiramente o potencial
de membrana de maneira que possa ocorrer simultaneamente produgéio de ATP e de calor
(Nicholls € Berson, 1977). Demonstrou-se recentemente que a UCP, como outros membros
da sua familia de proteinas, sdo translocadores de 4nions inibidos por nucleotideos de
purina (Garlid e col.,, 1996; Klingenberg, 1990; JeZek e col,, 1990; Nicholls, 1979). Os
nucleotideos de purina séio considerados reguladores alostéricos fisioldgicos do processo da
termogénese (Nicholls, 1979; Klingenberg, 1990). Sabe-se que o desacoplamento
promovido pela UCP1 ¢é dependente da presenca de acidos graxos livres, que também
participam do processo de termogénese (Nicholls, 1979; Locke e col., 1982; Klingenberg,
1990, Garlid € col., 1998).
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Atualmente, dois modelos tém sido propostos para explicar o mecanismo
através do qual os 4cidos graxos ativam o transporte de prétons via UCP: o Modelo
Tamponante (Winkler e Klingenberg, 1994; Rial e Gonzalez-Barroso, 2001; Klingenberg e
col, 2001) e o Modelo Protonoforético (Garlid e col, 1998; 2000; Jabfiwek e col.,
2001)(veja figura na pagina seguinte).

O Modelo Tamponante (Winkler e Klingenberg, 1994) propde que 4cidos
graxos se ligariam a sitios localizados perto do canal de prétons da UCP, principalmente
em residuos de histidinas, criando grupos aceptores/doadores de elétrons que facilitariam o
transporte de H'. Estes autores demonstraram que mutacdes nas His'*’ e His'*’ aboliram o
transporte de prétons, o que os levou a concluir que estes aminoacidos fazem parte do
hipotético canal de prétons (Bienengraeber e col,, 1998). A interpretagfio destes resultados
pelos autores levou-os a predizer que a UCP2 nfio seria capaz de transportar protons por
ndo conter histidinas nas respectivas posigdes, e que a UCP3 seria capaz apenas de um
transporte menor. Entretando, a protefna desacopladora de plantas presente em batatas ndo
possui nenhuma das histidinas ¢ ¢ capaz de catalizar desacoplamento ¢ transporte de
protons dependente de dcidos graxos de forma bastante eficiente (JeZek e col., 1996, 1997a;
Laloi e col, 1997). Recentemente, o grupo do Dr. Martin Klingenberg demonstrou que a
baixa atividade das proteinas desacopladoras UCP2 ¢ UCP3 quando expressas em E. coli é
devida a falta de um cofator, a coenzima Q (ou ubiquinona)(Echtay e col., 2000; 2001). De
acordo com estes novos dados, a coenzima Q, bastante hidrofébica, poderia penetrar mais
profundamente na bicamada lipidica, formando uma ponte para os 4cidos graxos
protonados entrarem na bicamada para doar H' para os residuos aceptores no hipotético
canal de H' da UCP (Echtay e col., 2000; 2001).
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Entretanto, as hipdteses levantadas por estes autores encontram dificuldades
para explicar a independéncia entre o transporte de CI' ¢ a presenga de 4cidos graxos (a ndc
ser que existam dois caminhos possiveis, um para H' e outro para CI), bem como para
conciliar a inibicio pelos nucleotideos ¢ a falta de competitividade entre estes e os acidos
graxos. Porém, este modelo guarda certa semethanga com o mecanismo de transporte de H

pela bacteriorrodopsina, onde uma base de Schiff € o translocador central de H(Butt € col,,

1989).

O Modelo Protonoforético propfe um ciclo futil de dcidos graxos através da
bicamada lipidica, por um mecanismo de "flip-flop” (Skulachev, 1991, 1999). Acidos
graxos anidnicos presentes no interfor das mitocondrias particionam-se na membrana
mitocondrial com seus grupamentos hidrofilicos abaixo do nivel das outras cabegas
lipidicas, se difundindo lateralmente na membrana e alcancando o sitio de ligagdo na UCP
(Garlid e col., 1996, 2000). A proteina desacopladora catalisa o transporte do anion,
deixando o grupamento hidrofilico exposto para o citoplasma. No exterior das
mitocondrias, os 4cidos graxos se desligam do sitio de ligagdo se difundindo lateraimente
na membrana, se protonam e, na forma neutra, retornam rapidamente para a matrix
mitocondrial por um mecanismo de "flip-flop”, resultando num ciclo fitil com transporte
liquido de um H' para cada ciclo (Garlid e col, 1996; 2000). Garlid e col. (1996)
mostraram ainda que o tamanho da cadeia hidrofébica do 4cido graxo influencia sua
velocidade de flip-flop, provavelmente pelo fato do dcido graxo de cadeia mais longa
alcancar mais rapidamente o sftio hidrofobico de ligagdo na UCP. Existem evidéncias de
que acidos graxos protonados difundem-se rapidamente (K<1 seg’'} através de bicamadas
de fosfolipidios (Kamp ¢ Hamilton, 1993). Estudos demonstraram a existéncia de 4cidos
graxos anidnicos incapazes de fazer “flip-flop™, porém capazes de se inserir na membrana
(Jezek e col, 1997b). Num estudo subseqiiente, JeZek e col. (1997¢) mostraram que 0s
acidos graxos considerados inativos nfo eram substratos para a UCP. Afravés destes
estudos, o Modelo Protonoforético se tormaria invdlido se um acido graxo ativasse o
transporte de H" pela UCP, mas fosse incapaz de acidificar o interior vesicular por “flip-
flop”. Entretanto, se um 4cido graxo fosse capaz de fazer “flip-flop” e ndo induzisse o
transporte de H' pela UCP o modelo ndo seria contradito, porém este 4cido graxo ainda nfo

foi encontrado (Jezek e col., 1997¢c).
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A evidéncia mais forte favorecendo ¢ Modelo Protonoforético € a agfio de uma
classe de substratos para as proteinas desacopladoras, os alquisulfonados. Estes andlogos
dos acidos graxos (que possuem um grupamento SO;  em substituico & carboxila) sdo
inibidores competitivos do transporte de CI', de maneira sensivel a nucleotideos (Garlid e
col, 1996). Devido a seu pK, bastante baixo, esta classe de moléculas raramente se
encontra protonada (neutra) no meio de reagdo, ndo podendo atravessar a bicamada lipidica
(flip-flop) e realizar transporte de protons (Garlid e col., 1996). Eliminando-se esta
imposi¢io quimica, os alquilsulfonados seriam capazes de induzir transporte de H' através
da bicamada lipidica (ou desacoplamento). Recentemente, Jabiirek e colaboradores (2001)
mostraram que um alquilsulfonado (Cl1-sulfonado) pode ser transportado através de
membranas apos formar um par idnico com o propranolol, uma base anfifilica. Neste
trabalho, o par i6nico eletroneutro alquilsulfonado - propranolol foi capaz de induzir
desacoplamento sensivel a GDP em mitocdndrias de tecido adiposo marrom de hamsters,
indicando que a UCP] cataliza o transporte de 4nions, e o transporte de H™ acontece
durante o flip-flop na membrana lipidica (Jablirek e col., 2001).

2.1.2. Regulaciio da atividade e da expressfio das proteinas desacopladoras de

mamiferos

Centenas de trabalhos t€m sido publicados nos ltimos anos relatando diversos
reguladores da expressdo das proteinas desacopladoras. Uma simples busca na base de
dados PubMed (www.ncbinlm.nih.gov/pubmed) resulta em mais de 300 citagGes para os
ultimos 5 anos. Uma surpreendente gama de receptores € elementos responsivos de DNA,
somados a participac#@io de diversos fatores de transcricdo, se mostraram importantes fontes

de variacfio na expressdo das proteinas desacopladoras.

Entre os principais reguladores da expressio do geme da UCPI1, podemos
destacar a norepinefrina (Foellmi-Adams e col, 1996; Jansky, 1995), os hormdnios
tiroideanos (Gong e col., 1997; Jekabsons e col., 1999), 4cido retindico (Puigserver e col,
1996; Chevillotte e col., 2001), insulina (Klaus e col., 1995), leptina (Zhou e col., 1997;
Gong e col, 1997), e TNF-a Faggioni e col, 1998). Dentre os receptores nucleares
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envolvidos com a regulagio da expressio das UCPs, podemos citar o PPAR-[] (Camirand e
col,, 1998) e o PPAR-[JChevillotte e col., 2001), além dos receptores retindicos (Carmona
e col., 1998).

Recentemente, um tipo de regulagdio pos-transcricional foi descrito para o gene
da UCP2 (Pecqueuer e col., 2001). Estes autores mostraram que a presenga de Fases
Abertas de Leitura (ORFs) 4 montante (“upstream™) do gene UCP2 inibe fortemente a
tradugdio do mRNA em proteina. Quando mutadas e inseridas num sistema de expressio, a
tradugdo do mRNA em proteina aumenta até 50 vezes, o que talvez explique a falta de
correlagio entre os niveis de mRNA e proteina encontrados nos tecidos {Pecqueur ¢ col,
2001). Considerando que a UCP2 ¢ mais expressa no estdmago e nos pulmdes (tanto
mRNA quanto proteina), sua tradugsio seria rapidamente aumentada utilizando o “pool” de
mRNA existente ern situagdes de aumento da concentrago intracelular de EAOs (Pecqueur
¢ col, 2001). Desta forma, as conclusdes obtidas por estudos baseados somente na
quantificacio de mRNA devem ser revistas, uma vez que os niveis das proteinas
desacopladoras nos tecidos podem ndo ser diretamente proporcionais a quantidade de
mRNA (Pecqueuer e col., 2001). Apoiando a hipotese de regulacgo poOs-transcricional, estes
autores observaram que outras duas proteinas desacopladoras pouco expressas nos tecidos,

a UCP3 ¢ a UCPS5, também possuem ORFs 3 montante de seus genes.

A estrita necessidade de dcidos graxos para o transporte de prétons pelas
proteinas desacopladoras é um fato conhecido ha varios anos (Nicholls, 1979; Garlid e col,,
1998; Skulachev, 1999). Entretanto, como visto anteriormente, 0 mecanismo pelo qual os
acidos graxos estimulam o consumo de oxigénio mitocondrial ainda ¢ motivo de
controvérsia ¢ discussdo. Os 4cidos graxos exercem um duplo efeito na bioenergética
mitocondrial, funcionando como substratos respiratorios € como reguladores do
acoplamento entre respiragéo e fosforilago. Este duplo efeito dos 4cidos graxos sobre a
termogénese, por exemplo, permite que animais como os ursos mantenham uma
temperatura de cerca de 35°C durante vérios meses de hibernagfio. No periodo que precede
o inicio da hibernagdo, o urso armazena gordura que, com o estimulo adrenérgico causado
pelo frio, fornece 4cidos graxos livres como substratos respiratérios e estimuladores da

UCP durante o periodo de hibernacio. Neste periodo, os niveis de UCP também estio
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elevados pela indugSio hormonal de sua expressdo pelo frio (Nicholls ¢ Locke, 1984;
Jansky, 19935, Skulachev, 1999).

A regulagio alostérica conferida por nucletideos de purina ¢ largamente aceita
para a UCP1 (Garlid e col., 1998; Garlid, 2000). Estudos de ressondncia paramagnética
eletrdnica (EPR) demonstraram a existéncia de dois sitios de ligac8io distintos para acidos
graxos e nucleotidoes de purina (JeZek e col,, 1995). Estudos de mutagdes sitio-dirigidas
(Modriansky e col, 1997) e de modificagfio quimica com 2,3-butadiona e fenilglyoxal
(Katiyar e Shrago, 1989) demonstraram que trés argininas (Arg®, Arg'® e Arg™™) sdo
essenciais para a mibi¢o do transporte de prétons por nucleotideos. £ de se notar que estas
trés argininas estfio conservadas nas proteinas UCP2, UCP3 e SAUCP (ou PUMP, proteina
desacopladora de batatas), sendo que foi demonstrado, para a S(UCP, que a modificacéio
destas argininas por 2,3-butadiona abole completamente a inibicdo do transporte de prétons
pelos nucleotideos {JeZek e col., 2000b). Por outro lado, existem grandes diferengas entre o
loop matricial que liga o quinto e o sexto dominio transmembranico das proteinas, dominio
este responsavel pela especificidade do nucleotideo inibidor. E de se esperar, portanto, que
diferentes nucleotideos possam ser capazes de inibir o transporte de H' nas diferentes
proteinas. Realmente, dados ndo publicados do grupo do Dr. P. JeZek apontam para uma
inibicdo por UTP e UDP bastante acentuada do transporte de protons pela UCP2 (Zazkova
¢ JeZzek, manuscrito em preparacgio).

2.1.3. O papel das UCP na fisiologia mitocondrial

Em poucas palavras, a fun¢io fisioldogica das UCP ¢ catalisar um fluxo
eletroforético de protons através da membrana, através de um ciclo fiitil de 4cido graxos
(Skulachev, 1991; 1999).

A proteina desacopladora de mamiferos estd claramente relacionada com o
controle do nivel energético do organismo. Diversas situacdes metabllicas foram
relacionadas com a presenca da UCP, dentre as quais pode-se citar a adaptacio ao frio,

dietas ¢ hibernacgdo, nas quais a relagdo entre acidos graxos livres e nucleotideos de purina
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regulam a atividade da proteina (Nicholls e Locke, 1984; Jansky, 1995). Entretanto, o
controle bioenergético do organismo ndo ¢ feito apenas através da termogénese estimulada
por norepinefrina, mas depende também da termogénese de outros orggios, estimulados por
outros hormoénios, como epinefrina, ghicagon, esterdides e hormonios tireoidianos (Jansky,

1995).

Com a recente descoberta de outras proteinas desacopladoras em vérios tecidos
do corpo (Boss ¢ col,, 1997; Fleury e col.,, 1997; Vidal-Puig, 1997), o papel das proteinas
desacopladoras tem sido revisto. Fleury e col. (1997), descobridores da UCP-2, propuseram
que esta proteina desacopladora, presente em tecidos ricos em macréfagos e tecido adiposo
branco, estaria relacionada com o diabetes melitus tipo I A regulacdo de sua expressio
esta diretamente relacionada com o estado nutricional dos individuos e seu gene
encontra-se em regides do cromossomo humano 11 e cromossomo 7 de camundongos, ja

sabidamente relacionados com a hiperinsulinemia e obesidade (Fleury e col., 1997).

Demonstrou-se, recentemente, que a disrupgiio do gene da UCP2 leva a um
aumento da producdo de perdxido de hidrogénio pelas mitocondrias de macrofagos de ratos
(Arsenijevic e col., 2000). Este estudo confirma resultados anteriores que mostravam que a
expressdo da UCP2 em células de mamiferos em cultura diminui a produgio de EAOs
(Negre-Salvayre col., 1997). Ou seja, a UCP2 pode ter um importante papel na defesa
contra estresses oxidativos, modulando a produgic de EAOs e diminuindo o dano
oxidativo. Esta capacidade também foi demonstrada para a oxidase insensivel a cianeto
(Popov e col,, 1997; Maxwell e col,, 1999) e para a proteina desacopladora de batatas
(Kowaltowski e col., 1998). As UCPs podem também estar envolvidas com o processo de
apoptose, uma VeZ que sua expressdo aumenta significativamente (mais de 15 vezes) em
células de turnores submetidas a estresse oxidativo por raios ultravioleta (Voehringer e col.,
1998).

Uma outra proteina desacopladora, UCP3, estaria relacionada com o controle da
temperatura do corpo em situagbes de estimulagio hormonal da termogénese, pois foi
localizada preferencialmente no tecido adiposo marrom e em miisculos esqueléticos (Boss e
col., 1997; Vidal-Puig e col, 1997). Alguns estudos apontam também para um papel na
homeostase do peso corporal, situagfio na qual a UCP3 (possivelmente também a UCP2)
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atuaria nfo apenas como dissipadora do potencial transmembranico, mas principalmente
como reguladora do consumo de lipideos pelo metabolismo mitocondrial (Gong e col.,
1997; Dulloo e Samec, 2000). Neste sentido, um possivel papel para a UCP3 seria impedir
o acumulo de 4cido graxos livres ndo passiveis de oxidagfio pela mitocdndria e portanto
passiveis de lipoperoxidacio, especialmente em situagdes nas quais a oferta de 4cidos
graxos excede o consumo (Schrauwen e col, 2001). Novos estudos tém sido realizados
para desvendar o papel de cada uma das UCPs na bioquimica do metabolismo energético ¢
da obesidade, bem como na regulacfio génica em cada uma destas situagbes (Gong e col.,
1997, Dullo e Samec, 2000).

2.1.4. Proteinas desacopladoras de plantas: descoberta, bioquimica e biologia

molecnlar das iscformas conhecidas

Durante muitos anos, foi aceito que a alta permeabilidade a H' e 4nions em
mitocondrias de plantas seria conseqiiéncia de vazamento através de uma membrana
atterada pelos procedimentos de isolamento (Douce e col, 1987). Entretanto, o
desacoplamento de mitocOndrias vegetais nio pode ser atribuido, exclusivamente, a
artefatos de preparagdio. As plantas contém altas concentracdes de lipases, que liberadas ao
meio apOs a ruptura celular, produzem quantidades significativas de 4cidos graxos livres
(Galliard, 1980). Ao mesmo tempo sabe-se que a adicBo de BSA aumenta o grau de
acoplamento destas mitocOndrias (Day e col, 1980). O efeito do BSA nfo pode ser
atribuido ao reparo de danos na membrana mitocondrial causados pela preparagdo. BSA
complexa eficientemente 4cidos graxos livres ¢, assim, o efeito reacoplador deve estar

associado a diminuigio da concentracio destes no meio de ensaio mitocondrial.

Uma analise detalhada do controle respiratério de mitocondrias de plantas, bem
como o efeito acoplador do BSA associado ac ATP, levaram Beavis e Vercesi (1992) a

propor a existéncia de um fator semelhante 8 UCP em plantas.
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Beavis ¢ Vercesi (1992) demonstraram que mitocdndrias vegetais possuem um
canal semelhante ao canal de 4nions da membrana de mitocdndrias animais (Inner
Membrane Anion Channel, IMAC), sugerindo assim que a alta permeabilidade anibnica ¢
devida aos IMACs. As diferencas cinéticas entre estes canais em plantas e animais levaram
os autores a designar o canal de plantas como ‘Plant Inner Membrane Anion Channel”
(PIMAC). Como resultado destas investigagdes, foi também propostc que estas
mitocOndrias, além deste canal aniénico, possuem uma permeabilidade a H' independente

de alteragGes estruturais da membrana (Beavis e Vercesi, 1992).

Com o prosseguimento das pesquisas, experimentos realizados por Vercesi e
colaboradores indicaram que mitocdndrias isoladas de tubérculos de batata tém seu
potencial de membrana aumentado significativamente pela adicio de BSA e de
nucleotideos de adenina e guanina (Silva, 1991; Leite, 1992). Estes resultados sugeriram
que estas mitocOndrias possuiam um translocador com as caracteristicas da proteina

desacopladora do tecido adiposo marrom (Klingenberg, 1990).

Subsequentemente, nosso laboratério demonstrou a existéncia de uma proteina
semelhante 4 UCP em mitocdndrias isoladas de tubéreulos de batata (Solanum tuberosum
cv Binje)(Vercesi e col.,, 1995). Seguindo o método de isolamento da UCP (Klingenberg e
Winkler, 1986), isolou-se esta proteina (chamada entio de PUMP - Plant Uncoupling
Mitochondrial Protein) e, apdés sua incorporagio em lipossomos, observou-se a
alcalinizacdo do meio externo em lipossomos carregados com PUMP ou com a UCP, e ndo
em lipossomos livres. Esta observaciio sugeriu que a PUMP poderia estar facilitando o
transporte de H' de uma maneira semelhante 2 UCP. Em eletroforese em gel de acrilamida,
observou-se uma banda de 32 kDa, tanto em amostras de mitocondrias de tecido adiposo
marrom (representando a UCP) quanto em mitocOndrias de tubérculos de batata
(representando a PUMP) (Vercesi e col., 1995). Demonstramos entdio os efeitos de icidos
graxos, alquilsulfonados e nucleotideos de purina na bioenergética mitocondrial, assim
como no consumo de oxigénio ¢ no potencial elétrico de membrana, decorrentes da
ativagdo ou inibicdo da PUMP (JeZek e col., 1996). Entretanto, diferentemente da UCP, a
PUMP nio transporta fons CI' (JeZek e col., 1996; Jezek e col., 1997a).
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A presenga de pelo menos dois sistemas dissipadores de energia em
mitocondrias vegetais (ver seccdes Oxidase Alternativa e Canais de K') nos levou a buscar
uma explicagiio fisiolégica para aquele aparente paradoxo: porque dois sistemas

dissipadores e apenas um conservador de energia?

Estudos bioquimicos com mitocOndrias isoladas de tomates em diferentes
estadios de amadurecimento demonstraram que o progressivo desacoplamento observado
durante o amadurecimento pds-colheita destas frutas é devido ao aumento de 4cidos graxos
livres resuliante da acfio de lipases (Costa e col, 1999). Entretanto, em mitocOndrias de
tomates isoladas em gradiente de Percoll na presenca de BSA, a atividade da PUMP
diminui com o amadurecimento pés-colheita, assim como o nivel da proteina na
mitocdndria (Almeida e col., 1999). Observou-se ainda uma acentuada inibicdo da via
insensivel a cianeto por 4cido linoleico, um dos substratos da PUMP (Shuse e col., 1998).
Estes resultados nos levaram a conclusio de que a oxidase alternativa (AOX) ¢ a PUMP
ndo atuam ao mesmo tetmpo, podendo ambas ter capacidade moduladora do nivel

energético celular em diferentes situacGes (Sluse e col., 1998; Almeida e col., 1999).

Utilizando o método da razio ADP/O em mitocdndrias de tomates,
demonstrou-se que a proteina desacopladora € capaz de impedir eficientemente a
conservagdo de energia da fosforilagfio oxidativa, especialmente quando a respiragdo do
estado 3 (estado fosforilante) € progressivamente inibida (Sluse e col, 1998;
Jarmuszkiewicz e col., 2000). Nosso grupo foi ainda capaz de detalhar o perfil temporal da
atividade da proteina desacopladora ¢ da oxidase alternativa durante o processo de
amadurecimento de tomates, tanto pré- como poOs- colheita. No processo de
amadurecimento pés-colheita, as proteinas dissipadoras atuam sequencialmente, sendo a
PUMP ativa nos estadios iniciais de crescimento do fruto e inibida nos estagios finais,
enquanto 0 oposto se observa para a AOX (Almeida e col, 1999). Quando os tomates
amadurecem na propria planta, a evolugdo das atividades destas proteinas € aparentemente
oposta. Almeida e col. (submetido) conseguiram pela primeira vez observar em
mitocdndrias isoladas o aumento da respiraciio que ocorre no amadurecimento de frutos
climatéricos (ver seco Termogénese em plantas). Estes autores observaram que ocorre um

aumento da concentracio de 4cidos graxos livres (substratos da PUMP e inibidores da
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AOX) no momento do amadurecimento, indicando uma participacio da PUMP e nio da
AOX durante a respiragdo climatérica in vivo, como tém sido sugerido na literatura (ver

seco Oxidase Alternativa)(Almeida e col.,, submetido).

Recentemente, diversos genes codificando possiveis proteinas desacopladoras
foram identificados nos mais variados organismos vegetais, como em Arabidopsis (Maia e
col., 1998; Watanabe e col., 1999; Handk e Jezek, 2001), no trigo (Murayama e Handa,
2000) e na flor termogénica Symplocarpus phoetidus (Ito, 1999). A anilise dos genomas de
cana de agucar ¢ de Arabidopsis permitiu a identificacio das diversas isoformas de
proteinas desacopladoras existentes, assim como em mamiferos. Em cana de agticar foram
identificadas 6 isoformas, e em Arabidopsis 4. (J. Borecky, comunicaggio pessoal) Além da
identificagdo de proteinas descopladoras através da busca do gene, demonstrou-se por
imunodeteccdio usando anticorpos anti-SfPUMP, a presenca da PUMP em diversas frutas,
climatéricas ou nfio, tropicais ou nfio (Jezek e col, 1998). Demonstrou-se ainda que
mitocondrias de plantas de diversas classes (JeZek e col., 2000a) respondem a nucleotideos
de purina e dcidos graxos de maneira semelhante 4 observada em mitocéndrias de batata
(JeZek ¢ col., 1996) e tomate (Costa e col., 1999).

2.2. A oxidase alternativa (AOX)

A respirac@o insensivel a cianeto foi observada pela primeira vez em 1929 em
brotos de ervilha (Genevois, 1929). Entretanto, apenas no final dos anos 70 conseguiu-se
isolar uma quinol oxidase insensivel a cianeto a partir de mitocondrias de Arum maculatum,
entdo denominada oxidase alternativa (Hugq e Palmer, 1978; Rich, 1978). Com a criagéio de
anticorpos monoclonais contra a AOX de Sauromatum guttatum, foi possivel identificar a
presenca da AOX em uma grande variedade de plantas (Day e Wiskich, 1995; Siedow e
Umbach, 1995), assim como em fungos (Lambowitz e col., 1989; Sakajo e col, 1991),

tripanossomatideos (Clarkson e col., 1989) ¢ ameba (Jarmurszkiewicz e col., 1997).
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A AOX se ramifica da cadeia principal de transporte de elétrons ao nivel da
ubiquinona, Quando a AOX esta ativa, o fluxo de elétrons € desviado dos complexos IH e
IV, ejetores de H', e o gradiente eletroquimico final de H' € menor. A passagem de elétrons
através da AOX pode ser especificamente inibida por varios compostos, como &cidos
hidroxdmicos (Schonbaum ¢ col, 1971), n-propilgalato (Siedow e Grivin, 1980) e
dissulfiranc (Grover ¢ Laties, 1978).

A regulagdo da atividade da AOX ocorre no nivel da expressdo, em
modificagbes no estado redox que afetam as propriedades do dimero, em efetores

alostéricos e na disponibilidade de substrato.

ModificagOes na expresséio e/ou atividade da AOX tém sido relatadas em
eventos temporais, como desenvolvimento de fothas (McCabe ¢ col., 1998), florescimento
(Elthon e col., 1989) e amadurecimento de frutos (Cruz-Hernandez ¢ Goémez-Lim, 1995).
Além disso, a expressdo da AOX também pode ser induzida em condigdes de estresse
oxidativo (Maxwell e col, 1999), baixas temperaturas (Duque e Arrabaca, 1999) e ataque

por virus (Simons e col., 1999).

A atividade da AOX também pode ser regulada pelo seu estado redox. Os dois
tipos de dimeros presentes — estado oxidado e estado reduzido —~ apresentam atividades
diferentes, além de suas concentragdes variarem consideravelmente entre os diferentes
tecidos ¢ plantas. A forma reduzida pode ser 4 a 5 vezes mais ativa que a forma oxidada
(Umbach e Siedow, 1993). Além disso, a AOX possui também efetores alostéricos, como o
piruvato, envolvido na regulago do estado redox (Vanlerberghe e col., 1998).

A disponibilidade de substrato ¢ a concentragfo de O, sdo outros fatores que
contribuem para a regulagfio da atividade da AOX. A concentracio da ubiquinona (Q) na
membrana mitocondrial interna, assim como a relacdio entre a Q reduzida e a Q oxidada
interferem na atividade desta enzima (Day ¢ Wiskich, 1995). Entretanto, como a afinidade
da AOX por O, ¢ baixa em comparacdo com a citocromo oxidase, a AOX somente estd

ativa quando a via dos citocromos esta perto da saturacio (Solomos, 1977).
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Em resumo, a regulagfio do fluxo de elétrons através da AOX é bastante
complexa: a atividade mixima desta via é uma fungfo da quantidade e estado redox da
proteina presente na membrana mitocondrial sendo que o engajamento da via é dependente
da quantidade de ubiquinona (e do seu estado redox) assim como do estado alostérico da
proteina, determinado pela concentragio de piruvato e da concentragiio de O, livre no meio

de reagéo.

2.3.Canaisde K"

Recentemente, utilizando medidas da variagdio do volume mitocondrial e do
potencial eletroquimico transmembrinico, observou-se que mitocondrias de diversas
plantas possuiam a capacidade de captar grandes concentragdes de K* do meio externo, o
que €, in vivo, o citosol (Pastore e col., 1998). A inibigio desta captaciio por ATP
demonstrou a existéncia de um canal de K sensivel a ATP em mitocdndrias vegetais, &
semelhanga do canal de K sensivel a ATP presente em mitocondrias de mamiferos
(Paucek e col., 1992; Pastore e col., 1998; Jabirek e col., 1998). A regulaciio deste canal
em plantas € similar 4 dos mamiferos, mas como sua atividade é maior, possibilita uma
diminui¢do significativa do potencial eletroquimico transmembranico apés sua abertura
(Pastore e col., 1998). Neste sentido, € possivel que o canal de K™ em plantas desempenhe
outras fungdes além de regular o volume da mitocondria (Garlid, 1978; Pastore e col.,
1998). Assim como em mitocondrias de mamiferos, em plantas também h4 a presenga de
um potente trocador K'/H' (Garlid, 1978; Diolez e col., 1985), o que permitiria a regulacfio
do potencial eletroquimico transmembrénico através da abertura do canal, sem que
houvesse ruptura da organela devido a inchamento excessivo (Pastore € col., 1998). A
manutencdo de um volume ideal, através da acfio conjunta do trocador K'/H" € do canal de
K" sensivel a ATP, garantiria o funcionamento adequado da cadeia respiratéria e de
enzimas presentes no espago intermembranas, como a creatina quinase (Pastore e col.,
1998; Kowaltowski e col., 2001).
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Assim como proposto para outros modelos de desacoplamento mitocondrial
(Popov e col., 1997; Kowaltowski € col., 1998; Skulachev, 1999), a ativagio do canal de K~
pode levar a reducdo da formacfio de dnions superéxido pela cadeia respiratoria (Pastore e
col., 1998), protegendo a mitocOndria contra estresse oxidativo. Semelhante & proteina
desacopladora de plantas e a oxidase alternativa, descritas anteriormente, o canal de K
pode ainda estar relacionado com a geragdo de calor em plantas, através de um mecanismo

semelbante ao proposto para a oxidase alternativa (Pastore e col., 1999).

3. TERMOGENESE EM PLANTAS

Uma série de eventos fisiologicos em vegetais superiores como
amadurecimento de frutos, exalagio de perfume pelas flores, quebra de dorméncia para
germinacdo de sementes, € senescéncia tém seu inicio associado a um grande estimulo
respiratorio e & producgdo de calor (Day ¢ Wiskich, 1995, Krab, 1995). A termogénese das
Araceas € um fato bastante documentado. Na inflorescéncia destas plantas antes da
polinizacdio, um aumento na taxa de respiragdo corm concomitante produgdo de calor leva a
exalacdo de odores que atraem os insetos polinizadores (Meeuse, 1975; Seymour, 1997).
Uma vez que a atividade da AOX se mostrou aumentada durante o pico de produgfo de
calor, formulou-se a hipétese do envolvimento desta proteina na termogénese. Entretanto,
algumas estimativas mostram que a taxa respiratéria ¢ a quantidade da AOX nfo seriam
suficientes para a produgéio de calor observada (Briedenbach e col., 1997).

A produgdo de calor também foi observada apds a exposico de plantas a baixas
temperaturas, 0 que poderia contribuir para a aclimatacfio e resisténcia ao frio (Moynihan e
col. 1995). Entretanto, Breidenbach e col. (1997) determinaram que as reagdes da via da
oxidase alternativa nfio possuem capacidades maiores que a via dos citocromos. Desta
forma, a AOX nfio poderia ter funcfo termoregulatoria para proteger as plantas do frio
(Breidenbach e col, 1997). Uma alternativa poderia ser a proteina desacopladora de
plantas, que também ¢ induzida por baixas temperaturas (Laloi e col, 1997; Maia e col,
1998; Nantes e col., 1999). Contudo, nfo se deve esquecer que a cadeia respiratéria das

mitocOndrias vegetais possui ainda um terceiro mecanismo de dissipacdo de energia, as
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NAD(P)H desidrogenases adicionais, insensiveis a rotenona, que transferem elétrons do
NAD(P)H para a ubiquinona (e esta para a oxidase alternativa) sem a ejegdo de H.
Atualmente, ainda nfo foi possivel distinguir a fungfio precisa de cada um destes sistemas

dissipadores de energia em relagfio 4 termogénese nas plantas.

4. ESTRESSES (SALINO, OSMOTICO E OXIDATIVO)

Na agricultura moderna, os estresses abi6ticos (salinidade, temperaturas baixas
¢ ressecamento ou osmolaridade) sdo responséveis pela reduco na produtividade e sfo
fatores que diferenciam o potencial de colheita de um campo de outro (Boyer, 1982).
Dentre estes estresses, a salinidade excessiva € a aridez sfio os fatores ambientais mais
limitantes para ¢ crescimento das plantas e, consequentemente, da produtividade (Boyer,
1982). Para efeito de comparagio, as perdas induzidas por estresses bidticos, como doencas
e herbivoria, alcalgam em média 10% do campo, enquanto um ambiente fisico-quimico
desfavoravel causa perdas superiores a 65% de um campo em condigdes Gtimas (Boyer,
1982). Os efeitos deletérios da alta salinidade podem ser observados também como um
aumento da mortalidade das plantas afetadas (Allakhverdiev e col., 2000). Alta salinidade ¢
aridez sdo estresses abilticos interconectados devido ao fato de que em regides aridas e
semi-dridas, as colheitas sfo principalmente mantidas com base em sistemas de irrigagéo.
Além dos fons dominantes célcic € magnésio, a 4gua utilizada normalmente contém
também ions sédio. Com a evaporagio da 4gua e transpiragio das plantas, os fons célcio e
magnésio tendem a precipitar na forma de carbonatos, tornando os ions s6dio dominantes
na solugdo do solo (Ashraf, 1994; Serrano e col., 1999).

Entretanto, os diversos estresses ambientais freqiientemente induzem padrdes
de respostas celulares semelhantes (Noctor e Foyer, 1998; Bowler e Fluhr, 2000). Muitos
estresses abidticos, sendo todos, induzem estresse oxidativo, e o aumento da tolerincia aos
estresses esta fortemente relacionada com o aumento da atividade dos sistemas
antioxidantes das plantas, como aumento da expressio de proteinas como catalase (Prasad,
1996), glutationa S-transferase (Polidoros e Scandalios, 1999), ascorbato peroxidase
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(Asada, 2000), e dos osmoprotetores prolina € betaina (Nuccio e col., 1999; Hamilton ¢
Heckathorn, 2001).

O estresse oxidativo ¢ considerado como um desbalango entre os sistemas
oxidantes e antioxidantes da célula ou organela, como resuitado do excesso de produgéo de
EAOQs e/ou da deplecfio do sistema antioxidante (Cadenas, 1997). Os efeitos citados como
resposta das plantas ao estresse oxidativo refletem as estratégias utilizadas para o

restabelecimento do equilibrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes.

Um dos eventos iniciais na percepcio ¢ sinalizacdo em resposta a estresses
abidticos, principalmente salino e osmético, € a ativagdio de diversas fosfolipases, com
consegiiente aumento da concentracio de inositol 1,4,5 - trifofato, € mudancas nas
concentracdes intracelulares de Ca** (Pardo e col., 1997, Drebak ¢ Watkins, 2000; Munnik
e Meijer, 2000; Takahashi e col., 2001).

Diversos estudos mostraram a existéncia de uma adaptacdo cruzada entre os
diferentes estresses (Noctor e Foyer, 1998; Bowler e Fluhr, 2000). Entre as diversas
adapta¢Ges cruzadas ja observadas, podemos citar que plantas submetidas a estresses de
temperaturas mostram tolerincia a estresse salino (Kuznetsov e col., 1993), resfriamento
(Kadyrzhanova e col., 1998), calor (Fu e col, 1998) osmético (Kuznetsov e col.,, 1999) e
por metais pesados (Neumann e col., 1994). Estresse osmético aumenta a tolerdncia ao
resfriamento (Javier e col, 1997) e calor (Arora e col, 1998). Radiagiio ultravioleta

aumenta a tolerincia de pepinos ao calor (Caldwell, 1994) e de Rhododendron ao frio

(Dunning e col., 1994).

Todos os estudos mencionados anteriormente comprovaram que #m tipo de
estresse ¢ capaz de induzir tolerdncia a outro tipo de estresse. Entretanto, havia poucas
evidéncias de que um tipo de estresse era capaz de induzir respostas de tolerincia a vdrios
estresses, 0 que € crucial para a confirmacgio da existéncia de adaptagio cruzada entre os
diferentes mecanismos de adaptaciio. Recentemente, demonstrou-se que coledptiles de
mithos submetidos a um pré-tratamento a 42 °C (estresse por calor) exibem tolerdncia
aumentada aos estresses por calor, frio, aridez e sal, confirmando a hipétese de adaptacgio

cruzada entre os varios tipos de estresse (Gong e col., 2001). Diversos estudos anteriores
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ressaltaram a importéncia do peréxido de hidrogénio (H,0:) para a indugéio da tolerdncia a
diferentes estresses, principalmente através da expressio de proteinas antioxidantes (Prasad
e col.,, 1994; Prasad, 1996, Foyer e col., 1997; Guan e col., 2000; Roxas ¢ col., 2001; Jiang
¢ Zhang, 2001). Demonstrou-se entdo que o H,0, seria uma molécula sinalizadora e
indutora da resisténcia cruzada, uma vez que existe um pico de geracdo de H,O, que

precede a indugdo da adaptagio cruzada em coledptiles de milho (Gong e col, 2001).

Um outro indutor de adaptagéo cruzada é o fitorménio 4cido abscisico (ABA),
que tem participagBo significativa em vérios processos fisiologicos, como manutencio da
dorméncia de sementes e adaptagdo a estresses ambientais (Nambara e col., 1998; Jiang e
Zhang, 2001). Demonstrou-se que este horménio é capaz de aumentar a producdo de H,O,
(Guan e col., 2000; Pei e col., 2000), de proteinas antioxidantes, como catalase (Guan e
col, 2000), superéxido dismutase (Kaminaka e col, 1999), além de induzir peroxidacdo
lipidica (Jiang e Zhang, 2001). Estudos recentes demonstraram que a producéio de EAOs
poder ser modulada por ABA, uma vez que as respostas dos sistemas antioxidantes das
plantas testadas aumentou em atividade somente depois do pico de produciio de H,0,
(Jiang e Zhang, 2001). Estes dados sugerem que a gera¢io de EAOs, induzida pelo
horménio ABA, pode ser a principal responsave! por ativar todo o sistema antioxidante da
célula (Jiang e Zhang, 2001).

Contribuindo para a idéia da existéncia de adaptagbes cruzadas entre os
diferentes tipos de estresse, o fitormbnio ABA é induzido também por estresse salino
(Moons ¢ col., 1997) e por injuria mecnica (Pefia-Cortés e Willmitzer, 1995), induzindo a
expressdo dos sistemas antioxidantes citados acima, além de uma classe de proteinas
conbecidas como LEA (Late-Embryogenesis Abundant)(Moons e col, 1997; Imai e col.,
1996). Baseando-se nas suas caracteristicas estruturais, alguns autores sugerem participagio
das LEA na protecdo das membranas celulares, ou através da complexacdo com

determinados ions (Dure, 1993).

As membranas lipidicas sdo consideradas alvos bastante vulneraveis aos EAOs
durante situacdes de estresse. Em qualquer situaciio de estresse oxidativo, como o induzido
pelos estresses salino, osmético, de temperatura ou injlria mecanica, a peroxidagio da

membranas lipidicas resulta numa geragdo continua de EAOQs (Yeo, 1998; Kowaltowski e
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Vercesi, 1999; Jain € col., 2001). O nivel de dano nestas estruturas, ou peroxidagio lipidica,
¢ usualmente utilizado tanto como um reflexo quanto como uma medida da extensdo dos
danos celulares induzidos por determinado estresse (Zhao e col., 1992; Jain e col., 2001;

Borsani ¢ col., 2001).

O estresse salino tem algumas particularidades interessantes. Em células de
Citrus, demonstrou-se que a concentragfio de acido linolénico (18:3), o 4cido graxo com
mais insaturagdes €, portanto mais suscetivel a oxidagdes por EAOs, diminuiu conforme
aumentava-se a concentragio de NaCl (Gueta-Dahan ¢ col., 1997). Por outro lado, a mesma
situacio experimental aumentou a concentragdo de acido palmitico (16:0) (Gueta-Dahan ¢
col, 1997). Recentemente, demonstrou-se que os efeitos do estresse salino nas
mitocOndrias, um efeito conhecido ha bastante tempo (Levin e Livne, 1967), decorre tanto
devido ao estresse oxidativo ji mencionado, como devido & toxicidade do fon Na'
(Hamilton e Heckathorn, 2001). Estes autores mostraram que, em particulas
submitocondriais de milho, as enzimas do Complexo I sdo afetadas pelo estresse oxidativo
causado pelo estresse salino, enquanto que as enzimas do Complexo II sdo afetadas pela
toxicidade do ion soédio (Hamilton ¢ Heckathorn, 2001).

Considerando tudo o que foi dito sobre estresses até este ponto, podemos
considerar o estresse oxidativo, no nivel celular, como wm evento chave de todos os

processos de adaptacdo a fatores bidticos e abidticos.

Em mitocondrias, a producio de EAOs € um evento fisiolégico € continuo em
condi¢bes aerdbicas. Calcula-se que entre 1-2% do total do oxigénio consumido resulte na
geragdo de anion superdxido (02" no nivel dos complexos I, IT e III (Boveris e col,, 1972;
Cadenas e col., 1977), devido a reducéio monoeletronica do oxigénio molecular. Apesar da
baixa reatividade do &nion superéxido em solugdes aquosas, este dnion pode dismutar para
formar o perdxido de hidrogénio (H,O,). Este, por sua vez, sofre uma cisdo homolitica ¢
redutora, gerando uma EAOQ altamente téxica, o radical hidroxil (HOYDunford, 1987).
Acredita-se que a maior parte do radical hidroxil gerado in vive seja resultante da Reagio
de Fenton (H>0, + Fe** — Fe®* + HO™ + HO)(Sutton ¢ Winterbourn, 1984; Halliwell e
Gutteridge, 1990).
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As mitocdndrias possuem um sistema antioxidante bastante eficiente, composto
pelas enzimas superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase, glutationa redutase,
NAD(P)-transidrogenase, e outros componentes como glutationa, NADPH, vitaminas C e E
(Halliwell e Gutteridge, 1989; Vercesi ¢ Hoffmann, 1993). Quando ocorre um aumento na
produgdo de EAOs na presenca de Ca**, muitas alteracdes oxidativas de componentes da
mermbrana mitocondrial podem ocorrer, tais como peroxidacdo lipidica e oxidagiio de
grupamentos ti6is protéicos, levando & permeabilizagdio mitocondrial e consegiiente entrada
de dgua e solutos, resultando em inchamento e perda da fungdo da organela (Vercesi e
Hoffimann, 1993; Kowaltowski ¢ Vercesi, 1999).

E fato conhecido ha bastante tempo que a producfio mitocondrial de O, /H,0; é
aumentada por ionéforos ou altas concentragdes de Ca® (Cadenas e Boveris, 1980). Uma
vez que particulas submitocondriais sdo grandes fontes geradoras de O,/H,0, e nio
possuem desidrogenases auxiliares, a formagdio de H,O, pode ser diretamente
correlacionada com protefnas da cadeira respiratéria. Considerando estas caracteristicas,
demonstrou-se que a ligagio de Ca®* a particulas submitocondriais, provavelmente a
cardiolipina (0 Gnico lipidio anidnico presente na mitocdndria), causa alteracdes na
organizacdo (empacotamento) dos lipidios e separacio de fase, condices que
comprometem a conformagéo e, consequentemente, a funcionalidade das proteinas/enzimas
ancoradas na membrana. Nestas condicdes, a produggio de EAOs pela cadeia transportadora
de elétrons pode ser aumentada, confirmando dados anteriores que mostravam aumento da
produgdo de H;O, por mitocdndrias na presenca de Ca”* (Castilho e col., 1995; Grijalba e
col., 1999).
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1. Material biologico ¢ Reagentes quimicos

Todos os reagentes utilizados s#o da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA), ou
do maior grau de pureza disponivel. Os reagentes para as reacdes de RT-PCR sdo da Roche
Molecular Biochemichals (Alemanha). Guanosina isotiocianato é da Merck (Alemanha).
Os oligos e as sondas foram sintetizados por TibMol Biol (Alemanha). As membranas
utilizadas s8o da Amershan Pharmacia (EUA), e os filmes autorradiograficos da Kodak

(EUA).

O plasmideo pYADE4 foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Gongalo Amarante
Guimaries Pereira, do Departamento de Genética, IB, (Unicamp). O plasmideo pET3d foi
gentilmente cedido pelo Dr. Ivan Godo6i Maia (Unesp — Botucatu). As leveduras (linhagem
DY150 ade’, ura’, his', lew, trp’) foram obtidas do kit YEXpress™ Yeast da Clontech Inc.
(USA). As linhagens de E. coli DH5a e BL21 pLysS e séo de uso corrente no Laboratorio
de Biologia Molecular de Plantas (CBMEG).

As batatas (Solanum tuberosum cv. Bintije) e os tomates (Lvcopersicon
esculentum cv. Santa Clara) eram comprados no mercado local, sempre do mesmo
fornecedor (mesma plantagéio). As sementes de milho (Zea mays cv. AG605) utilizadas so

comercialmente disponibilizadas pela Agroceres {Brasil).

Os ratos Wistar (fémeas com 200g) utilizados para isolamento de mitocdndrias
de figado foram obtidos do Centro de Bioterismo da Unicamp.

2. Condicoes experimentais e isolamento de mitocondrias de tubérculo de batata, de

tomate, de coleoptile de milho e de figado de rato

As sementes de milho foram esterilizadas por uma hora, em uma solugdo de
hipoclorito de sédio 0,2%, embebidas em agua por duas horas, e colocadas para germinar
sobre uma camada de algodio umidecido, recoberto por papel de filtro. As sementes foram
germinadas por 5 dias (quando diferente, estarad indicado) em estufa a 27°C, em ambiente

sem luz. Apds cinco dias de crescimento, os coledptilies foram transportados para a cidmara
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fria (6°C) ou receberam a solugdo salina (250 mM), onde permaneceram por mais 24 horas,
ainda no escuro. Apds este periodo, os coledptiles foram coletados para isolamento das
mitocondrias. Como controle foram utilizados coledptiles com cinco dias de germinagiio,
crescidos nas mesmas condi¢des de temperatura e luminosidade. Tomates verdes imaturos
foram acondicionados em duas caixas, e uma das caixas foi colocada em uma cimara

hiperbérica, com 1 atmosfera de O, puro por até 48 horas.

Brevemente, os coledptiles foram cortados € mergulhados numa solugio
contendo 250 mM sacarose, 50 mM Tris pH 7.6, 1 mM EGTA e 4 mM cisteina. Nesta
solugo, os coledptiles foram picotados e submetidos a um politron (trés pulsos de cinco
segundos cada). As batatas e os tomates foram cortados e transformados em suco numa
centrifuga doméstica Walita utilizando-se a mesma solugéio de homogeneizagiio. O pH foi
constantemente monitorado ¢ mantido ao redor de 7.2. A mistura foi entfio filtrada em 8

camadas de gaze ¢ submetida as seguintes centrifugacdes:
1°. 300xg/15 min
2° 10.000xg/10min
3°. 300xg/15 min
4°. 10.000xg/10 min (lavagem com BSA)
5°. 10.000xg/10 min

O pellet final foi ressuspenso em meio isotdnico € a concentragiio de proteina

foi medida através do método do Biureto (Gornall e col., 1949).

Quando um nivel maior de purificagio era desejado (para remocdo de
pigmentos e/ou cloroplastos, por exemplo), utilizamos um gradiente autogerado de Percoll,
em diferentes concentragSes (21-33%) dependendo do tecido. Desta forma, a 3*
centrifugacdo era substituida pela centrifagagio com Percoll na presenca de BSA, a
40.000xg por 30 minutos, e na 4* centrifugacio Javava-se o BSA.
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O isolamento de mitocOndrias de figado de rato foi realizado através de
centrifugacdo diferencial, seguindo o mesmo método descrito acima, e parte da rotina diaria
do Laboratério de Bioenergética. Estas mitocOndrias foram utilizadas como modelo de
comparagio com mitocondrias dos tecidos vegetais tanto por representarem um modelo de
estudo cldssico quanto por ndo apresentarem atividade de proteinas desacopladoras

detectavel pelos métodos aqui utilizados.

3. Isolamento de esferoplastos e mitocondrias de Saccharomyces cerevisae

Para a expressio da A/PUMP1 em leveduras duas construgdes foram utilizadas:
pYADE4:4/PUMP] xho3 (clone corretamente orientado - “in  frame™),
pYADE4:4/PUMP1 xhol (clone com orientacdio inversa — “antisense™). Utilizamos como
controles células nfio transformadas e transformadas com o vetor ndio modificado.

Para obtencdo dos esferoplastos, as leveduras das diferentes culturas (coldnias
isoladas transformadas e ndo transformadas) crescidas “overnight” em agitador orbital a
300 rpm/37°C foram centrifugadas a 1.380 xg por 10 minutos e lavadas em sorbitol 1,2 M.
As células foram ressuspendidas em sorbitol 1,2 M, 50 mM TES-Tris pH 7.4 ¢ 14 mM
B-mercaptoetanol contendo I -mg zimoliase (liticase)/g célula, e incubadas por 45 — 60
minutos sob agitagdo branda. Os esferoplastos obtidos foram lavados com sorbitol 0,6 M e
ressuspendidos em sorbitol 0,6M, 10 mM TES-Tris pH 7.4, 0,1 mM EGTA e 1mg BSA/g
células. Para a realizagiio de experimentos com os esferopastos, o0 BSA era omitido no meio
de ressuspens#o. As mitocondrias foram obtidas a partir dos esferoplastos homogeneizados
em “potter” 40 vezes a 70% da poténcia maxima por centrifugacio diferecial (modificado
do kit de expressio em leveduras YEXpress, da Clontech Inc., EUA).

As leveduras eram mantidas em placas com meio completo deficiente em
triptofano, por até 6 meses, quando entfio eram re-transformadas. Nos experimentos de
crescimento em meio liquido e diferentes temperaturas (14£1 °C e 28+1 °C), as colOnias
isoladas eram cultivadas “overnight” em meio seletivo, a 37 °C/300 rpm. As células eram

entdo diluidas (1:10) em meio seletivo fresco até atingirem 0,3 < ODgoonm > 0,5, quando
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eram diluidas até ODspoam < 0,02 (em geral a diluigiio era de 1:100). Amostras foram
coletadas em varios tempos, € analisadas através de detecgfo imunoquimica. A avaliacdo
do crescimento se deu por medida da ODgoonm nos diversos tempos de amostragem (Hinz e
col, 1999). Nos experimentos de crescimento em meio sélido, as placas de 6 pogos foram
divididas em duas metades que continham meio com glicose (controle positivo) € meio com
glicerol (amostras), portanto testdvamos, em triplicata, células transformadas e nio-
transformadas em placas diferentes, mas com os controles nas mesmas condicdes das

amostras.

4. Clonagem e expressiio do gene A/FPUMP1 em E.coli e S. cerevisae

O gene AfPUMP1 de 4. thaliana, recentemente isolado pelo nosso grupo (Maia
e col, 1998), foi clonado no vetor de expressdo procariético pMal-C2 (New England
Biolabs, EUA), utilizando os sftios das enzimas de restrigio presentes no sitio “polylinker”
do plasmideo (EcoRI e BamHI). A transformacio de E. coli foi realizada utilizando método
de transformag@o com PEG, de uso corrente no Laboratério de Biologia Molecular de
Plantas, CBMEG (modificado de Sambrook e col., 1989). Ap6s crescimento do pré-indculo
(1 coldnia transformante inoculada em 3 mL meio de cultura liquido LB + ampicilina 50
pg/ml, em agitador a 300 rpm/37°C/ overnight™), diluimos 1 mt do pré-indéculo em 9 mL de
meio LBump (meio LB + ampicilina 50 pg/ml) fresco, até atingir 0.4<ODgg>0.5.
Adicionou-se 0,5 mM IPTG (isopropiltiogalactosideo) para indugio da expressio da
proteina heteréloga (4/PUMP1+Maitose Binding Protein - MBP). A proteina recombinante
foi recuperada segundo protocolo descrito pelo fabricante do vetor. Brevemente, a proteina
fusionada & MBP foi recuperada apés incubagdo do extrato protéico com uma resina de
amilose (polimero de maltose) e clivagem com fator Xa (New England Biolabs, EUA).
Alternativamente, o gene foi clonado no plasmideo pET3d (Novagen, EUA) para os
estudos com expressdo da proteina em corpiisculos de inclusdo. Apés a amplificacdio por
PCR convencinal do clone completo com a enzima Pful (Maia e col, 1998) e
oligonucleotideos especificos para o gene contendo os sitios das enzimas Necol e Hindlll, o

amplicon foi purificado em gel ¢ digerido com HindIll. Apés esta digestdo inicial, o
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amplicon foi digerido para obtencfio de extremidades cegas (“blunt ends™), digerido com
Ncol, ¢ ligado no vetor pET3d digerido com Ncol ¢ BamHI ~ blunt. Nestes estudos,
utilizamos a linhagem de bactérias E. coli BL21 pLysS, que contém a regifio codificadora
da enzima lisozima e evita a adi¢fio desta enzima durante a lise bacteriana para a obtengfio
dos corpusculos de inclusfio. A indugfo da expressdo da lisozima é feita através de ciclos de
congelamento em N, liquido e posterior descongelamento (“freeze-thawing™). Neste
sistema, a inducio da expressdo da proteina heterfloga é feita basicamente da forma
descrita acima para o pMal-C2 (IPTG). Os corpiisculos de inclusdo foram isolados através
de gradiente descontinuo de sacarose (40 % — 53 % — 70 %) submetido a 131.000 xg por

4 horas, sendo encontrados na interface 40-53% (Fiermonte e col., 1993).

O gene A/PUMP1 foi também clonado no vetor de expressdo eucaribtico
PYADEA4, ¢ expresso em leveduras (células DY150, Clontech Inc. (EUA), deficientes no
metabolismo dos aminodcidos leucina, triptofano, histidina e no metabolismo das bases
nitrogenadas adenina e uracila). O inserto AfPUMPI, foi digerido com as enzimas de
restricio EcoRI e Hindlll, e as extremidades coesivas foram transformadas em
extremidades cegas (“blunt”). O plasmideo pYADE4, contendo o promotor da enzima
alcool desidrogenase (4DH?2), foi digerido com a enzima Xhol (que produz extremidades
cegas), ¢ ligado com o inserto através da enzima T4 ligase, por no minimo 14 horas a 14°
C. A orientagio do inserto foi verificada apds digestdo com a enzima Ssfl. O método de
transformagdo utilizado esta descrito em Gietz e col. (1995). Brevemente, as leveduras sdo
transformadas misturando-se PEG (50% p/v), acetato de litio (100 uM), DNA de salmio
desnaturado (2 mg/ml) e o plasmideo de interesse, seguindo-se um choque térmico e
selegdo dos transformantes, através de plaqueamento em meios seletivos para os

aminoacidos ¢ as bases nitrogenadas que sfio deficientes para a linhagem.

A avaliagio dos vérios passos do processo de clonagem e expressio da
APUMPI foi realizada através de procedimentos usuais de biologia molecular (gel de
agarose, PCR, seleciio de bactérias E. coli DH5a. sensfveis a ampicilina e/ou tetraciclina,
isolamento de plasmideos de bactérias e leveduras, SDS-PAGE 10%) descritos por
Sambrook e col. (1989) ou Ausubel e col. (1987), ja de uso corrente no laboratdrio de
Biologia Molecular de Plantas, do Prof. Dr. Paulo Arruda (CBMEG, Unicamp).
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5. Reconstituicdo da proteina A/PUMP1 em vesiculas lipidicas e deteccio

fluorimétrica do fluxo de H”

Uma mistura de 33,3 ul de dicetilfosfato (DCP)(20 mM em clorofdrmio), 38,8
mg de L-a-fosfatidilcolina e 333 pl de cardiolipina (5,2 mg/ml em etanol) foi agitada em
vortex e o solvente foi evaporado sob borbulhamento de gés nitrogénio. 76,2 pl de
decylpolyoxyethylene (Decyl-POE) e 975 pl de meio interno ([TES] = 28,85 mM, [EGTA]
= 0,6 mM, [SO,*"] = 84,4 mM) foram adicionados ao filme de lipidios, ¢ a mistura foi
dissolvida por aquecimento a 50 °C e agitagdo sob N,. Apos o resfriamento, dividiu-se este
volume em dois tubos, e adicionou-se a sonda fluorescente SPQ (2 mM - concentracio
final) € 300 pl da PUMP isolada de mitocdndrias ou 150 ul da suspensdo purificada dos
corpisculos de incluséo (aproximadamente 30 pg de proteina). Duas seringas de 5 ml
foram preenchidas com BioBeads (ou Amberlite XAD-4) e equilibradas com meio interno.
Esta resina ¢ utilizada para a remog&o do detergente da mistura, com consequente formacio
de vesiculas. Cada mistura de lipidios, detergente e proteina foi incubada numa das colunas
por, no minimo, 2,5 horas a 4 °C. Centrifugou-se a coluna por 2 min a 300 Xg e esta
suspensfio foi adicionada & segunda coluna, aguardando 10 min a 4°C. Novamente
centrifugou-se¢ a 800 x g/ 2 min. Esta suspensio foi entio dividida em 4 seringas
preenchidas com 6,66 g de Sephadex G25-300 (ou G25-coarse) e equilibradas com meio
interno. Estas colunas tém por fungfo a retirada da sonda nfo-incorporada do meio externo
as vesiculas. Centrifugou-se as 4 colunas por 800 x g/ 2 min e coletou-se os
proteolipossomos em tubo separados (Garlid € col., 1996). Estes proteolipossomos foram
utilizados para medida do fluxo de H™ mediado pela PUMP, através da sonda fluorescente
SPQ (Orosz e Garlid, 1993).

A sonda fluorescente SPQ atua em conjunto com o tampiio TES (ver figura
abaixo)(Orosz e Garlid, 1993). Dentro da vesicula, o tamp&o TES encontra-se no equilibrio
TES <> TES + H', na presenca da sonda SPQ. Na auséncia de valinomicina, um ionéforo
de X, a adigdo de 4cido graxo nfo altera o equilibrio das cargas, pois a vesicula é
perfeitamente selada, ocorrendo particdo do acido graxo na membrana e uma pequena
difusdo para o interior da vesicula. Quando se adiciona valinomicina, os 4cido graxos que

estavam no interior da vesicula poderdo se protonar e difundir pela membrana para o
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exterior, carregando um H' e alterando o equilibrio do tampdo. Estes acidos graxos
perderfio o H' e serfio transportados novamente para o interior da vesicula pela proteina
desacopladora, onde poderfo se protonar se difundir para o exterior, completando o ciclo. O
ciclo fiitil de H" so é possivel devido a presencga da valinomicina, que permite a entrada de
K* para contrabalancear elétricamente a saida de H'. Quando o equilibrio do tampdo ¢
alterado pela saida de H', aumenta a concentragio do 4nion TES', que se associa & sonda

fluorescente e diminui a detecg8io de sua fluorescéncia (Orosz e Garlid, 1993).

valinomycin Ht

FA
TES==TES™ +H"

&

probe SPQ

Esquema da deteccio fluorimétrica do fluxe de H” pela PUMP em vesiculas lipidicas.

6. Deteccdo imunoquimica (western blot)

A detecgfio imunoquimica da proteina desacopladora AfPUMP1 por anticorpos
anti-A7PUMP1 ou anti-SfPUMP (produzidos em coelhos) foi realizada essencialmente
como descrito em Almeida ¢ col. (1999). Brevemente, as proteinas sfo separadas
eletroforeticamente em SDS-PAGE 10% e transferidas para uma membrana de nylon
(Amershan Pharmacia Biotech, EUA). Esta membrana foi bloqueada “overnight” em
tampéo com 5% de leite desnatado e entfo incubada com o anticorpo anti-4/PUMP1
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(diluigdes 1:500 ou 1:1000), por duas horas, na presenca de leite desnatado. Apos a
incubagdo com o anticorpo secundirio (anti-IgG ~ fosfatase alcalina), procedeu-se a
revelagdo do filme autorradiografico exposto s emissbes provenientes da reagio da

fosfatase com o substrato CSPD (Tropix, EUA).

7. Sequenciamento do gene ZmPUMP1 ¢ sofwtare de comparacio

Através de buscas em bancos de dados genémicos (GeneBank - PubMed),
utilizando como sonda a seqiiéncia de nucleotideos da AtPUMPI1, localizamos uma
sequéncia que poderia representar uma proteina desacopladora em mitho (nimero de acesso
do EST: AI677128; ntmero de identificacio JdBEST: 2576836). Desenhamos
oligonucleotideos para amplificar a sequéncia completa do gene e, através de PCR comum,
obtivemos um fragmento que, quando sequenciado, revelou ser realmente uma proteina
desacopladora. Os sequenciamentos foram realizados utilizando o kit Big Dye (Amershan
Pharmacia, EUA), de acordo com o protocolo estabelecido pelo  Servico de
Sequenciamento Automético do CBMEG — Unicamp ¢ em colaboracsio com o Dr. Ivan G.
Maia. O sequenciamento foi realizado duas vezes para eliminar possiveis erros de leitura na

sequéncia.

Os nimeros de acesso das sequéncias apresentadas na Figura 8 s¥o: UCPI de
hamster (P04575 — Swiss Prot, SP), UCP1 humana (SP P25874), UCP2 humana {GenBank
U76367), UCP2 de carpa (GenBank C88392), UCP2 de peixe-zebra (GenBank AT384260),
UCP3 humana (SP P55916), UCP4 humana (SP 095847), AIPUMP1 (EMBL AJ223983),
APUMP2 (EMBL AB021706), AfUCP4 (AC007576_24), StPUMP1 (GenBank Y1 1220) e
S/PUMP1 (EMBL AB024733). O alinhamento foi realizado pelo programa MegAlign 4.03
(DNAStar Inc., EUA), através do método Jotun Hein.
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8. Isolamentol de RNA total e mRNA de diferentes tecidos de mitho

Todo o material utilizado para extracio de RNA foi esterilizado por 8 horas em
forno a 180°C. As solugdes foram autoclavadas apds preparadas com dgua milli-Q ¢ o

material plastico foi autoclavado duas vezes.

As sementes foram germinadas como descrito no item 2. Os diferentes
tratamentos foram conduzidos por 24h, na mesma caixa de crescimento. Apés a germinacio
e o tratamento, quando houve, os coleoptiles e as raizes foram cortados ¢ imediatamente
congelados em nitrogénio liquido, procedendo-se ao processo de maceragfio. Os tecidos
foram macerados até se transformarem em pd, sem permitir 0 seu descongelamento, e

foram transferidos para tubos tipo Falcon.

Aproximadamente 100 mg de tecido foi entfo transferida para tubos de ensaio,
¢ foi adicionade 1 ml de solugdo de lise (guanosina isotiocianato 4M — GITC —citrato de
sodio 25 mM pH 7.0, N-laurilsarcosina 0,5% e Bmercaptoetanol 0,7%). Apds misturar-se
vigorosamente, foi adicionado 100 ui de acetato de sddio 3M, pH 4.0, seguido de agitacio
em vortex. Adicionou-se entfo 900 ul de fenol acido, pH 4.3, agitou-se em vortex,
adicionou-se 250 pl de cloroformio e agitou-se em vortex novamente. Apds incubacio por
10 minutos no gelo, os tubos foram centrifugados a 10.000 xg por 20 minutos, para
separaglo de fases. A fase superior (aquosa) foi recolhida, e foi misturada a dois volumes
de etanol gelado. Seguiu-se a precipitagiio por, no minimo duas horas, a —20°C. Apds este
periodo, os tubos foram centrifugados a 10.000 xg por 20 minutos. Os peliets foram
lavados duas vezes com etanol 75%, e o etanol restante foi evaporado em centrifuga
aquecida a 40°C ou a vacuo. Os pellets foram ressuspendidos em 100 pl de 4dgua e

estocados em freezer a ~70°C.

Os RNAs obtidos se encontravam praticamente livres de contaminagfio com
DNA. Entretanto, devido aos nossos objetivos, fazia-se necessério eliminar qualguer

possibilidade da existéncia de DNA nas nossas amostras.
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Uma amostra contendo 20 Ug de RNA total foi incubada na presenga de 1 U de
DNAse 1, no tampédo apropriado, a 37°C por 30 minutos. Ao final da incubacdo, foi
adicionado 1 volume de fenol 4cido (pH 4.3), 1 volume de cloroformio, agitou-se
vigorosamente em vortex e centrifugou-se por 1 minuto para separacio de fases. A fase
superior (aquosa) foi recolhida, e misturada a 1/10 volume de acetato de sédio 3M (pH 4.0)
¢ 2 volumes de etanol gelado. Apods agitagio vigorosa, a mistura foi incubada por, no
minimo, 1 hora a —20°C. Apés a incubago, os tubos foram centrifugados a 10.000 xg por
10 minutos, a 4°C e lavados duas vezes com etanol 75% e o etanol restante foi evaporado
em centrifuga aquecida a 40°C a vicuo. Os pellets foram ressuspendidos em 50 ul de agua

e estocados em freezer a ~70°C.

Para o isolamento de mRNA utilizamos um kit da Roche Molecular
Biochemicals (Mannheim, Alemanha). Brevemente, o tecido congelado em N; liquido foi
macerado até virar um pé bem fino. Adicionou-se entfio tampio de lise, contendo
detergentes e inibidores de RNAse (guanidina isotiocianato). Centrifugou-se a mistura a
11000 x g por 30 segundos, separou-se o sobrenadante em outro tubo, e adicionou-se
estreptavidinas magnéticas, ¢ apés adicionou-se oligo d(T) marcado com biotina. Estas
particulas de biotina se complexaram entfio com as particulas magnéticas de estreptavidina
adicionadas & suspensdo e com as caudas poli(A) dos mRNAs, As particulas magnéticas
foram imobilizadas com um forte im3, procedeu-se a lavagem com tampgo sem detergente,
¢ posterior incuba¢do em 4gua destilada a 65°C por 2 minutos para eluigio do mRNA das
particulas magnéticas. A concentragio de mRNA obtida foi da ordem de 100-500 ng/ul.

9. PCR em Tempo Real (Roche LightCycler)

Utilizamos um aparetho LightCycler (Roche, Alemanha) para os experimentos
de RT-PCR. Os oligonucleotideos foram desenhados com base na sequéncia das proteinas
desacopladoras de milho ¢ de batata, em comparag@io com demais proteinas desacopladoras
existentes, mais especificamente ATPUMPI, 2 e 4/UCP4 (Jezek ¢ Urbankova, 2000). Os
oligos amplificam um segmento de menos de 400 pb. E importante ressaltar que estes
oligos sdo especificos para as sequéncias de cada proteina, impedindo desta forma a

amplificacdo de outras proteinas desacopladoras que possam existir nos tecidos estudados.
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O LightCycler é, basicamente, um termociclador acoplado a um fluorimetro.
Utilizando oligos especificos, modificados com a adi¢do de fluorocromos, ¢ possivel
monitorar a quantidade de produto formado em cada ciclo da Reagfo em Cadela da
Polimerase (dai o nome de PCR em tempo real). Desta forma, é possivel quantificar a
presenga de determinado gene e mesmo identificar amplificagSes inespecificas através do
monitoramento contimio da fluorescéncia dos oligos modificados (sondas). As sequéncias
das sondas utilizadas por nés podem ser vizualizadas na tabela a seguir. Estas sequéncias
sdo internas ao amplicon pretendido e de acordo com as assinaturas encontradas por Jezek e
Urbankova (2000), de forma a minimizar e/ou ndo detectar amplificagSes inespecificas. A
transferéncia de energia entre os fluorocromos que ocorre quando as sondas anelam no
amplicon permitindo que o produto do PCR seja identificado e quantificado (veja figura
abaixo). A luz fluorescente (hv) excita a fluoresceina (F)), que transfere sua energia para o

fluorocromo Red640 (F,), cuja emissdio ¢ captada pelo detector.

h

Esquema ilustrativo da detec¢fio fluorimétrica permitida pelo anelamento de dois

oligos especificos durante uma reacio em aparelho de PCR-RT (Roche).
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Na tabela abaixo pode-se encontrar também as sequéncias dos oligos e sondas

utlizados para as ubiquitinas de milho e de tomate. Os genes de ubiquitina foram

monitorados para servir de controle nfio varidvel, mesmo em situagSes de estresse e

readaptagfo.
Gense Categoria Sequéncia (5’ — 3°) Temp. de
anelamento (°C)

ZmPUMP1 Oligo 1 CCAAgggCgACATCTCC 36
Olige 2 CgATggCACCAgTTgTgA 56
Sonda t GAgCCTETCAAATCCTTCTACETCg - X 63
Sonda 2 R640 —~ CAAAgACCACgTTgggeATgT 62

ZmUbiquitin Oligo 1 ATCACCTTggAgeTezAgAg 335
Oligo 2 TTACTgACCACCACggAgAC 55
Sonda i CCATAACCCTggAgeTTgAgAgC ~ X 62
Sonda 2 R640 — CaggACACCATCgACAATgTgAAg 63

LeUbiquitin Oligo | GgAAAACCATCACTCTTg 49
Oligo 2 GTgTCTgAgCTCTCgACT 51
Sonda 1 TCggCCATCTTCAAECTg - X 57
Sonda 2 R640 — TCCCAgCAAAGATCAGATCATCTCT 36

StUCP Qiligo 1 TegTCAATTTAgTCATgggAg 53
Oligo 2 CCAgTTgTAAgTeCAgCAAg 55
Sonda 1 CAACATZATCTTTgCCAACATATAA ~ X 60
Sonda 2 R64G ~ TTTAACAgegTTCATACATCCCAATCC 63

Legenda: Zm representa Zea mays (mitho); Le representa Lycopersicum esculentum (tomate); St representa

Solanum tuberosum (batata), X representa fluoresceina e RO40 representa o fluorccromo da Roche. Os

oligonucleotideos e sondas foram sintetizados por TibMol Biol (Alemanha).

Metodologia
72




A concentracio de RNA total e de mRNA utilizada nas reagdes de RT-PCR foi
de 1 ng/ul Este valor foi escolhido de acordo com sugestdes da Roche. Entretanto, na
tentativa de utilizar um valor menor, realizamos um experimento com concentragbes de
RNA variando de 0,05 a 1 ng/pl (nfio mostrado). Este experimento confirmou a
concentragdo de Ing/0l como a mais adequada e confidvel para a deteccdo da ubiquitina
em milho. Tentamos também uma concentragiio dez vezes maior (10 ng/ul), o que ndo

alterou os resuitados obtidos.

Para se montar uma reacdo, misturava-se 2 ul de tampfio de reacdo que ja
continha Mg®", 0,5ul de oligos #1 e #2 (0,3 uM), 0,67ul de sondas #1 ¢ #2 (1 pM), cloreto
de magnésio em concentragdes variadas (3 a 7mM), 1 pl de RNA (1 ng), 0,2 pl de mix de
enzimas (para Transcri¢cio Reversa e PCR) e dgua destilada para um volume total de 10 pl

10. Medida do consumo de oxigénio, do potencial elétrico transmembrana AWe da

peroxidacio lipidica por mitocondrias de coledptiles de milho

O potencial elétrico transmembrinico foi medido utilizando-se a sonda
fluorescente safranina, com comprimento de excitagdo de 495 nm e de emissdo de 586 nm
(Holden and Sze, 1989). O meio de reagiio continha 125 mM sacarose, 65 mM KCl, 10 mM
Hepes (pH 7.2), 0,33mM EGTA, 2,5 mM P;, 1 mM MgCl, 200 pM propranolol (inibidor
do PIMAC, Beavis e Vercesi, 1992) e um coquetel de substratos de sitio I (malato,
piruvato, o cetoglutarato, glutamato, todos a 10 mM). Todos os experimentos continham
1 uM carboxiatractilosideo, inibidor do carreador ADP/ATP, exceto nos tracados para
determinagio da razio ADP/O.

O consumo de oxigénio foi medido polarograficamente com um eletrodo tipo
Clark (Yellow Springs Instruments Co., EUA). O meio de reagfio utilizado era idéntico ao
utilizado para medida do AY, adicionando-se BHAM 1,5 mM, para inibicio da via oxidase

alternativa.
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A peroxidagio lipidica nas mitocdndrias estudadas foi medida através da
detecclo espectrofotométrica (A = 535 nm) dos produtos reativos ao acido tiobarbiturico
(TBARS), seguindo o protocolo descrito por Buege e Aust (1978). O coeficiente de
extingfio molar utilizado para o cakulo das concentragdes de TBARS foi 1,56 x 10° M.
cm”. Foram realizados trés experimentos independentes {(controle e tratamentos); os

resuitados estdo mostrados como meédia * desvio padrio.

11. Medida da gerac¢do de H,O, por mitocondrias de batatas através da oxidacio da

escopoletina

A producdo mitocondrial de H,0, foi medida através da oxidagiio da
escopoletina pelo HyO, na presenca de peroxidase de raiz forte (Boveris e col,, 1977). A
fluorescéncia da escopoletina foi monitorada através dos comprimentos de onda de
excitagdo ¢ emissdo de 365 e 450 nm, respectivamente. A calibragiio foi realizada através
da adicio de quantidades conhecidas de H>O,. Todos os experimentos foram realizados
com o meio de reagio descrito no item 10, na presenca de ciclosporina A, para evitar

artefatos decorrentes do inchamento mitocondrial.
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1. Curva de crescimento de leveduras ap0s expressio da proteina AZPUMP1

Na tentativa de se encontrar papéis fisiologicos para as proteinas
desacopladoras recém identificadas em mamiferos (UCP2, 3, 4, 5), diversos estudos foram
publicados utilizando leveduras como modelos de expressdo € metabolismo (Hinz e col.,
1999; Stuart e col., 2001). A oxidase alternativa, outra proteina mitocondrial capaz de
reduzir a conservagdio de energia, também foi estudada através da expressdo em leveduras
(Affourtit e col., 1999). Foi possivel observar uma redugdo significativa do crescimento
celular em ambos os casos, sendo da ordem de 50% e 20% para a UCP3 ¢ a AOx,
respectivamente (Hinz e col., 1999; Affourtit e col., 1999).

Neste sentido, gostarfamos de verificar se a proteina desacopladora de A.
thaliana (APUMP1) também teria capacidade de diminuir a conservagio de energia na
levedura Saccharomyces cerevisae. Para isso, estudamos o crescimento de leveduras
transformadas € ndo-transformadas com o gene A/PUMPl em meio sélido e em meio
liquido. Em meio solido, nfo foi possivel detectar nenhuma diferenca na velocidade de

crescimento ou tamanho entre as colonias dos dois tipos celulares (dados ndio mostrados).

As leveduras também foram cultivadas em meio liguido, em duas temperaturas
diferentes (14+1 °C e 28%1 °C). Podemos observar que, em temperaturas normaijs de
crescimento (28 +1°C) a expressdo da proteina desacopladora reduz o crescimento das
leveduras transformadas (figura 1 painel 28 °C). A inibi¢8io média do crescimento, na fase
mais importante do ciclo celular (a fase exponencial), foi de 19% (circulos abertos). Em
alguns casos isolados, como a coldnia 6, esta inibi¢ao chegou a 47% (tridngulos invertidos).
Estes valores s#io similares aos obtidos para as outras proteinas dissipadoras do OuH'.
Quando estas mesmas células foram crescidas na temperatura de 14+1 °C (figura I painel
14 °C), podemos notar que as células transformadas (circulos abertos) cresceram
aproximadamente 10% mais que as células controle (circulos fechados) na fase
exponencial, porém ambas com um atraso no ciclo celular de aproximadamente 5 horas.
Devido as caracteristicas policlonais do anticorpo desenvolvido pelo Dr. Jiri Borecky
(CBMEG, Unicamp), ndo nos foi possivel detectar precisamente em que momento do ciclo

celular das leveduras ocorre a expressdo da proteina desacopladora. Geralmente, porém, em
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S. cerevisae a expressdo de proteinas heterdlogas tém seu pico méximo aproximadamente
ap6s 6 horas de indugdo continua (Sambrook e col., 1989). Na figura 1, podemos observar
ainda que a fase exponencial de crescimento em temperatura de 28 °C se inicia apds
aproximadamente 8 horas de indugfio. Desta forma, podemos admitir que durante 2 fase
exponencial de crescimento ja existem proteinas desacopladoras sintetizadas ¢ adicionadas
4 membrana mitocondrial, influenciando a conservagdo de energia do gradiente

eletroquimico de H'.

2. Potencial de membrana (AY) de esferoplastos de S. cerevisae

Uma vez confirmada a presenga do plasmideo pYADE4 e do gene 4/PUMPI1
nas leveduras, procedemos a indugio da expressdo da proteina e obten¢io de esferoplastos,
na tentativa de medir o comportamento mitocondrial in vitro. Na figura 2 podemos observar
que esferoplastos de leveduras transformadas com o gene na orientacédo correta (chamadas
xho3) incubadas no meio descrito em Métodos perdem o AY apds a adicdo de acido
linoléico. A adicdo de ATP reverte parcialmente esta perda. Surpreendentemente, a adigio
de BSA elevou o AY para niveis maiores do que os obtidos antes da adigo de 4cido
linoléico. Este comportamento foi observado também em esferoplastos obtidos de
leveduras nfo transformadas (chamadas DYI50), e transformadas com o plasmideo
contendo o gene “antisense” (chamadas xhol)(figura 2) e, em menor escala, nas leveduras
transformadas com o plasmideo sem o gene A/PUMP1, chamadas pYADFE4.

3. Expressdo da proteina A/PUMP1 fusionada com MBP e clivagem do produto de
expressio AfPUMP1:MBP

Uma vez que nos certificamos de que o gene AFPUMF1 havia sido inserido no
plasmideo pMal (através de gel de agarose), que as bactérias E. coli haviam sido
transformadas (através de selecdio em placas com ampicilina) e que o plasmideo que se
encontrava no seu interior possuia o fragmento de DNA de nosso interesse (através de PCR

com primers especificos), realizamos a indugdo da expressfo da proteina recombinante nas
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bactérias com IPTG 0,5 mM. A indugdio foi realizada a 25°C, com aliquotas retiradas nos
tempos 0 e 2 horas. Apds a expressdo da proteina heteréloga, utilizamos uma coluna de

amilose para a etapa de purificagfo.

Seguindo o protocolo do produto, clivamos o eluato da coluna de resina de
amilose com o fator Xa. Na figura 3, podemos observar o SDS-PAGE que mostra os
produtos da clivagem apos 0, 2, 4 ¢ 8 horas de incubagdo com o fator Xa (colunas 1 a 4).
Podemos observar um aumento gradativo das duas proteinas esperadas (4/PUMP1
em ~29Da, e MBP em ~45KDa). Podemos observar ainda a forte banda de proteina

heterdloga induzida e nfo clivada em ~74KDa.

Entretanto, nfio foi possivel separar as duas proteinas produzidas devido 2 alta
hidrofobicidade da 4fPUMPI1, que permanece ligada & coluna de separagio de DEAE-
Sepharose. Desta forma, mesmo adicionando-se a mistura de clivagem (MBP,
APUMP1:MBP, A/PUMPI e fator Xa) aos lipidios, num experimento de reconstitui¢éo,

ndo foi possivel observar nenhum transporte iémico.

4. Expressio da AFPUMP] em corpiisculos de inclusio

Uma vez verificada a falta de eficacia de separacfio da proteina desacopladora
dos produtos da clivagem da proteina fusionada MBP:4/PUMP1 com o fator Xa, utilizamos
outro vetor, o plasmideo pET3d, e expressamos a proteina em corpusculos de inclusio, que
sio vesiculas lipidicas nas quais as bactérias acumulam residuos “toxicos”

(ou exogenos)(Fiermonte e col,, 1993).

No painel A da figura 4, podemos observar que a indugio de bactérias
transformadas com o plasmideo pET3c:A/PUMP resulta no aparecimento de uma banda de
aproximadamente 30 kDa (coluna Bn x Bi). Apés a purificagio dos corpisculos de
inclusdo, podemos observar a presenca majoritaria de uma banda de ~30 kDa (coluna IB).
O procedimento de solubilizagBio da proteina presente nos corpisculos de inclusdo foi
realizado com a adigfio de 0,3% laurilsarcosine (coluna S) e a parte insolavel foi removida

por centrifugagfio. A adigdo de 1.67% laurilsarcosine e 1% decylPOE resultou na remog¢io
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das bandas minoritarias (coluna PUMP). Durante este processo pode-se observar a
renaturacdo da proteina para sua conformacdo e tamanho natural (~32 kDa)(coluna PUMP),
bastante similar ao predito pela seqiiéncia do ¢DNA clonado originalmente
(~32,5kDa)(Maia ¢ col, 1998). O painel B (figura 4) mostra o autorradiograma de um
SDS-PAGE correspondente ao mostrado no painel A. As proteinas foram eletrotransferidas
para uma membrana de nylon ¢ expostas aos anticorpos anti-A/PUMP (painel B) e
anti-StPUMP (figura 4 painel C). Como pode ser observado, hd o reconhecimento
imunoguimico de uma banda de ~32 kDa pelos dois anticorpos, indicando que o produto de
expressdo do gene AFPUMP1 possui uma grande semethanca com a proteina desacopladora

de batatas também no nivel de seqiiéncia de aminoacidos e estrutura terciéria.

5. Transporte de H" em proteolipossomos e inibigiio por nucleotideos

Utilizando a proteina solubilizada pelos detergentes (figura 4 cohuna PUMP),
realizamos os ensaios de reconstituicdo lipidica. Estes ensaios tiveram o objetivo de
caracterizar o transporte de acidos graxos e outros dnions, assim como a inibigdo por
diferentes nucleotideos de purina, e contaram com a participacio decisiva do Dr. Petr JeZek
e do Dr. Jiri Borecky e da doutoranda Paula B. M. Andrade (orientada pelo Prof. Dr.
Hernan Chaimovich, USP-SP).

Na figura 5, podemos observar tragados tipicos do transporte de 4cidos graxos
em proteolipossomos e da inibigiio deste transporte pela presenca de 4 mM ATP
(tragado “+ATP”) ou GTP (tragado “+GTP”). E possivel observar que a adi¢do de 26,6 uM
acido linol€ico (LA) causa uma acidificagfio do interior dos proteolipossomos, resultado da
redistribuicfio e particdo das moléculas do acido graxo na bicamada lipidica e posterior
equilibrio com o meio interno. Este reequilibrio resulta numa pequena entrada de H' nos
proteolipossomos (Jabiirek e col., 1999; Costa e col., 1999; Garlid e col., 1999; Jezek e col,
1998), representada pela acidificagdo observada. A adi¢fio de 1,3 uM valinomicina (val)
inicia um répido efluxo de H', somente possivel quando considerada a hipotese da ciclagem
de Acidos graxos pela proteina desacopladora (Jabilirek e col., 1999; Costa e col., 1999;

Jezek e col, 1997a). E importante ressaltar que em experimentos onde ndo foi adicionada
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valinomicina nSo hd mudanca na velocidade de transporte (dados nio mostrados),
indicando a necessidade do iondforo para a ciclagem dos acidos graxos pela proteina

desacopladora.

Foi possivel ainda observar que o écido undecanossulfonico (C;,S05’), presente
no meio de reagio na concentracio de 0,5 mM inibe totalmente o efluxo de H' promovido
por 4cido linoléico 26,6 uM , de maneira semelhante ao observado para a proteina
desacopladora isolada de mitocOndrias de batatas (dados ndo mostrados). Esta inibigo
indica que a proteina desacopladora de arabidopsis provavelmente também transporta
alquilsulfonados, como ji demonstrado para a PUMP de batatas (Jabiirek ¢ col, 1999;
Costa e col., 1999b; JeZek e col., 1997a, 1996) e que o sitio de ligacdo deste e dos acidos
graxos deve ser 0 mesmo, urna vez que a inibigio que ocorre € do tipo competitivo (Jabiirek
e col., 1999; Jezek e col., 1997a, 1996).

6. Cinética de transporte de H® mediado por virios 4cidos graxos em

proteolipossomos e lipossomos para calculo de Ky € Vi,

Desconsiderando os efeitos dos 4cidos graxos per se na bicamada lipidica
(movimentos “flip-flop™ espontineos de acordo com o coeficiente de partigéo), assim como
o menor tamanho dos proteolipossomos em comparagfio com lipossomos, foi possivel
medir e calcular a cinética de ciclagem de diferentes 4cidos graxos mediada pela A(PUMPI.
Na figura 6 (painel A), é possivel observar o efeito de diferentes acidos graxos (4cido
linoléico (), 4cido palmitico (o) e acido ldurico (A)) em lipossomos sem nenhuma
proteina incorporada (simbolos abertos). Estes resultados mostram uma relagfio linear entre
o efluxo de H' e o aumento da concentragio de acidos graxos até a exagerada concentragio
de 533 uM. O efluxo basal de H™ (¢)(efluxo na presenca de valinomicina, decorrente da
presenca de acidos graxos contaminantes) foi insignificante, assim como o observado em

proteolipossomos.
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Quando as mesmas concentracdes de valinomicina ¢ de acidos graxos foram
adicionadas a lipossomos contendo a proteina solubilizada dos corpisculos de inclusdo de
E. coli, obtivemos tipicas curvas dose-resposta (figura 6 painel A, simbolos fechados).
Podemos observar que o transporte de acido linoléico (M), acido palmitico (@) e acido
ldurico () aumentam rapidamente até aproximadamente 100 pM, atingindo um platd de
saturagdo entre 100 e 150 pM. Através do grafico tipo Eadie-Hofstee (figura 6 painel B),
foi possivel calcular os coeficientes de afinidade (Ky) e a velocidade méxima de transporte

(Vmex) para os acidos graxos estudados. A Tabela I (abaixo) resume os resultados obtidos:

Tabela 1. Constantes de afinidade e velocidade de transporte pela AfFPUMP1 para os acidos

graxos estudados

K (M) Veaz(nmol H'.s".(mg  Coeficiente de particic’
lipid)™)
4cido Ianrico (12:0)° 55 022 5.10°
acido palmitico (16:0) 129 0.43 3,75.10°
acido linoléico (18:2) 43 0.32 1.10°

TEstes valores foram obtidos de Garlid e col., 1998.

5 Namero de carbonos : némero de insaturagdes

7. Cinética da inibicio do transporte de H' pela 4/PUMP1 por nucleotideos de

purina

Na figura 7 podemos observar a inibigdo do transporte de acidos graxos
conferida pela presenga de diferentes concentragdes de GTP () e GDP (A)(painel A) ¢
ATP (o) e ADP (¢, painel B), todos em pH 7,1. Foi possivel obter as constantes de inibicéo
em pH 7,1 para o0 GDP (K; = 0,8 mM), GTP (X;=0,98 mM), ADP (K; = 1,41 mM) e ATP
(K = 0,85 mM). Estes valores estdo dentro dos niveis fisioldgicos e sdo comparaveis com
os valores obtidos para a proteina desacopladora de batatas (JeZek e col, 1997a; 1996), ¢
também para as UCP2 e 3 (Jabtirek e col., 1999). Em mitocondrias isoladas de tomates
verdes e maduros, a adicdo de ATP 1 mM ¢é capaz de inibir quase totalmente a atividade da
proteina desacopladora (Costa e col., 1999).
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No painel B (figura 7), podemos observar o efeito do pH na interagio dos
nucleotideos de purina com a proteina. Quando o pH externo foi ajustado para 8,0,
podemos observar uma dréstica redugo da inibigdo da atividade da AfPUMP por ATP (m).
Nesta condicio experimental, a maxima inibi¢fo da atividade da proteina desacopladora foi
de 20%. Quando o pH externo foi entfio ajustado para 6,3, a afinidade da proteina por ATP
aumentou (o) ligeiramente, resultando em um K; = 0,54 mM, portanto menor que em
pH7,1. Estes resultados revelam que o sitio de ligagdo dos nucleotideos de purina na
proteina é influenciado pelo pH do meio, como ja descrito para a UCP1 (Klingenberg e
Huang, 1999; Modriansky e col., 1997). A Tabela II (abaixo) sumariza os coeficientes de
inibicio observados para os diversos nucleotideos de purina nos diferentes valores de pH

externo.

Tabela II - Relagfio entre o pH e o K; para inibidores da atividade da A/PUMP1.

pH K; (M)
GTP 7.1 0.98
GDP 7.1 0.80
ADP 7.1 1.41
ATP 7.1 0.85
ATP 6.3 0.54
ATP 8.0 ®

Os experimentos descritos nas figuras 5 a 7 confirmam que o produto de
expressdo do gene APUMP] possui as mesmas caracteristicas ja descritas para outras

proteinas desacopladoras (Jabirek e col., 1999; Costa e col., 1999; JeZek ¢ col, 1997a).
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8. Segiiéncia de aminoécidos da ZmPUMP1 e comparagio com outras UCP/PUMP

Nosso laboratério identificou em um banco de seqiiéncias de milho uma
seqiiéncia de nucleotideos que possufa bastante similaridade com a seqiiéncia de
nucleotideos da proteina dasacopladora de arabidopsis. Realizamos entdo o sequenciamento
do clone e constatamos que se tratava de uma possivel proteina desacopladora. Na figura 8
podemos observar uma comparagdo entre a seqiiéncia deduzida de aminoécidos da proteina
desacopladora encontrada em milho e outras proteinas desacopladoras de plantas e outros
animais, inclusive com a UCP4 humana, que acredita-se ser a mais antiga das proteinas
desta familia (Hanak ¢ JeZek, 2001).

E possivel observar que a protefna desacopladora de milho guarda cerca de 80%
de identidade com as outras UCPs de plantas (amino4cidos marcados de preto e azul). Os
amino4dcidos pintados de preto sfo estritamente conservados em todas as UCPs
pesquisadas. Vale notar que estes Ultimos estdo situados quase que exclusivamente em
regides de transi¢io do citoplasma para a matriz mitocondrial, sugerindo uma grande
importancia funcional/estrutural para estas regides. As areas marcadas de cinza representam
aminoacidos que possuem a mesma polaridade. Os aminodcidos identificados com o sitio
de ligagdo dos nucleotideos de purina estio realgados em vermelho (Klingenberg and
Huang, 1999; Modriansky e col., 1997; Murzda-Inglis e col., 1994).

As trés histidinas realgadas em amarelo (145 e 147 na UCP1 e 145 na UCP3)
sdo apontadas por Klingenberg e Huang (1999) como necessérias para o transporte de
protons de acordo com o Modelo Tamponante, defendido por estes autores. Entretanto,
como pode ser observado, estes aminoicidos ndo estdio presentes em todas as proteinas
comparadas. Baseando-se nestas observacdes, estes autores postulam diferencas entres as
velocidades de transporte de acidos graxos pelas proteinas desacopladoras de acordo com o

nimero de histidinas presentes.
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9, Potencial de membrana AY e mitocondrias de coledptiles de milho

O isolamento de mitocdndrias de coledptiles estiolados permitiu visualizar o
efeito de inibidores e ativadores da atividade das proteinas desacopladoras no potencial
elétrico transmembranico Vercesi e col., 1995; Costa e col., 1999). Na figura 9 (painel A),
podemos observar a construgio de um potencial elétrico por mitocOndrias isoladas,
utilizando como substrato respiratério um coquetel de substratos de sitio 1 (malato,
a-cetoglutarato, glutamato e piruvato ~ 10 mM). A adi¢io de ATP (6 mM, sal de sodio) ¢
BSA (0,1% p/v) aumentam significativamente o potencial transmembrinico destas
mitocdndrias (diminui a fluorescéncia da safranina no meio de reagfo), provavelmente pela
inibicsio da proteina desacopladora (Vercesi e col., 1995; Costa e col, 1999; Jezek e col,
2002). O painel B da figura 9 mostra que a adigio de 4cido linoléico (lin; 3,33 pM) causa
uma rapida e imediata perda do potencial elétrico, como evidenciado pela diminuigdo da
fluorescéncia da sonda (linha “+LA™). Na linha “+ATP” do mesmo painel, podemos
observar o efeito da presenca de ATP (6 mM, sal de s6dio) nas mesmas condicdes da linha
“+LA”. A presenga de ATP inibe a atividade da proteina desacopladora e diminui a perda
de potencial induzida pela adigio de 4cido graxo (JeZek e col., 1996; Nantes e col., 1999;
Costa e col,, 1999).

10. Curva de concentracio para o cofator Mg’* para amplificacio do amplicon
ZmPUMP1 em mRNA de coleoptiles de milho

Na figura 10 (painel A) podemos observar a amplificagio do amplicon
ZmPUMP1 na presenga de diferentes concentragdes do cofator MgCly, utilizando os
oligonucleotideos ¢ sondas para ZmPUMP1 e mRNA extraido de coledptiles de mitho.
Podemos observar que a melhor concentragio de Mg®” para amplificagdo do fragmento de
ZmPUMP1 foi 4 mM, pois proporcionou um aparecimento do sinal fluorescente mais
rapido (ciclo critico 29). Os experimentos realizados com oligonucleotideos e sondas para
ubiquitina (figura 10 painel B) mostraram que 7mM de Mg®* é a melhor concentragfio para
detecgiio do mRNA do fragmento da ubiquitina em amostras de coledptile (ciclo critico 25).
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11. Variacic do mRNA da ZmPUMP1 e da ubiquitina em coleéptiles de milhko

submetidos a estresses abioticos

Na figura 11, podemos observar a detecgfio dos mRNAs da ZmPUMP1 (painel
A) e da ubiquitina (painel B) no pool de mRNA extraido das amostras de coledptiles de
milho submetidos a situagtes de estresse salino (linha NaCl) e térmico (linha 6 °C). No
painel A, podemos observar que a adigdo de NaCl ao meio de cultivo dos coledptiles resulta
num aumento da quantidade do mRNA para a ZmPUMP1 (ciclo critico 24), enquanto que
nas outras amostras € nos controles o ciclo critico foi o 26. E possivel ainda observar que
ndo ha alteracfo na detecgdo do mRNA da ZmPUMP1 em amostras isoladas de coleéptiles
submetidos a estresse por baixas temperaturas (linha 6 °C) em relag@io aos niveis presentes
nas amostras controle, uma vez que o ciclo critico de detec¢o foi 0 mesmo. No painel B
podemos observar que todas as amostras possuem um mesmo ciclo critico de detecgfo para

a ubiquitina, o ciclo 24, indicando wma mesma quantidade de amplicon alvo.

12. Raziio ADP/O de mitocOndrias de coledptiles de milho submetido a estresses

abiodticos

Na tabela III podemos observar que a razio ADP/Q de mitoc6ndrias controle é
1,5 (£ 0.12), enquanto as mitocOndrias submetidas ao estresse por frio t8ém uma razio
ADP/O de 1,2 (+ 0.05). Nas mitocdndrias submetidas a estresse salino ndo foi possivel
medir a fosforilagdo do ADP.

Tabela IIl. Efeito de estresses abidticos na razio ADP/O em mitocondrias de milho.

ADP/O ADF/O (+BSA) ADP/O (HGTP)
Controle 149+0.12 1.78 £0.27 1.41+0.25
6°C (£1°C) 1.2040.05 2.01+0.18 1.99+0.52
NaClI 250 M ndo mensurivel 1.54+0.14 2.08+0.15
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Na presenga de 4 mM GTP ou 0,2 % BSA, as velocidades de consumo de Oz no
estado 4 se tornam mais lentas devido a inibi¢o da atividade da proteina desacopladora,
resultando num aumento da razio ADP/O para as mitocOndrias submetidas ao frio e ao
estresse salino (Tabela IIT). Este aumento da razio ADP/O na presenga de GTP ndo foi

observado para as mitocdndrias controle.

Deve-se ressaltar que os resultados mostrados na Tabela III foram obtidos na
presenga de BHAM (1,5 mM), de forma a inibir a atividade da oxidase alternativa (Almeida
e col., 1999; Sluse e col., 1998).

13. Peroxidacio lipidica (TBARS) em mitocéndrias de coleoptiles de milho submetidos

a estresses abioticos

Os dados da literatura mostram que o estresse por baixas temperaturas esta
associado ao estresse oxidativo, que resulta em taxas mais elevadas de lipoperoxidacéo
(Prasad e col., 1994; Prasad, 1996; Rao e col., 1997, Popov ¢ col., submetido). Em milho,
foi demonstrada uma alteracfio ma composigdo lipidica de membrana mitocondrial de
cole6ptiles de milhos submetidos ao frio (Santis e col., 1999). Considerando ainda a estreita
ligagdo observada em milho entre os estresses abi6ticos € o estresse oxidativo, decidimos
verificar se, nas nossas condigdes experimentais, estaria havendo alguma alteragio na taxa

de lipoperoxidagéo.

Na Figura 12, podemos observar que a taxa de produtos reativos ao acido
tiobarbittirico (TBARS), que ¢ diretamente proporcional ao nivel de lipoperoxidagéo, estd
significativamente aumentada em mitocéndrias isoladas de coledptiles de mithos
submetidos a 6°C ou a 250 mM de NaCl por 24 horas. Vale ressaltar que os niveis de
lipidios oxidados encontrados estdo em concorddncia com niveis previamente reportados
(Castilho € col., 1994; Borsani e col., 2001). A Tabela IV sumariza os dados da figura 12.
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Tabela IV. Peroxidagfio lipidica induzida por estresses abilticos em mitocOndrias de

milho.
nmoles TBARS/mg proteina
controle 0.314 £0.071
6°C (+1°C) 0.647 +£0.038
NaCl 250 mM 0878 £0.122

14. Detecgido imunoquimica com anticorpos anti-SFPUMP de mitocndrias de milko

submetido a estresses abidtico

Considerando os dados da literatura que apontar um aumento da concentragéio
de acidos graxos livres em situagbes de estresse por baixa temperatura e excesso de sal
(Prasad, 1996; Borsani ¢ col., 2001) e os resutados por nés obtidos, mostrando aumento da
peroxidacdio lipidica e diminui¢io da raziio ADP/O (Tabela IV e figura 12), assim como os
dados de expressdo do mRNA (figura 11), restava verificar a concentra¢io da proteina nos
tecidos estudados.

Utilizando entfo 50 pg de amostras de mitocdndrias de coledptiles submetidos
a frio e excesso de sal, realizamos a eletroforese em poliacrilamida e transferéncia das
amostras para uma membrana de nylon. Na figura 13, é possivel observar que a quantidade
da proteina desacopladora detectada pela ligacio com o anticorpo anti-PUMP de batatas
(Nantes e col.,, 1999) aumenta nas amostras submetidas a estresse. Desta forma, tanto a
quantidade da proteina quanto seus substratos sfo positivamente regulados nas situagdes de
estresse estudadas, sugerindo uma participacio da proteina desacopladora de milho nestas

situagdes.
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15. Consumo de oxigénio por mitocondrias de tomates mantidos em atmosfera

hiperoxigenada (1 atm)

Dados recentes demonstram que atmosferas saturadas de O, induzem o
aumento de expressio ¢ da atividade da oxidase alternativa, de forma a modular um
aumento da pressio parcial de oxigénio intracelular, que causaria estresse oxidativo (Popov
e col., submetido). Utilizando succinato como substrato respiratério € na presenca dos
ativadores da oxidase alternativa piruvato (150 mM) e DTT (1 mM), medimos a velocidade
do consumo de oxigénio pelas mitocOndrias dos tomates, isoladas para o experimento do

item 3.

Como podem ser observadas na Tabela V, as velocidades de consumo de
oxigénio de ambas as mitocOndrias s3o similares. A adicio de KCN (8 mM) reduz o
consumo de oxigénio em aproximadamente 60-70%. A taxa de consumo de O, insensivel a
cianeto é semelhante em ambas as mitocOndrias, sugerindo que ndo ocorre aumento de
consumo de oxigénio via oxidase alternativa. A respiragdo residual € inibida pela adigfio de
BHAM (3 mM), inibidor especifico da oxidase alternativa.

Tabela V. Consumo de oxigénio por mitocdndrias controle ¢ submetidas a 1 atmosfera de

oxigénio por 48 horas (em Omoles O»/mg proteina/min)(n = 3).

+ succinato 10 mM +KCN8mM +BHAM 3 mM
Controle {amb) 23.7£42 84109 28402
1 atm O; 249+17 98105 34+£05
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16. Detecgdo imunoquimica com anticorpos anti-S'PUMP de mitocondrias de tomates

submetidos a atmosfera hiperoxigenada

A partir do isolamento de mitocondrias dos tomates mantidos em 1 atmosfera
de oxigénio e de tomates mantidos em atmosfera ambiente, realizamos a eletroforese em

poliacrilamida e posteriormente a transferéncia das proteinas para uma membrana de nylon.

50 mng de proteinas mitocondriais foram adicionadas a cada coluna da
eletroforese. No autorradiograma mostrada na Figura 14 podemos observar que a
quantidade de proteina que ¢ reconhecida pelo anticorpo anti — PUMP (batatas) € maior nas
amostras controle (amb) que nas amostras mantidas em atmosfera de oxigénio (oxi). Este
padrio de expressio € similar ao observado em mitocOndrias isoladas de tomates
amadurecidos fora da planta (amadurecimento pés-coltheita) (Almeida e col., 1999).

17. Efeito de inibidores e ativadores da SFPUMP na geracio de H,0, pela respiracio

de mitocondrias de batata e de figado de rato na auséncia de Ca®*

A figura 15 monitora a geragiio de H,O, por mitocdndrias de batatas através da
oxidagfio da escopoletina, na presenca de peroxidase de raiz forte. Foi possivel observar
que a geragdo de H,O» por mitocOndrias de batatas na presenca de rotenona (painel A, linha
d) € significativamente aumentada pela adigdo de succinato (linha c). A adi¢do de 4cido
linoléico, substrato da PUMP, diminui significativamente a geracdo de H,O, observada
(linha e). Para confirmar que o acido linoléico estava sendo utilizando como substrato da
proteina desacopladora e realizando o ciclo fittil através da membrana para transportar H',
utilizamos o écido fenilvalérico, um 4cido graxo incapaz de fazer “flip-flop™ através de
membranas e nfo € utilizado como substrato pela proteina desacopladora (JeZek e col.,
1997), e observamos que a inibicdo da geragdo de H,O, pela cadeia transportadora de
elétrons nfo era diminuida (linha b).

A adi¢io de ATP, inibidor alostérico da PUMP, e de BSA, que remove os
acidos graxos livres do meio de reagfio, aurnentaram a gerago de H>O, mitocondrial (linha

a), confirmando que a atividade da proteina desacopladora presente naquelas mitocondrias
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diminui a geragio mitocondrial de EAOs. A adigio do desacoplador FCCP inibiu
completamente a geragio de H,0,, sugerindo que o aumento da produgdo de EAOs
induzido apés a inibicdo da proteina desacopladora estd relacionado com os efeitos da

PUMP no potencial eletroquimico mitocondrial.

O painel B mostra as mesmas adi¢des feitas a mitocéndrias isoladas de figado
de rato. A produgio de EAOs na presenca de rotenona (linha d) € significativamente
aumentada com a adi¢fio de succinato (linba ¢), enquanto que a presenca de acido linoléico
ndio afeta esta producdo (linha €). A adi¢do do protonéforo FCCP diminui a geragfo de
H,0, (linha f), e a adicio de ATP ¢ BSA diminui parcialmente esta geragfio. Esta
diminuigdo observada com a adigdo de ATP e BSA, aparentemente contraditéria em vista
da auséncia de proteinas desacopladoras em mitocondrias de figado, pode ser explicada
pela complexagio do ion calcio contaminante com o ATP, ou ainda pela inibi¢do da
atividade de algum carreador mitocondrial (Skulachev, 1999). O BSA também pode ter

capacidade de complexar e quelar EAOs geradas pela cadeia respiratéria.

18. Efeito de inibidores ¢ ativadores da SfPUMP na geracio de H,0, pela respiracio

de mitocéndrias de batata e de figado de rato na presenca de Ca®

Considerando que as mitocondrias de batatas tém uma capacidade de captacfo ¢
retengiio do jon célcio significativamente menor que as mitocOndrias de figado de rato,
utilizamos 500 pM de Ca® para induzir o aumento de produgio de EAOs pelas
mitocOndrias de batatas (Figura 16 painel A linha b), enquanto para as mitocOndrias de
figado utilizamos apenas 50 pM (painel B linha b).

Da mesma forma que quando observado anteriormente, o aumento da geragdo
de H,O, estimulado por Ca®* ¢ diminuido na presenca de 4cido linoléico (painel A linha d),
mas ndo pelo dcido graxo “inativo” fenilvalérico (linha c), e aumentado pela presenca de
ATP e BSA (linha a).
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Em mitocondrias de figado de rato, a produgfio de EAOs estimulada por Ca®*
(painel B linha b) nfio € afetada pela presenca do 4cido linoléico (linha d) ou fenilvalérico
(linha c), sendo parcialmente inibida por ATP e BSA (linha a). O efeito inibitério conferido
pela presenca de ATP estd provavelmente relacionado com seu efeito quelante sobre o Ca®*
do meio, resultando numa concentracio do ion muito pequena para induzir produgido
mitocondrial de EAQs.

A presenga de FCCP diminui a geragiio de HyO, estimulada por Ca®* tanto em
mitocOndrias de batatas quanto de figado de rato (linhas e). Esta inibicdio € mais evidente
em mitocondria de figado de rato (painel B). Nas mitocOndrias de batata, devido a inducio
de um gradiente quimico de Ca’”, existe uma entrada do fon mesmo na presenca de FCCP,

0 que resulta em uma pequena produgio de H,O; nestas condigdes (painel A).
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Figura 1. Curva de crescimento de leveduras controle e transformadas com o gene
APUMP1. As leveduras foram crescidas em meio liquido seletivo como descrito em
Metodologia, ¢ as amostras foram retiradas nos tempos indicados. As temperaturas
indicadas representam a média (+ 1 °C) da temperatura durante o experimento. As curvas
sfio a média de seis experimentos realizados em triplicata. As barras verticais representam

os desvios da amostra. As porcentagens ao lado de algumas barras verticais representam a

Tempo (h)

diferenca de crescimento apés 14 horas de induggo (crescimento exponencial).
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Figura 2. Medida do potencial elétrico (AP) de esferoplastos de S. cerevisae. Os
esferoplastos foram obtidos apés digestdo das paredes das leveduras com liticase, como
descrito em Metodologia. As adigdes foram feitas onde indicadas: 4cido linoléico (LA, 6,67
uM), ATP 3 mM, BSA 0,2 %, FCCP 2 uM. A concentragio das células no meio de reagéo
foi de 1 mg/ml. Experimento representativo de 6 preparacdes independentes. DY150 — ndo
transformadas; pYADE4 - transformadas apenas com o plasmideo; xho(l) -
transformadas com o gene antisense; xho(3) — transformadas com o gene em orientagdo

correla.
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Figura 3. Expressio e clivagem da proteina de fusio A/PUMP1:MBP. As amostras
foram colhidas nos tempos Oh (coluna 1), 2h (coluna 2), 4h (coluna 3) ¢ 8h (coluna 4) e
separadas num SDS-PAGE 10%. A coluna 5 mostra o padrio de peso molecular. SDS-

PAGE representativo de dois experimentos.
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Figura 4. Caracterizacdo da proteina expressa em corpisculos de inclusdo. Painel A:
SDS-PAGE corado com Coomassie blue. A partir da esquerda, as colunas correspondem a:
padrdo de peso molecular (numeros a esquerda indicam massa molecular em kDa), extratos de
bactérias transformadas com 4/PUMP] ndo induzidas (coluna Bn) ou induzidas com IPTG
(coluna Bi), corpusculos de inclusdo solubilizados com SDS (coluna IB), corpusculos de
inclusdo pré-solubilizados com 0.3% laurilsarcosina (coluna S) e a proteina solubilizada
utilizada para reconstituicdo (coluna PUMP). Painéis B e C. Detecglio imunoquimica

mostrando a reagdo cruzada de anticorpos anti-4fPUMP1 e anti-S(PUMP1, respectivamente.
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Figura 5. Tracados representativos dos fluxos de H" em proteolipossomos contendo a
APUMPL. Os fluxos de H' foram induzidos pela adi¢do de 26,6 uM de acido linoléico na
presenca de 1,3 pM de valinomicina (aproximadamente 179.5 mV - 165 mM [K'] fora,
0,168 mM [K'] dentro) e na presenga de 4 mM de ATP (tragados a esquerda) ou GTP
(tragados a direita).
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Figura 6. Cinética do transporte de H* por varios 4cidos graxos em proteolipossomos e

lipossomos. Painel A. Comparagsio do fluxo de H' em lipossomos (simbolos abertos) e

proteolipossomos (simbolos fechados). Os fluxos de H' nos lipossomos na presenca dos

acidos palmitico (x), linoléico ([0), e I4urico (p) devem ser comparados com os fluxos

observados nos proteolipossomos contendo A/PUMP] induzidos pelos 4cidos palmitico (@),

linoléico (M), e laurico (0) no painel A. Est4 também representado o fluxo basal de H' na

auséncia de 4cidos graxos em lipossomos (<) e proteolipossomos (O). Os experimentos

foram realizados na presenca de 1,3 uM de valinomicina, e os fluxos foram calculados por

pum?2 de membrana da vesicula. Painel B. O painel B mostra o gréfico tipo Eadie-Hofstee para
os dados de cinética de transporte de H' induzido pelos acidos linoléico (M), palmitico (®), e

laurico (0).
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Figura 7. Cinética da inibi¢io do transporte de H' pela AtPUMP1 por nucleotideos de
purina em diferentes pHs. O transporte de H' induzido por &cido linoléico foi inibido pela
presenca de GDP (0) e GTP (L) em pH 7.1 no painel A, e por ADP (#) e ATP em pH 6.3 (O),
7.1 (®) e 7.8-8.0 (M) no painel B. Os dados representam a inibi¢do dos sitios de ligagdo

orientados para o lado externo (~50%). As constantes da afinidade estéo resumidas na Tabela II.
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Figura 9. Potencial elétrico transmembrénico (A'Y) de mitocondrias de coledptiles de
milho. As mitocondrias (1 mg/ml) foram incubadas em meio de reagdo como descrito em
Metodologia, na presenca de um coquetel de substratos de sitio I. As adigBes de ATP 6
mM, BSA 0,2% (p/v), 4cido linolgico (lin) 3,33 pM e FCCP 1 uM foram realizadas onde
indicado. No tracado “+ATP” (painel B), o nucleotideo estava presente desde o inicio da

incubagao.
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Figura 10. Curva de diferentes concentragdes do cofator Mg** para deteccio do
amplicon da ZmPUMP1 e ubiquitina em coledptiles de milho. Na presenca de diferentes
concentragdes de Mg®" e primers especificos, a detec¢@io do amplicon da ZmPUMP1 (painel
A) ¢ da ubiquitina (painel B) foi realizada utilizando PCR em Tempo Real. O ponto da
curva que primeiro ultrapassa os valores base de fluorescéncia é considerado o ciclo critico

da amostra, sendo proporcional a quantidade do amplicon alvo.
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Figura 11. Detec¢iio do mRNA da ZmPUMP1 e da ubiquitina em coledptiles de milho
submetidos a estresses abi6ticos. As amostras foram processadas como descrito em
Metodologia, ¢ a detecgiio do amplicon da ZmPUMP1 (painel A) e da ubiquitina (painel B)
foi realizada na presenca de 4 mM Mg** para ZmPUMP1 e 7 mM Mg”* para ubiquitina.
“NaCl” e “6 °C” indicam os tratamentos a que foram submetidos os coledptiles de milho

antes da extragdo do mRNA.
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Figura 12. Peroxidacfio lipidica em mitocondrias de coleoptiles de milho submetidos a
estresses abidticos. As sementes foram germinadas e tratadas como descrito em
Metodologia. Os produtos de lipoperoxidagio foram detectados como produtos reativos ao
acido tiobarbiturico (TBARS) em A = 535 nm, e as concentragdes foram calculadas usando

coeficiente de extingfio molar igual a 1,56 x 10° M .cm™.
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Figura 13. Deteccio imunoquimica da proteina desacopladora em mitocondrias de
coleoptiles de milho. Aproximadamente 50 pg de proteina mitocondrial foi adicionada a
cada coluna para a separagdo através de SDS-PAGE e posterior detec¢do imunoquimica,

utilizando o anticorpo anti-SfPPUMP1 (1:1000), conforme descrito em Metodologia.

Figuras

107



+— - 32 kDa

Figura 14. Detec¢iio imunoquimica da PUMP em mitocondrias isoladas de tomates
mantidos em atmosfera ambiente (amb) ou a 1 atmosfera de O2 (oxi) por 48 horas.
Aproximadamente 50 pg de proteinas mitocondriais foram separadas em SDS-PAGE e
detectadas com o anticorpo anti — SFPUMP (1:1000) como descrito em Metodologia. A

coluna (+) representa o controle positivo (4fPUMP1 expressa em E. coli).
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Figura 15. Efeitos de substratos e inibidores da SfPUMP1 na geracio de H,0; pela
cadeia respiratéria. Mitocondrias de batata (0,5 mg/ml, painel A) e de figado de rato (0,5
mg/ml, painel B) foram incubadas em meio de reagdo respirando com succinato (2 mM).
As adicbes foram realizadas no inicio dos experimentos. Linha a: ATP 2,5 mM e BSA
0,1%; linha b, 4cido fenilvalérico 40 pM; linha ¢, sem adigdes; linha d, auséncia de
succinato; linha e, acido linoléico 40 uM; e linha f, FCCP 1 uM.
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Figura 16. Efeitos de substratos e inibidores da SfPUMP1 na geracdo de H,O, pela
cadeia respiratoria na presen¢a de Ca®". Mitocondrias de batata (0,5 mg/ml, painel A) e
de figado de rato (0,5 mg/ml, painel B) foram incubadas em meio de reago respirando com
succinato (2 mM). As adigSes foram realizadas no inicio dos experimentos. Linha a: ATP
2,5 mM e BSA 0,1%; linha b, sem adi¢des; linha c, 4cido fenilvalérico 40 uM; linha d,
acido linoléico 40 uM; linha e, FCCP 1 pM. A concentragdo de Ca?* no meio de reacdo foi
de 500 pM (painel A) e de 50 uM (painel B).
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Até o presente momento, a termogénese propriamente dita, isto €, regulada pelo
organismo frente a determinados fatores, foi apenas demonstrada para a UCP1, em
mamiferos (Nicholls ¢ Locke, 1982; Argyropoulos e Harper, 2002). Hinz ¢ colaboradores
(1999) demonstraram que leveduras que expressam a UCP3 tinham seu crescimento
afetado (diminuiciio média de 50%) e uma maior produgdo de calor que leveduras controle.
Nossos resultados de crescimento de leveduras expressando o gene AfFPUMPI (Figura 1)
mostram que esta proteina provavelmente dissipa parte da energia que a célula usaria para
crescer em um ambiente termoneutro (neste caso, 4 28 °C). Entretanto, quando a
temperatura ambiente cai (para 14 °C), observamos que a energia dissipada em forma de
calor nfio ¢ desperdicada pela célula, mas aproveitada provavelmente para aumentar a
temperatura no microambiente do citoplasma e permitir a0 metabolismo apresentar niveis
semelhantes aos niveis de células controle naquela situacfo (Skulackev, 1999). A
possibilidade de um desacoplamento controlado para aumentar as taxas metabolicas e
manter 0 “pool” celular de equivaieﬁtes reduzidos também ndo pode ser desprezada, uma
vez que ndo existe uma via alternativa insensivel a cianeto em S. cerevisae (El- Moualij e
col., 1997; Skulachev, 1999, Affourtit € col., 1999). Neste sentido, a expressio da proteina
desacopladora em baixas temperaturas causaria aceleragio do transporte de elétrons na
cadeia respiratéria, consegilente redugdo da formagio de EAOs e facilitagio do
crescimento, como demonstrado em mitocOndrias de batatas e para a oxidase alternativa em
S. pombe (Kowaltowski € col, 1998; Nantes e col., 1999; Affourtit ¢ col.,, 1999).

Com o objetivo de obter grandes quantidades da proteina desacopladora,
utilizamos vetores de expressdo procaridticos (Ausubel ¢ col, 1987, Sambrook ¢ col,
1989). A expressdo da proteina A7fPUMP1 fusionada com uma proteina solivel (MBP) para
posterior clivagem, purificacio em coluna de Sepharose ¢ reconstituicdo nio se mostrou
eficaz em virtude da baixa eficiéncia de clivagem da proteina de fusiio e da alta
hidrofobicidade da proteina, que se liga forternente a coluna. Expressamos entdo a proteina
em corpusculos de inclus3o, que sdo vesiculas lipidicas nas quais as bactérias acumulam
residuos toxicos (ou exogenos)(Fiermonte e col, 1993). Existem numerosos estudos na
literatura descrevendo funcdes especificas de diversos carreadores mitocondriais através da
reconstitui¢io funcional da proteina recombinante, demostrando que este método €

extremamente Util para correlacionar determinado gene a proteina. Recentemente, este
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método foi utilizado com sucesso para as proteinas desacopladoras UCP2 e UCP3 (Jabiirek
e col, 1999, Echtay e col., 2001), além de ter sido largamente utilizado para a UCP1 (Jezek
e col,, 1996; Echtay e col., 2000; Jabiirek ¢ col., 2001; para revisdo mais detalhada veja
Garlid e col., 1998 e Jezek e col., 1998). A enorme dificuldade em se obter mitocdndrias
das mimisculas plantas de Arabidopsis corroborou nossa alternativa em se utilizar a

expressdo da proteina recombinante produzida em £. coli.

Os resultados aqui apresentados confirmam que o produto de expressdo do gene
APUMP1 (Maia e col., 1998) realmente codifica uma proteina desacopladora genuina, isto
é, capaz de dissipar o potencial eletroquimico de H' gerado pela cadeia transportadora de
¢létrons sem conservacdo de energia (Skulachev, 1991; 1999). A PUMPI de arabidopsis
mostrou as mesmas caracteristicas funcionais das protefnas desacopladoras de plantas ja
descritas: além do transporte dos dnions de 4cidos graxos, os niveis de nucleotideos de
purina necessdrios para inibir a atividade protonoforética da A/PUMP1 (assim como os K;)
sio fisioldgicos ¢ bastante préximos aos ja obtidos para mitocondrias de batata, de tomates

¢ diversos outros vegetais (JeZek e col., 1996; Costa e col., 1999; JeZek e col. 2000).

A inibicdo competitiva do transporte de &cidos graxos pelo 4cido
undecanossutfonico demonstra que ambos os dnions competem pelo mesmo sitio de ligagdo
na proteina, como ja demonstrado para a PUMP de batatas (JeZek e col., 1997a), de tomates
(Costa e col., 1999), para UCPI (Garlid e col., 1996) e para as UCP2 ¢ 3 (Jabiirek e col.,
1999). Esta competicio sugere que se os aminoacidos nfo sdo conservados entre as
proteinas, as cargas dos residuos laterais substituintes devem ser (Garlid e col., 1998).
Confirmando esta hipétese, estudos de modificagdes quimicas demonstraram que a proteina
desacopladora presente em mitocdndrias de batatas possui determinados residuos laterais de
aminodcidos essenciais para suas agdes de ligagiio com nucleotideos e com 4cidos graxos,
exatamente como demonstrado para a UCP1 (Garlid e JeZek, 1998; JeZek e col., 2000b).
Como também j& demonstrado para a UCPI, o aumento do pH do meio resulta num
decréscimo da inibigdo dos nucleotideos de purina na atividade da AfPUMP], enquanto que
esta inibicdo aumenta quando o pH abaixa para 6,3. Diante destes resultados, é possivel
sugerir que o sitio de ligacdo dos nucleotideos na AfPUMP1 tem propriedades similares aos
das proteinas UCP2 e 3 (Jabiirek e col., 1999) e da PUMP de batatas (Costa, 1998; JeZek e
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col., 2000b), demonstrando surpreendente semelhanga nos mecanismos de afinidade pelos
nucleotideos. Porém, a UCP1 (Garlid e col, 1996; 1998; Echtay e col, 2000) possui
afinidade por nucleotideos de purina muito maior, assim como afirmam alguns autores a

respeito das UCP2 e 3 (Echtay e col., 2001).

Os valores méximos de transporte para o 4cido linoléico obtidos para a PUMP
de Arabidopsis foram similares aos obtidos para a PUMP de batatas com o mesmo
substrato (JeZek e col., 1997a). Considerando os acidos graxos testados, os valores de Kn
obtidos para os acidos laurico (12:0) e linoléico (18:2) foram semelhantes (43 pM e 55 puM,
respectivamente), enquanto o obtido para o 4cido palmitico (16:0) foi mais alto (129 pM).
Entretanto, apesar dos diferentes coeficientes de particio, as concentragdes dos acidos
graxos presentes na membrana foram de 48, 61 e 143 mM para os 4cidos linoleico, laurico
¢ palmitico, respectivamente (eq.} de Garlid e col, 1998). Neste sentido, os valores de
velocidade maxima de transporte (Vi) obtidos (4cido linoleico 0,32, 4cido laurico 0,22 ¢
4cido palmitico 0,43, em nmol H” 5™ .(mg lipidio)™), foram maiores para os acidos graxos
com maiores coeficientes de particdo. Este fato reflete algumas caracteristicas da natureza
do sitio de ligagdio dos acidos graxos, como profundidade ¢ formato, pois o 4cido linoléico
parece conjugar a afinidade apresentada pelo 4cido ldurico com a velocidade apresentada
pelo acido palmitico. Resultados obtidos para a UCP! sugerem que o tamanho ideal da
cadeia hidrofébica estaria em torno de 11-12 carbonos (JeZek e col., 1990; 1994).

Recentemente, foram identificadas proteinas desacopladoras em quase todos os
reinos de seres vivos, desde plantas inferiores a insetos, nematéides e fungos (JeZek e col,,
20002, Handk e JeZek, 2001 e referéncias citadas). Através de buscas em bancos de dados,
foi possivel identificar a sequéncia de nucleotideos que codifica uma proteina
desacopladora presente no genoma de milho (Zea mays, Figura 8), que apresenta alta
identidade com a seqiiéncia deduzida de aminodcidos de outras proteinas desacopladoras
vegetais, assim como de outros animais. E interessante observar que esta a seqiiéncia
deduzida da proteina de milho possui os aminoacidos que sdo responsaveis pela ligagdo
com os nucleotideos de purina (Modriansky e col., 1997), podendo se esperar entéo alguma
inibico da sua atividade por estes compostos. Entretanto, a proteina ndo possui as

histidinas 145 e 147 (como a UCP1 humana possui), que segundo Klingenberg ¢ Huang
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(1999), seriam necesséarias para o transporte de protons. Mas, considerando que a proteina
StPUMP1 (Jezek € col,, 1997a), produto do gene SFUCP (Laloi e col., 1997; Ruzicka e col.,
1999) transporta prétons de maneira semelhante &8 UCP1 ¢ também nfio possui as histidinas
{amino4cidos em amarelo na figura 8), podemos esperar que a ZmPUMP1 também conduza
protons quando reconstituida. Vale ainda ressaltar que esta regifio (2° segmento matricial)
da StPUMP1 ¢ bastante semelthante 4 da ZmPUMP1, assim como todas as regifes proximas
as inser¢bes da proteina na membrana (aminodcidos em preto e azul), indicando uma

significativa importéncia destas regides para a estrutura e/ou funcdo da proteina.

Confirmando as hipéteses de estimulo e inibi¢fo da atividade da ZmPUMP1 por
dcidos graxos e nucleotideos de purina formuladas no pardgrafo anterior, os resultados
obtidos com mitocOndrias isoladas permitem afirmar que, além de ser inibida por ATP, a
ZmPUMP1 também € capaz de mediar uma perda no potencial elétrico das mitocondrias,
induzida ?or dcido graxo exégeno, de maneira sensivel a ATP (figura 9). Este padtdo de
resposta ja havia sido observado em mitocondrias isoladas de tomates e de batatas (Vercesi
e col,, 1995; JeZek e col., 1996; Costa e col., 1999, Almeida e col., 1999). Estes resultados
sugerem que a proteina desacopladora de milho tenha caracteristicas bioquimicas, como
necessidade de dcidos graxos para catalizar o fluxo de prétons e regulagio por nucleotideos
de purina, semelhantes &s jd descritas para outras UCPs (figuras 5 a 7, 8 ¢ 9; Jaburek e col,,
1999; Echtay e col, 2001). Estudos de reconstituigio em vesiculas lipidicas serdo
realizados para confirmar estas evidéncias.

Estudos anteriores mostraram que baixas temperaturas induzem a expressio de
vérias enzimas antioxidantes como parte do desenvolvimento de tolerfncia a este estresse
(Prasad e col, 1994; Prasad, 1996). Em milho, e nas condigdes trabalhadas por estes
autores, demonstrou-se ¢ aumento da expressdo de uma isozima de catalase (Prasad, 1996),
indicando que o estresse térmico causa aumento da producdio de perdxido de hidrogénio
nestas plantas (Prasad, 1996). Entretanto, o HO, formado por estresses térmicos curtos (até
trés dias a 14°C, que ¢ a temperatura minima para manutencio do crescimento do
coleoptile) pode ser responsavel por um aumento da expressio de enzimas antioxidantes
(Prasad e col., 1994; Prasad, 1996). Na realidade, existem evidéncias de que vérios outros

estresses abilticos, como salino, seco, osmético ou ataque por patdgenos, resultam em
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estresse oxidativo, indicando que a resposta a diferentes estresses em coledptiles de milho ¢
bastante complexa (Prasad, 1996; Borsani € col., 2001; Hamilton and Heckathorn, 2001;
Gong e col., 2001).

Dados do nosso laboratéric mostram que a expressio do gene da proteina
desacopladora de milho nfo ¢ induzida por estresse térmico (Figura 11; Brandalise e col.,
submetido). Estes autores mostraram que a expressio da mensagem da ZmPUMP1 ¢
bastante reduzida apds a exposigio dos coledptiles a temperaturas inibitorias de
crescimento (6 °C). Verificou-se ainda que a geragio de um estresse oxidativo exogeno
(através de H,0, ou menadiona) induz um aumento da expresséo da ZmPUMP1 (Brandalise

e col., submetido).

A relagdio entre as proteinas desacopladoras e o estresse oxidativo tém sido
bastante estudada. Em mamiferos, mostrou-se que a regulagdo da geragdo de EAOs ¢
significativamente influenciada pela UCP2 (Negre-Salvayre e col., 1997; Arsenijevic e col,
2000). Em Arabidopsis thaliana, analises de microarranjos de DNA revelaram a existéncia
de uma possivel proteina desacopladora induzida por peréxido de hidrogénio (Desikan e
col., 2001). Em mitocondrias isoladas de batatas, o aumento da atividade da proteina
desacopladora foi fortemente correlacionado com a diminuigdo da geracdo de EAOs
(Kowaltowski e col., 1998), Outros dados do nosso grupo sugerem que a superexpressdo da
AfPUMP1 em tabaco confere protecfio contra estresse oxidativo causado por perdxido de

hidrogénio ex6geno ou menadiona (Brandalise ¢ col, submetido-2).

O estresse oxidativo causado pelos diversos estresses abiéticos, por sua vez,
pode induzir lipoperoxidagfo, resultando no aumento de dcido graxos livres na célula
(Prasad, 1996; Rao e col., 1997; Borsani e col., 2001). Neste sentido, a diminuicdo da razdo
ADP/O (Tabela ITI) em mitocondrias de coledptiles de milho submetidos ao frio ¢ excesso
de sal pode ser explicada pelo aumento da atividade da proteina desacopladora devido a
maior disponibilidade de substratos. A maior disponibilidade de substratos para a
ZmPUMP1 foi confirmada pelo aumento da producio de TBARS (Tabela IV), confirmando
dados da literatura que indicam ocorréncia de lipoperoxidacdo apds estresse térmico
(Prasad, 1996; Rao e col., 1997).
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Estudos com mitocOndrias isoladas de tomates em diversos niveis de
amadurecimento sugerem que o desacoplamento mitocondrial observado ndo € devido a um
aumento da expressdo da proteina desacopladora, mas sim da maior disponibilidade de
substratos lipidicos (Glicli e col.,, 1989; Rouet-Mayer e col.,, 1995; Costa e col., 1999;
Almeida e col, 1999). Com os resultados aqui apresentados, podemos sugerir que a
proteina desacopladora tem sua atividade estimulada durante estresse térmico e salino
também em coledptiles de milho, estendendo os resultados obtidos com tubérculos de
batata (Nantes e col., 1999) Estes autores mostraram aumento da expressdo ¢ da atividade
da proteina desacopladora quando tubérculos de batata foram submetidos a baixas
temperaturas. Confirmando as inimeras evidéncias de respostas semelhantes a estresses
que induzem EAOs, a expressdio € a atividade da ZmPUMP1 também foram aumentadas
(Figura 11 e Tabela III).

Nas situagOes apresentadas, ¢ possivel entfio visualizar duas respostas dos
coleoptiles de milho frente aos estresses salino e de baixa temperatura. Ambas convergem
para a formagio da EAOs, com aumento da peroxidagio lipidica e diminui¢io da razdo
ADP/O. Entretanto, no estresse salino ocorre aumento da mensagem para producio da
proteina, enquanto que no estresse por baixas temperaturas a expressio do mRNA da
ZmPUMP1 permanece inalterada. Considerando ainda que a lipoperoxidagdo ocorrida no
estresse salino foi maior que a ocorrida no frio, podemos especular que o estresse oxidativo
causado in vivo pelo estresse salino ¢ maior que o causado pele frio, de forma que o
organismo percebe que € necessario um desacoplamento maior ¢ aumenta a mensagem para
produgdo da proteina ZmPUMP1. Por outro lado, nfo se pode descartar as possibilidades de
regulacdo pos — transcricional, como descrito para a UCP2 (Pecqueur e col., 2000).

Com grande surpresa, em uma observagfio casual, notamos que a exposigio de
tomates a atmosferas ricas em oxigénio resultou numa aparente aceleragdo do
amadurecimento dos frutos. Na tentativa de identificar alguma mudanca nas vias
dissipadoras de energia, como ja foi observado para couve-flor (Popov e col., submetido),
as mitocOndrias isoladas foram testadas quanto & presenca da proteina desacopladora e
quanto & atividade da oxidase alternativa. Entretanto, diferentemente do observado

previamente (Popov e col., 1997; Popov e col., submetido), ndo pudemos observar aumento
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na atividade da oxidase alternativa (Tabela V). A detecclio imunoquimica da proteina
desacopladora revelou um padrdo de diminuigdo da expressdo ja observado para tomates
amadurecidos no pos-colheita (Almeida e col., 1999).

Desta forma, nossos resultados sugerem que tomates submetidos a uma
atmosfera hiperoxigenada s3o induzidos ao amadurecimento, ¢ que este amadurecimento
nio tem relacio com a atividade da via oxidase alternativa. Por outro lado, a falta de
ativacio da via oxidase alternativa permite supor que o amadurecimento seja mediado pela
aciio da proteina desacopladora que, apesar de ter sua eXpressiao diminuida (Figura 14),
teria maior disponibilidade de substratos provenientes da degradacéio de lipidios que ocorre
durante o amadurecimento (Giichi e col, 1989; Rouet-Mayer e col, 1995, Costa e col.,
1999; Almeida e col., submetido). Novos estudos deverdo ser realizados para confirmar a
aceleracdo do amadurecimento promovida por uma atmosfera hiperoxigenada, utilizando os
pigmentos clorofila, B-caroteno ¢ licopeno como marcadores do amadurecimento (Almeida

e col., submetido).

O mecanismo através do qual proteinas dissipadoras de energia diminuem a
geragio mitocondrial de EAOs ainda ndo ¢ totalmente claro. Os resultados aqui
apresentados (Figuras 15 e 16) indicam claramente que a diminuigéo do potencial
transmembranico pela PUMP em mitocondrias de batatas inibe a gerac@io de EAOs, como
ja demonstrado para a UCP2 e para a oxidase alternativa (Popov e col., 1997; Négre-
Salvayre e col., 1997). Atualmente, acredita-se que o aumento na velocidade da respiragio
mitocondrial promovido por estas proteinas resulte num tempo de vida menor da forma
semiquinona da coenzima Q, reduzindo a probabilidade de formagio do anion superéxido
através da transferéncia de elétrons destas formas semiquinonas para o oxigénio molecular
(Skulachev, 1999).

Desta forma, a promogio de um desacoplamento controlado (“mild
uncoupling™) por quaisquer dos mecanismos dissipadores de energia existentes (proteinas
desacopladoras ¢ oxidase alternativa) diminui significativamente a geragfio mitocondrial de
EAOs, podendo agir como reguladores desta produgéio ou como protetores em ¢asos de

desbalango nos sistemas oxidante e antioxidante (estresse oxidativo)(Skulachev, 1997).
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Ha alguns anos, evidéncias tém sido acumuladas relacionando estresses
abi6ticos, como excesso de sais, extremos de temperatura, injirias mecénicas e radiagdes a
situagdes de estresse oxidativo. Este estresse gerado provoca diversas alteragbes no
metabolismo celular, sendo a peroxidacio lipidica um dos mais evidentes resultados.
Coledptiles de milho submetidos a estresse salino e baixas temperaturas mostram aumento
no contetdo de lipidios oxidados, confirmando a produgéio de uma situacdo de estresse
oxidativo. Interessantemente, a expressio do mRNA proteina desacopladora mostrou-se
aumentado apenas no estresse salino, sugerindo mecanismos de regulacfo transcricional
diferentes para as duas situagdes. Entretanto, a detecgdo imunoquimica da proteina mostrou
que ocorre aumento da expressdo da proteina em ambas as situagSes. Este dado sugere
também que existam mecanismos de regulacio traducional (ou mesmo pés-traducional),
como j& demonstrado para a UCP2, além de possiveis reguladores alostéricos, como

demonstrado para as UCP1,2 ¢ 3.

O desbalango entre os sistemas oxidantes e antioxidantes também afeta o
crescimento celular, como demonstrado para diversos organismos. Neste sentido,
demonstramos que a expressfio da proteina desacopladora retarda o crescimento de
leveduras mantidas em 28 °C, porém, sob baixas temperaturas, o seu desenvolvimento se
iguala ao das leveduras nfio-transformadas. Acreditamos que, ao permitir o desacoplamento
da sua cadeia respiratoria, a levedura transformada seja capaz de detoxificar as espécies
reativas de oxigénio geradas, impedindo sua acfio deletéria no ambiente intracelular.
Corroborando esta hipdtese, verificamos que a atividade da proteina desacopladora em
batatas pode estar relacionada com o controle da geracfio mitocondrial de EAOs. O
estimulo da atividade da proteina desacopladora resultou numa diminui¢@o da produgio de
EAOs, enquanto que a inibigdo da atividade desacopladora da proteina aumentou esta

producéo.

Apesar de submetidos a uma atmosfera hiperoxigenada, os niveis de expresséo
da proteina desacopladora, assim como da atividade da oxidase alternativa, seguiram os
padres ja descritos para o amadurecimento de tomates pos-colheita, sugerindo que talvez
estas vias ndo sejam mais capazes de reverter a situagdo adversa produzida pelo estresse

abiotico de uma atmosfera hiperoxigenada. Entretanto, experimentos preliminares mostram
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que ocorre lipoperoxidacdo durante o amadurecimento promovido pela atmosfera
hiperoxigenada, indicando que a falta de aumento da atividade da oxidase alternativa se
deve ao aumento da concentragdo de acidos graxos livres, inibidores desta enzima e

ativadores das proteinas desacopladoras.

Por fim, os experimentos de reconstituicdo demonstram inequivocamente que o
produto de expressdo do gene 4/FPUMP1 € uma proteina desacopladora, com caracteristicas
bioquimicas semelhantes as j& descritas para a proteina desacopladora classica (UCP1),
assim como para outras proteinas desacopladoras, como as UCP2 e 3 € a SfPUMP, presente

em batatas.
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Potato and tomato plant uncoupling mitochondrial
protein (PUMP) was reconstituted into liposomes, and
K+ or H* fluxes associated with fatty acid (FA)-induced
ion movement were measured using fluorescent ion in-
dicators potassium binding benzofuraneisophthalate
and 6-methoxy-N-(3-sulfopropyl)-quinolinium. We suggest
that PUMP, like its mammalian counterpart, the uncou-
pling protein of brown adipose tissue mitochondria
(Garlid, K. D., Orosz, D. E., Modriansky, M., Vassanelli,
8., and Jeiek, P. (1996), J. Biol. Chem. 271, 2615-2702),
allows for H translocation via a FA eycling mechanism.

Reconstituted PUMP translocated anionic linoleic
and heptylbenzoic acids, undecanesulfonate, and hex-
anesulfonate, but not phenylvaleric and abscisic acids
or C1™. Transport was inhibited by ATP and GDP. Inter-
nal acidification of protein-free liposomes by linoleic or
heptylbenzoic acid indicated that H* translocation oc-
curs by FA flip-flopping across the lipid bilayer. How-
ever, addition of valinomycin. after FA-initiated GDP-
sensitive H* efflux solely in proteoliposomes, indicating
that influx of anionic FA via PUMP precedes a return of
protonated FA carrving H*. Phenylvaleric acid, unable
to flip-flop, was without effect. Kinetics of FA and unde-
canesulfonate uniport suggested the existence of an in-
ternal anion binding site. Exponential flux-voltage char-
acteristics were also studied. We suggest that regulated
uncoupling in plant mitochondria may be important
during fruit ripening, senescence, and seed dormancy.

The plant uncoupling mitochondrial protein (PUMPY was
discovered in potato tubers by Vercesi ef al. (1}, who demon-
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strated that a fully coupled state can be attained in potato
mitochondria only when a purine nucleotide such as ATP is
present, and, simultaneously, free fatty acids (FAs) are absent.
A hydrophobic, 32-kDa-protein was isolated, similar in all re-
spects to the mammalian uncoupling protein (Uel) of brown
adipose tissue mitochondria (1). Thus, as in the brown adipose
tissue, the site of mammalian nonshivering thermogenesis,
mitochondria from certain plant tissues may contain a protein
that allows for regulated uncoupling (2), and conseguently for
overall regulation of oxidative phosphorylation and heat pro-
duction (1), In the first reconstitution experiments with PUMP
(1), it was shown that its incorporation into liposomes led to H"
transport that was inhibited by ATP and GTP. In this respect,
PUMP was found indistinguishable from the mammalian UcP.

Further studies using potato mitochondria have shown that
FAs interact directly with PUMP, since they induce an H*-de-
pendent swelling in potassium acetate medium in the presence
of valinomyein (2}. A purine nuclectide-sensitive transport of
hexanesulfonate was also demonstrated. Interestingly, PUMP
was not able to eopduet significant amounts of pyruvate or C1”
(2), indicating that it is selective for more hydrophobic unipelar
monovalent anions. Taken together, all these results suggest
that PUMP and UcP (8~6) might function by the same mech-
anism. Both proteins facilitate the uniport of amphiphilic an-
jons, including fatty acids. This should lead to uncoupling by
the FA-cycling mechaniem (7), as suggested by Garlid et al. (6)
for UcP. This mechanism is based upon a natural ability of
protonated FAs to cross the membrane af fast rate (8), and thus
carry H*. If a membrane protein possesses the ability to me-
diate uniport of anionic FAs, then they must undergo cycling,
slternating between protonated and anionic forms. The overall
cycle leads to uncoupling of mitochondria (6).

Evidence for the UcP-mediated FA cycling was provided by
the Hllowing findings (3-6) (i) nontransportable substrate
analogs {i.e. anions which are not {ranslocated but which com-
petitively inhibit transport) were never found for UcP (3-8, 9}
and, consequently, no external translocation sites can be de-
tected; (3i) UcP transport substrates, such as long-chain alkyl-
sulfonates (which are fully dissociated at neutral pH), are
unable to induce an H* flux in the proteoliposomes containing
UcP (6), but they competitively inhibit the FA-induced H*
{ransport {4, 8); (i) FAs inhibit the Cl™ and alkylsulfonate
transport (4~6); and (iv} “inactive FAs,” which are unable to
flip-flop across the lipid bilayer but still partition into the
membrane, de not induce H transport in the UcP-containing
vesieles, do not inhibit CI™ uniport via the reconstituted UcP,
and are not transported by UcP as anions (9).

In this study, we use the reconstituted system to evaluate
whether & mechanism of transport similar to that suggested for
TeP could also be valid for PUMP. In particular, we investi-
gate, whether PUMP is able to conduet anionic fatty acids.

This paper is available on line at http:=//www.jbc.org
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Fatty Acid Cycling by Plant Uncoupling Mitochondrial Protein

EXPERIMENTAIL PROCEDURES

Artificial and natural FAs were from Fluka (Switzerland) or Sigma,
undecanesulfonate was from Lancaster (UK), hydroxylapatite from Bio-
Rad, PBFI and 8PQ were from Molecular Probes. Reconstitution was
carried out using materials as described elsewhere (4—8).

PUMP Isolation—Potatoes and tomatoes were obtained in a local
market. Mitochondria were isolated by differential centrifugation in a
medinm of 250 mu sucrese, 10 my K-MOPS, 1 my Tris- EGTA, pH 7.4
(10), routinely containing 1% BSA. The acidic tomato homogenate was
peutralized immediately by KOH. Extraction was performed by sus-
pending mitochondria (60 my of protein) in 2.5 ml of 50 mym TEA,-SO,,
20 my TEA-TES, pH 7.2 (fTEA] = 6.6 mM), 0.2 my Tris-EDTA, con-
taining 4.5% octylpentaoxyethylene, while stirring for 30 min at 0 °C.
The extract was spun at 100,000 X g for 30 min (Beckman L8-M), and
then the supernstant was applied to a spin-column containing 3 g of
bydroxylapatite, prewashed with the “elution medium® (30 mM TEA,-
80y, 5 mam TEA-TES, pH 7.2 ([TES] = 1.66 my), 0.2 my Tris-EDTA). The
paste was incubated for 45 min at 5 °C and then centrifuged at 2000 rpm
for 2 min. A step-wise elution (1 ml per step) (11) yiclded the diluted first
fraction and three additional fractions containing approximately 0.1 mgof
protein/ml. All four fractions contained the 32-kDa PUMP protein.

PUMP Reconstitution—Isclated PUMP snd PBFI or SPQ were added
to lipid/octylpentaoxyethylene micellar solution, and the detergent was
removed using Bio-Beads SM2 (Bio-Rad). The external probe was
washed out using Sephadex G-25-300 (11). Fransport in proteolipo-
somes containing one of the fluorescent indicators PRFI (12) or SPQ
(13) was detected using a Hitachi model ¥-4010 fluorometer {Hitachi,
Japan). FAs were added directly to the sssay medium as microliter
aliquots of the stock solutions in ethanol.

PBFI Detection of Anion Unipori—PBF! fluorescence is enhanced by
[K*] and can be used to monitor the uptake of K* that accompanies
uptake of anionic FA. Thus, addition of K* ionophore valinomycin (1.3
1) was used to initiate a net charge flux (the influx of FA anion)
together with the return of protonated FA in protecliposomes contain-
ing PUMP. In other experiments, the net influx of alkylsulfonates was
detected in the same way. Fluorescence records were transformed into
“K* traces” using calibration curves (12) constructed by adding KC1
stepwise in the presence of 0.2 uM nigericin. The initial rates (K Vidt)
were calculated in myrs ™2, Vesicle interiors contained 75 my TEA,SO,,
756 mM TEA-TES, pH 7.2, 0.05 mM K80, and 300 s PBFL Vesicles
(25 pl) were added to 1.475 ml of 75 mu K,S0,, 75 mu TEA-TES, pH
7.2, or to mixtures of the external and internal medium to vary the
K*.diffusion potential. Vesicle volume was estimated as described
previously {6).

"8PQ Quenching” Method for Measuring Net H* Efffux or Influx—
The method is based on the quenching of SPQ fluorescence by the TES™
anion, but not by neutral TES (13), and was employed to monitor the
internal acidification that results from FA’s flipping to the internal Epid
leafiet. Alternatively, SPQ served as an indicator of the internal alka-
linization resulting from the valinomycin-induced uptake of anjonic
FAs and the concomitant H* efffux. Vesicles (25 ul) containing 84.4 mM
TEA-80,, 28.9 my TEA-TES, pH 7.2 (ITEA] = 9.2 mM), and 0.6 mym
Tris-EGTA, were added to external medium {1.475 ml) containing 84.4
m¥ K,80,, 28.85 mm TEA-TES, pH 7.2, ([TEA! = 9.2 m»}, and 0.6 my
Tris-EGTA. PUMP-mediated FA cycling was initiated by adding 1.3 uM
valinomyein. Calibration curves were constracted by adding XOH step-
wise in the presence of nigericin (8, 13).

Analysis of Flux-Voltage Characteristics—According to the Eyring
theory (14, 15), the movement of an jon across a single energetic barrier
(a sharp peak) depends exponentially upon the applied voltage. Garlid
#t al. {18) have developed a simplified description of flux-voitage char-
acteristics, which js valid at higher potentials and relates a net ion flux
o with the reduced voltage, u

J=P-Cy-ef (Eq. 1

where parameter 8 describes the degree of nonlinesarity and its valne
reflects the particular energetic barrier model; 1 = —zFAYWRT, whers
the terms have their ususl meanings; P is the permeability coefficient,
and C, is the concentration of apecies in the membrane/water interface
at the cis-side. Linearization of Equation 1 yields the simple expression
(in the case of an anfon withz = —1)

Ind = InPC, + pu = InPC, + BFAY/RT (Eq. 2)

It has been shown that for a single-sharp-peak barrier, 8 = 0.5 and
this was experimentally found for tetrumethylammonium ion perme-
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FiG. 1. PBFI detection of fatty acid and alkylsulfonate uniport
in proteoliposomes containing PUMP. Traces show incressing
PBFI fluorescence with increasing internal [K*}; hence, they indicate
K* uptake in the presence of 1.3 M valinomyein. K* entry accompanies
the influx of 2 net negative charge resuiting from the influx of FA or
alkylsulfonate anion via potato PUMP. A, transport of linoleic acid and
its inhibition by ATP. Prior to valinomycin, 40 M linoleic acid (-+Zino-
leir acid) was added, or an equal volumme of ethanol alone was added
{control), when testing the basal K™ influx. Addition of 2 myM ATP {o the
external mediom (+ATP cut) partially inhibited (by 31%) FA uptake. In
a separate preparation of proteoliposomes containing 5 m» Tris-ATP in
the lumen, additien of 5 mM Tris-ATP to the medivn inhibited FA
uptake nearly completely (trace +ATP indout), so that the magnitude
of K* influx was reduced almost to the basal value. B, uniport of
undecanesulfonale and hexanesulfonate, and lack of C1™ transport, 100
#M undecanesulfonate (C,,50;7) or 30 mM hexsnesulfonate (Ce80,™)
was added prier to valinomycin, both as sodium salts. Attempts to
regiater a C1™ uniport in the presence of 40-150 mm IC1™] (trace 1,
TEA-salts) failed. The rates barely reached values of leak obtained in
the external assay medinm with 0.4% BSA (+BSA). The veside interior
contained 75 my TEA,-SO,, 75 my TEA-TES, pH 7.2, 0.05 mm K.80,,
and 300 uu PBFL In a typical sssay, vesides (25 wb) were added to
1.475 ml of 75 my K 80,, 76 mM TEA-TES, pH 7.2. Rates were cali-
brated as described under “Experimental Procedures”.

ation (18} and for SCN~ influx® into liposomes; for the extreme case of
a “smoothed multiple barrier,” 8 approaches 0.18, the value for a rec-
tapgalar barrier, thus giving pearly linear (chimic) J-A%¥ characteris-
tics. Interestingly, in the case of two sharp barriers with an energy weli
{an internal binding site) in the middle, this theary predicts that g = 0.25,
and this was indeed found for CI™ uniport via Uc? {17, in which the
existence of an internal anion binding site was documented (3-8, 11).
The experimental approach based on creation of a K*-diffusion poten-
tia] in Hposomes has a drawback due te a capacitance effect that cansesa
parasitic K* influx at large external K*] apd limits flux at low external
[K*]. Bowever, since the same interference is expected in each case, a
fux-voltage analysis derived from the experimenta} data can be valushle
for comparing different translocated fons. In addition, this analysis allows
ore to deterimine permeability coefficients P, calevlated by extrapolating
fux-voltage data to zero voltage, where J, = PC, {in nmols~1) and using
theoretical valnes for surface area (lipid packing 70 A per molecule).

RESULTS
Translocation of Alkylsulfonates and Anionic Fatty Acids by

PUMP—Purified PUMP from potate (Fig. 1, A and B) and red
tomato mitochondria (not shown) reconstituted in lecithin lipo-

2P. Jefiek and K. D. Garlid, unpublished data.
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o 2. PUMP.mediated H* offlux as a result of FA cyeling. A acidification of protein-free liposomes npon the addition of linsleic (Lin) or
heptytbenzoic (C,Bz) acid to the external medinm is indicated by the increased SPQ fluorescence. The subsequent addition of 1.3 uM valinomycdin
(Valy &id not cause any further significant acidity changes, despite the existing high K™ gradient. This confirms the tightness and low H™
permeability of the liposomes, The inability of phenylvalerie acid (PheC.) to flip-flop across the lipid bilayer is also demonstrated, since the lumen
is not acidified. B and €, H* efflux as a result of fatty acid cycling in protecliposomes containing potate (B) and tomato PUMP (C), H" efflox
(internal alkalkinization), indicated by the decrease in SPQ fluorescence, was induced by 1.3 um valinomyein (Val) after addition of 66 uM linoleic
acid (Lin), in the absence of ATP. In the presence of 3.3 my Na-ATP (B, +ATP) or 4 mm Na-GDP (C, +GDF), the H* efflux was inhibited by 49
and 35%, respectively. Inhibition by external Na-ATP was also tested on a separate preparation of proteclipmomes loaded with 5 mm Na-ATP (fop
trace, +ATP in&out, initisl part not shown), where addition of 5 mm ATP inhibited completely. The fourth trace from the top was measured with
66 M heptylbenzoic acid (C,Bz2). The two bottom traces illustrate the inability of phenylvaleric acd (PheC;) to induce a significant PUMP-mediated
H* efflux. The observed slow rate was equal to the basal H* flux in the presence of 0.4% BSA (+BSA). In the latter case, only ethanol (FtOH) was
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somes containing cardiolipin was able to mediate a net uptake
of anionic FAs and alkylsulfonates as indicated by the fluores-
cent X' probe, PBFI. PUMP was able to translocate anionic
forms of linoleic acid (Fig. 14), stearic and heptylbenzoic acid,
but not phenylvaleric or abscisic acid (not shown). Undecane-
sulfonate and, at 10-fold higher concentration, hexanesulfonats
were also translocated, but not C1™ (Fig. 1B). With both potato
and tomato PUMP, all these transport activities were inhibited
up to 50% by externally added ATP (Fig. 1A) and GDP, indi-
cating that 50% of the PUMP molecules are oriented with the
nucleotide binding site outward. In proteoliposomes loaded
with 5 mu Tris-ATP, addition of 5 mM ATP to the external
medium inhibited by 70%. The remaining flux represented the
leak. Consequently, the overall inhibition with ATP present
both externally and internally was 80-90% (Fig. 14).

H™ Transport in Proteolipvsomes Containing PUMP—The
SPQ probe, in combination with TES, provides a sensitive
system for the measurement of H fluxes. In accordance with
Eamp and Hamilton (8) and Garlid ¢f al. (), we show (Fig, 24}
that the addition of linocleic acid to protein-free liposomes
causes an internal acidification concomitant to a flipping of FA
to the inner lipid leaflet and subsequent dissociation of H™ into
the vesicle interior. When valinomycin is added, ne significant
H" movement occurs (Fig. 24). This demonstrates an impor-
tant property of prepared vesicles. They must be tightly sealed,
having membranes with a low H™ permeability. In contrast,
when protecliposcmes containing potato (Fig. 2B) or tomato
PUMP (Fig. 2C) are used, the addition of valinomyein after FA
induces a purine nucleotide-sensitive H* efflux. Note that the
addition of lincleic acid to the proteoliposomes caused similar
acidification of the interior, as it did in liposomes. External
ATP inhibited the linoleic acid-induced H* effiux by 94%, when
protecliposomes were loaded with 5 mu Na-ATP (Fig. 28). This
accounts for the overall 97% inhibition by external plus inter-
nal ATP. The dose-response curve for externally added ATP
{not shown) yielded an apparent X, of 1.5 M at pH 7.2, a value
comparable to the K, (0.8 mu) for ATF inhibition of H*-depend-
ant swelling of potato mitochondria in the presence of FA (2).

The H* efflux was induced only by FAs that were able to
acidify the Hposome interior {Fig. 2B) and were translocated in
the anjonic form as indicated by the PBFI probe. Besides Jino-
leic acid, this was observed with stearic and heptylbenzoic acid,
but not with phenylvaleric or ebscisic acid. Although the latter
FAs exist in a dissociated form, they were unsble to flip-flop in
the lipid bilayer, as indicated by the lack of liposome acidifica~
tion (Fig. 24). Being unable to flip-flop, they did not promote
H" efflux (Fig. 2B) or the anion transport activity (see above) in
vesicles containing PUMP. As reported before (6), undecane-
sulfonate was unable to acidify the vesicles’ interior, nor did it
induce an H* efflux after the addition of valinomyein (Fig. 2C).

Kinetics of FA and Alkylsulfonate Transport by PUMP—
Using PBFI we evaluated the kinetics of linoleic acid anion
uniport. With plain rates (not shown), the K, derived from the
double-reciprocal plot was 45 py at 135 mV, a value close to X,
obtained by the SPQ technique (48 or 57 uM, cf. below). The
Vimax Was 1.16 mus™* at 135 mV and 3 mws™ at 187 mV.
These values correspond to minimum specific activities® of 35

* Minimum specific activities (rates) were calculated on the assunp-
tion that 100% of the added isolated PUMP protein was inserted prop-
erly into the membrane.
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Fi6. 3. Kinetics of FA and undecanesulfonate transport medi-
ated by PUMP, Rates of transport (J) were measured using either
PBF1I (as in Fig. 1} and different concentrations of linoleic acid (#), or
undecanesuifonate (¥); or SPQ (as in Fig. 2} and heptylbenzoic acid (4).
Thus, the kinetics of linoleate or undecanesulfonate uniport and hep-
tylbenzoic acid-mediated H* efffux was evaluated. K* diffusion poten-
tials were set at 135 mV for PBFI using 19.67 mM external [K*] and 0.1
m¥ internal [K™]; and 189 mV for SPQ (168 mM external [K*]). Basal
rates in the presence of 0.4% BSA (J,) were subtracted from each
measured rate {f); for SPQ they were close to zero. The graph shows
double-reciprocal plots, where the right ordinate (FA) is valid for line-
leic and heptylbenzoic acid and the left ordinate for undecanesulfonate.
Linear regressions using the Marquart algorithm yielded the following
kinetic constants: for linoleic acid: K, = 83 1a, V., = 1.49 mMs™ % for
undecanesulfonate: K, = 59 uM, V... = 0.24 mms™%; for heptylbenzoic
acid: K, = 504 M, Voo = 1.48 mMs—2.

and 80 pmol'min~lmg of protein™!, respectively. A slightly
higher K, (80~115 ua, Fig. 3) was obtained for linoleic acid
when the basal rates cbtained in the presence of BSA were
subtracted, and in this case Vi, reached 14-15 mms™? at
135 mV. The kinetics of undecanesulfonate uniport exhibited a
lower K, 18 um at 187 mV and 16 um at 135 mV without
corrections, increasing to 64 pM and 59 pM, respectively, with
caorrections (Fig. 3). In this case the V,,, values were lower:
0.5-0.8 mms™* at 187 mV and 0.24 mas™* at 135 mV (15-18
and 7.3 pmol'min~'mg of protein ™!, respactively). The kinetics
of heptylhenzoic acid-induced H™ transport (Fig. 3, SPQ detec-
tion) exhibited much higher values: a K, of 504 um and V., of
1.48 mms™?, or 44 pmolmin™ mg of protein~2. The lowest
apparent affinity for PUMP was found for hexanesulfonate
uniport (K, between 7 and 10 mu and V,, of 0.3-0.5 mm-s™*
at 180 mV).

As a PUMP substrate, undecanesulfonate was also able to
inhibit the FA-induced H™ efflux in proteoliposomes containing
PUMP. The inhibitory constant K, (around 92 um, Fig. 4) was
slightly higher than the K. for inhibition of UcP-mediated
transport (6). Preincubation with undecanesulfonate was re-
quirsd to obtain reproducible results. The observed inhibition
may reflect a competition of undecanesulfonate and linoleate at
a hypothetical internal FA binding site of PUMP. One factor

added prior io valinomydin. In addition, the botfom trace in panel ¢ demonstrates the inability of 66 sy nndecanesulfenate (€, 50,75 to acidify
the interier of proteoliposomes containing potato PUMP and to induce an H* effiux after the addition of valinomydin. Changes in internal pH were
indicated by the SPQ probe in combination with TES buffer (13). SPQ is quenched by TES™ anion but not by nestral TES, thus allowing for
manitaring of H* fluxes in TES-buffered media. Vesicles (25 il per assay) contained 84.4 my TEA-80,, 28.85 mym TEA-TES, pH 7.2 (lTEA] 8.2 m)
and 0.6 mM Tris-EGTA. External medium contained 84.4 mu K, 80,, 28.85 my TEA-TES, pH 7.2 (ITEA] 9.2 mM), and 0.6 my Tris-EGTA.
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Fic. 4. Pose response for indecanesulfonate inhibition of lin-
oleic acid-induced H” efflux im proteoliposomes containing
PUMP. Protecliposames containing tomato PUMP were preincubated
with different concentrations of undecanesulfonate and then diluted to
the final concentrations shown on the abscissa and assayed as described
in Fig. 2B in the presence of 53 pM lincleic acid. Data were fit using the
Hilt equation, vielding a Hill coefficient of 1.2 and an apparent K, of 92 un.

that may artificially enhance the inhibition is the negative
surface charge that is created by the added alkylsulfonate due
to its ipability to flip-flop. This charge would not be present
with FA alone. Its presence can be inferred from the effect of
100-400 uM undecanesulfonate, which partially suppressed
the initial acidification of the proteoliposome interior upon
addition of FA. However, since addition of KOH in the presence
of nigeriein results in alkalinization of the vesicle interior even
with 366 um undecanesulfonate present, it is unlikely that the
surface charge effect obstructs inhibitory dose responses. More-
over, the kineties of H™ efflux in proteoliposomes containing
PUMP measured at various undecanesulfonate concentrations
showed 2 pattern that is typical of specific inhibition (Fig. 5).
The scatter of the data did not allow us to determine precisely
the nature of the inhibition, but it was possible to fit the data
using a medel for competitive inhibition (Fig. 5, sofid lines), in
which K increases at constant V... Thus, K increased from
57 pa in the absence of undecanesulfonate to 80, 124, and 182
p in the presence of 90, 200, and 366 uM undecanesulfonate,
respectively.

Fluz-Voltage Characteristics of FA-induced H™ Transport
and Alkylsulfonate Uniport in Protecliposomes Containing
PUMP—The rates of PUMP-mediated H™ effftux induced by
linoleic (Hig. 64} and heptylbenzoic acid (not shown) increased
exponentially with the applied voltage (K™ diffusion pofential,
AY¥). An identical exponential dependence was obtained, inde-
pendently of whether PBFI or SPQ was used (Fig. 84). Linear-
ization of the flux-voltage characteristics for linoleic acid using
Equation 2 (Fig. 6, insets) yielded a slope (8} of 0.85 when the
probe was PBFI, 0.756 when the probe was SPQ, and 1 for
heptylbensoic acid (SPQ probe). The rates of undecanesulfon-
ate and hexanesulfonate uniport via PUMP also increased ex-
ponentially with AY (Fig. 6B), but linearizations yielded lower
slopes, 0.35 and 0.36, respectively.

The H* permeability coefficients for proteclipesomes con-
taining PUMP in the presence of linoleic acid were 4.5.1072
cms~ ! when PBFI was used and 5.8.107% crs™! when SPQ
was used. These values are two orders of magnitude higher
than the coefficients for the basal H" permeability of hpid
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Fic. 5. Undecanesulfonate inhibition of PUMP-medinted, li-
noleate-induced H* efflux. Double-reciprocal plots of the valinomy-
cin-induced H* effiux detected with SPQ (see Fig. 2B) were constructed
from the uncorrected rates at different concentrations of linoleic acid in
the absence (¥} and in the presence of undecanesulfonate (M at a final
concentration of 366 .M. Samples of protecliposomes were preincubated
with undecanesulfonate (see legend to Fig. 4). Linear regressions using
a Marquart algorithm yielded K, = 57.3 aM, V., = 2.19 pys™! and
the X = 182 u¥ in the presence of undecanesulfonate.

bilayer measured in liposomes (18). For the transport of alkyl-
sulfonates at zero AY permeability coefficients of proteclipe-
somes were even higher (see legend to Fig. 6B).

DISCUSSION

We have demonstrated the ability of the PUMP to interact
with FAs and conduct monovalent unipolar amphiphilic an-
ions, such as alkylsulfonates. The mutnal competition between
FAs and alkylsulfonates {Figs. 4 and 5) (2} and induction of H”
transport exclusively with FAs having the ability to flip-flop
across the lipid bilayer in a protonated form, suggest that
PUMP conducts FA anions and, consequently, allows for FA
cyeling, which leads to uncoupling (6). PUMP is the third
example of an integral membrane protein possessing this abil-
ity, besides the mammalian uncoupling protein UcP (8) and the
ADP/ATP carrier (19, 20).

Although discovered recently (1), PUMP is now well charac-
terized fanctionally. Similarly to the mammalian UcP, PUMP
does not act as an H™ conductor, but ensures the uniport of
fatty acids and long-chain amphiphiles in a process that is
inhibited by purine nucleotide di- and triphosphates. Howaver,
PUMP exhibits a much lower affinity toward nucleotides than
does UcP (2). Contrary to UcP, PUMP is unable to conduct
small hydrophilic anions such as C17. Indeed, ClI™ flux via
PUMP is nearly zero, since no transport was chserved ever at
150 mm C1™ (the rates were equal to the basal rates in the
presence of BSA). This may reflect limited access of C17 to a
hypothetical intramembraneous FA (anien) binding site.

The exisfence of such a site is suggested by the fact that
PUMP exhibits bhigher affinities for more hydrophobic sub-
strates, linoleate and undecanesulfonate {lower K, values for
their uniport) and lower affinities for less hydrophobic hexane-
sulfonate and heptylbenzoate (higher K, values for uniport).
Note, for example, that heptylbenzoic acid, as a medinm-chain
FA, should cross the membrane faster than linoleic acid, as
observed in liposomes (Fig. 24). Its partition coefficient is no
lower than that for linoleats, since the extent of acidification of
the vesicles’ interior upon addition of heptylbenzoic acid is even
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Fic. 6. Flux-voltage characteristics of PUMP-mediated trans-
port. A, comparison of PBFI (4) and SPQ probes (O) for detection of net
charge uptake and H* «fflux, respectively, indnced by 67 uM lindleic
acid. The uncorrected flux rates JJ obtained vn varying external K+
with proteoliposomes containing 0.1 mM iniernal [K¥] are plotted
against the K*-diffasion potential {A¥) estimated on the basis of the
Nernst equation. The insefs show the linearizations according Equation
2 {(see “Experimental Procedures”), whete In J is plotted against re-
duced voltage u (uw = —zFAS/RT). Data were fitted above 100 mV
{where the equation is valid), using a Marquart algorithm. Slopes (8)
were 0.85 with PBFI and 0.75 with SPQ, respectively. These fits are
also represented as the exponential sofid and dotted line, respectively,
on the main graph. The zero potential fluxes J,™* derived from these
plots are 0.0037 and 0.0059 mm-<s~?, respectively. Based on proteclipo-
some volume (0.672 ul/mg Hpid in the PBF] assay and 0.547 ul/mg Yipid
in the SPQ assay) and the calculated surface areas, the PUMP-related
H* permesbility coefficients are 4.51072 ems—? and 5.816"2 cms™?,
respectively. B, uniport of undecanesulfonate (M, 50 uM sodium salt, fit:
solid line) and hexanesulfonate (V, 50 mut sodium salt in the presence
of 0.4% BSA, fit: doited line) assayed vsing the PBFI probe. The J-A¥
data and their Enearizations were plotied as described in A. Slopes [¢:3]
are 0.35 for undecanesulfonate (0.29, when two data points obtained at
low AY are omitted} and 0.36 for hexanesulfonate. The derived zero
potential fluxes J*° are 0.087 and 0.036 my-s~* which yields perme-
ability coefficients of 0.56 and 0.54 crns ™, respectively (protecliposome
volume was 0.84 plmg lipid).
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higher than for linoleic acid (Fig. 24). Nevertheless, its affinity
for PUMP is lower, suggesting that a rate-limiting step is
imposed by the PUMP-mediated transport of FA. The existence
of the anion binding site of PUMP is also implied by the mutual
competition between FAs and alkylsulfonates (Figs. 4 and 5}
{2). Such competition has been documented for the mammalian
UeP by numerous kinetic (4, 6), binding (21), and photoaffinity-
labeling experiments (5, 22).

The FA cycling mechanism for PUMP is suggested by phe-
nomena similar to those found for UcP (8). Thus, both FAs and
alkylsulfonates exhibit a net charge transfer. However, unde-
canesulfonate, having a pK, around 2, cannot be protonated at
pH 7.2, and cannot flip across the lipid bilayer to acidify the
vesicles’ interior (8). Also, in conirast to FA, it does not induce
H™ transport in proteoliposomes containing UcP (8) or PUMP
(Fig. 20). Since FAs such as linoleic acid do induee H™ trans-
port in proteclipesornes, we conclude that this is due to their
ability to flip-flop across the lipid bilayer in a protonated form.
This conclusion was confirmed by the experiments with so-
called “inactive” FAs which are unable to flip-flop, but retain
the ability to partition into the membrane (9). For example,
phenylvaleric acid did not acidify the lumen of liposomes or
protecliposomes (Fig. 2, A and B), did not induce significant H*
transport in proteolipesomes (Fig. 2B) and did not exhibit
charge transfer. The analog, heptylbenzoic acid, was able to
flip-flop (Fig. 24) and exhibited both H* transport and the
charge transfer in proteoliposomes (Fig. 2R).

The K, values for FA uniport (FA cycling) were similar to
those found for the maramalian UcP (8). When expressed in
terms of fotal concentrations added to the bulk medium, the K,
values reflect an overall sequence of events: partitioning into
the membrane, binding to the internal FA binding site, and the
kinetics of flip-flop. Based on the partition coefficient of
100,000 for linoleic acid (23), at a total concentration of 50 um,
it will be distributed with 0.56 uM free in solution and 49.44 pm
in the membrane. ¥ 100% ipsertion of PUMP is assumed, the
molar ratic of linoleic acid to the dimeric PUMP is 11. Since the
observed K, is well above the critical micellar concentration
(13 pM) for Hnoleic acid in water (24), micelles will be formed
when it is first added, but they will disappear immediately
after its pertitioning into the bilayer. Consequently, FA is
erbedded in the membrane before it can interact with PUMP.

We have also documented that FA-induced H* transport and
alkylsulfonate uniport depends exponentially on membrane
potential, A¥, as predicted (16} and as found for C1™ uniport via
UeP (17). Note that a linear (ohmic) J-AY characteristic was
found only for the uncoupler-mediated H™ transport {(25). The
linearized J-A¥ characteristics obtained for alkylsulfonate
uniport via PUMP yielded slopes around 0.35, which are close
to the value found for C1™ uniport via UcP. Bearing in mind
possible interfering effocts (see “Experimentsl Procedures”), we
cannot defermine whether the data are compatible with an
existence of au internal anion binding site.® Alse, the J-A¥
characteristics for PUMP-mediated H* transport induced by
FAs differ from the characteristics reported in the literature 3
In this case, additional effects might interfere, such as pre-
eguilibration of FA in both Jeaflets of the lipid bilayer, increas-
ing background flux with A¥ and other phenomena which will

* Hydrophobicdity of alkylsulfonates or capacitance effects might con-
tribate to a slightly higher value of slope (8) when compared with C1™
nuiport via UcP (17).

SThis is not an argument against & common trapsport pathway for
FAs and alkylsulfonates, which is sapported by their mutual competi-
tion and common ATP inhibition. Rather, the interfering offects might
be stronger with FA, since higher slopes of lnearizations of the J-A¥
plots were also found for UeP (P. JeZek, unpublished data) for which the
common pathway was demonstrated.
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tend to exaggerate the A'Y dependence and increase the slope 8.

Having suggested a mechanism of PUMP function, we can
propose some of the consequences for plant mitochondria that
have this protein. As found for thermogenic brown fat in mam-
mals (26), regulated uncoupling should lead to the release of
heat. The guestion of whether this heat production is the pri-
mary function of PUMP, or whether medulation of oxidative
phosphorylation is the primary one must be resolved in further
studies. Our findings of active PUMP in the ripe {red) tomatoes
and in potato tubers suggest a role for regulated uncoupling
during fruit ripening, senescence, and seed dormancy. Mito-
chondria in fruits play their role until the final stages of rip-
ening (27, 28), and in storage tissues during the whole lifetime.
A regulated uncoupling promoted by PUMP could be the pri-
mary cause of the climacteric rise in respiration {29), known
sinee 1925 (30). Ethylene (C,H,), a natural ripening hormone,
was recently shown to initiate these marked biochemical
changes in dimacteric fruits (31), including tomato, banana,
mango, avecado, pineapple, and pome fruits. The respiration
burst in these fruits has been traditionally explained as a
function of the alternative oxidase (32-85), the expression of
which has been found to inecrsase during ripening (36). If
PUMP was active in the climacteric fruits, storage tissues, and
other plant organs, their mitochondria would posses a fine
control of oxidative phosphorylation, not only by eliminating
H* pumping when switching to alternative oxidase, but also by
shorteireuiting the H* pumping, i.e. also by protonmotive force
conpsumption.
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Activation of the potato plant uncoupling mitochondrial protein inhibits
reactive oxygen species generation by the respiratory chain
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Abstract A variety of plant tissmes contain an uncoupling
mitochendrial protein (PUMP), recently described and char-
acterized by our group. In this study we show that the inkibition
of PUMP activity in potato iuber mitochondria significantly
increases mitochondrial HoO» generation, while PUMP sob-
strates, such as linoleic acid, reduce mitochondrial H,Oo
geperation. This HyO: geperation octmrred mainly by the
dismutation of superoxide radicals formed thwough monoelec-
tromic reduction of O, by semiquinone forms of coenzyme Q. The
results presented suggest that protection against mitochondrial
oxidative stress may be a physiological role of PUMP.
© 1998 Federation of European Biochemical Societies.

Key wards: Reactive oxygen spectes; Free radical;
Plant uncoupling mitochondrial protein; Coenzyme Q;
Mitochondrion

1. Infroduction

The generation of reactive oxygen species (ROS) by the
mitochondrial respiratory chain is a physiological and coutin-
nous process. Indeed, up to 2% of the oxygen consumed by
the mitochondrial respiratory chain suffers reonoelectronic re-
duction, leading to the production of superoxide radicals [I-
3]. Under physiological conditions, ROS are readily removed
by mitechondrial antioxidant systems, but under pathelogical
conditions, in which these antioxidant systems are defective or
mitochondrial ROS generation is increased, oxidative damage
of the inner mitochondrial membrane may occur, with impair-
ment of mitochondrial function (for review see [4]). In this
situation, accidental or programmed cefl death may follow
mitochondrial dysfunction [5].

One of the many proposed mechanisms which mitochondria
use to decrease ROS generation is the uncoupling between
mitochondrial respiration and membrane poteatial, resulting
in increased respiratory rates (for review see [6,7]}. Protono-
phores are well known to decrease mitochondrial ROS gen-
eration [3], and mitochondrial respiratery energy dissipative
pathways, such as the plant alternative oxidase [8,9] and
mammalian uncoupling proteins [10], have been demonstrated
to present the same effect. Based on these observations, Sku-
lachev [6,7] formulated the hypothesis that mild uncoupling of
mitochondria may be an effective mechanism to reduce mito-
chondrial ROS generation without seriously compromising
cellular energetics.

*Corresponding author. Fax: (35) (19) 2393184,
E-mail: anibal@obelix.unicamp.br

‘We have recently described and characterized a plant un-
coupling mitochondrial protein (PUMP) {11-14], present in 3
variety of plant tissues (P. Jefek, AD.T. Costa, P. Arruda
and AE. Vercesi, unpublished results). Later, the complemen-
tary DNA from potatoes that probably encodes PUMP was
identified and expressed in yeast, resulting in mitochondrial
membrane potential decrease in these cells [15). PUMP is a 32
kDa protein which transports anionic fatty acids across the
inner mitochondrial membrane {12}, in a manner similar to
the mammalian brown adipose tissue uncoupling protein
[16,17]. Protonated fatty acids are capable of diffusing
through the inner mitochondrial membrane from the mito-
chondrial intermembrane space to the matrix [17]. PUMP re-
moves the anionic fatty acids from the mitochondrial matrix
back into the intermembrane space, resulting in fatty acid
cycling, and mitochondrial uncoupling [12]. In consequence,
the addition of anionic fatty acids, such as Hnoleic acid, to
plant mitochondria results in mitochondrial uncoupling, while
the presence of ATP, which inhibits PUMP, and bovine serum
alburnin (BSA), which removes free faily acids, increases the
membrane potential of these mitochondria [11-14].

In this report we demonstrate that the activity of PUMP
decreases mitochondrial reactive oxygen species formation at
the respiratory chain, in a manner dependent on the decrease
in mitochondrial membrane potential induced by PUMP ac-
gvity.

2. Materials and methods

2.1, Isolation of rat liver and potato tuber mitochendria
Mitochondria were jsolated by conventional differential centrifuga-
tion, as described [11,12,18).

2.2, Standard incubation procedure

The experiments were carried out at 28°C, with continuous mag-
netic stirring, in 2 standard reaction mediuom containing 125 mM
sucrose, 65 mM K, 10 mM HEPES buffer pH 7.2, 4 uM rotenone,
1 #M borseradish peroxidase, 1 pM scopoletin and 1 pM cyclosporin
A. Other additions are indicated in the figure legends. The results
shown are representative of a series of at least three experiments.

2.3. Determinution of mitochondrial HeOy generation

HzO- production was assessed by the oxidation of scopoletin by
horseradish peroxidase in the presence of HxO» {19]. Scopoletin fino-
rescence was monitored at excitation and emission wavelengths of,
respectively, 365 and 450 om, on a Hitachi F4010 fivorimeter. Cali-
bration was performed by adding known quantities of HzOs. Cyclo-
sporin A was present in all determinations in order to prevent artifacts
due to mitochondrial sweliing.

24, Measurements of mitochondrial transmembrane elecirical potential
(4¥F)

Mitochondrial A¥ was estimated through fuorescence changes of
safranine O (5 uM), recorded on a model F-401G Hitachi spectrofiuc-
rometer (Elitachi, Ltd., Tokyo, Japan) operating at excitation and
emission wavelengths of 495 and 586 nm, with a slit width of 5 nm.

0014-5793/98/$19.00 © 1998 Federation of European Biochemical Societies. All rights reserved.
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2.5, Determination of mitochondrial Ca®* ypiake

Mitochondrial Ca** uptake was determined by measuring the ab-
sorbance changes of arsenazo IM on 2 SLM Aminco DW2000 spec-
trophotometer at the wavelength pair of 675/685 nm.

2.6. Materials

Horseradish peroxidase {type IV-A), scopoletin, safranine Q, HoOs,
cyciosporin A, HEPES, rotenone, antimycin A, myxothiazol, linoeic
acid, phenylvaleric acid, heptylbenzoic acid, BSA, ATP, carbosnyl cy-
anide m-chlorophenythydrazone (FCCP) and succinate were obtained
from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA). All other
reagents were commercial products of the hiphest purity grade avaii-
able.

3. Results and discassion

‘We have previously shown that the addition of linoleic acid
to respiring potato mitochondria reduces their membrane po-
tential, while full coupling of these mitochondria was obtained
only in the presence of ATP and BSA [11,12]. These results
are reproduced in Fig. I, which demonstrates that the mem-
brane potential of potato mitochondria respiring on succinate
(state 4, panel A, line b) is increased by the presence of ATP
and BSA (line a) and reduced by the presence of Huoleic acid
{line ¢). These effects were attributed to the presence of a plant
mitochondrial uncoupling protein (PUMP) similar to the
mammalian mitochondrial uncoupling protein [16,20], which
is inhibited by purine nucleotides and uses fatty acids as sub-
strates {11-14]. Rat liver mitochondtia, which do not contain
uncoupling proteins [10], did not suffer significant alterations
in membrane potential {Fig. 1B, line b} in the presence of
ATP pius BSA (line a) or linoleic acid (line <).

Fig. 2 monitors mitochondrial generation of H,O, through
the oxidation of scopoletin in the presence of horseradish
peroxidase. We observed that the generation of HyQ, by po-
tate mitochondria incubated in the presence of rotenone (pan-
el A, line d) is largely increased by the addition of succinate
(line ¢). The addition of the PUMP substrate linoleic acid
significantly decreased potato mitochondrial respiration-sup-
ported HyO, generation (line e} while phenylvaleric acid, a
fatty acid unable to flip-flop across lipid bilayers, which
does not act as 2 PUMP substrate [13], did not inhibit mito-
chondrial H;0, generation in the presence of succinate (line
b). The addition of ATP, which inhibits PUMP activity, and

woy FeCP ) FCCP
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Fig. 1. Effect of PUMP substrates and inhibitors op mitochondrial
membrane potential. Potato mitochondria (PM, 1 mg/ml, A) or rat
liver mitochondria (RLM, | mg/mi, B) were incubated in standard
reaction medium in the absence of scopoletin and horseradish per-
oxidase and in the presence of 5 WM safranine O, 2 mM succinate,
100 pM EGTA, 1 pM oligomsycin and: (lines a) 0.1% BSA plus 2.5
mM ATP, (lines b) o further additions or (lines ¢} 40 M linoleic
acid. 5 pM FCCP was added to all experiments where indicated.
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Fig. 2. Effect of PUMF substrates and inhibitors on mitochondrial
respiration-stiroulated HoO» generation. Potatc mitochondria (0.5
mg/ml, A) or rat liver mitochondria (0.5 mgfml, B) were incubated
in standard reaction medium containing 2 mM succinate and: (lines
a) 0.1% BSA plas 2.5 mM ATP, (lines b) 40 pM phenylvaleric acid,
(lines ¢) no further additions, (lines &) 40 uM linoleic acid or (lines
f) 1 pM FCCP. Lines d represent experiments conducted in the ab-
sence of succinate.

BSA, which removes free fatty acids from the mitochondrial
suspension, increased mitochondrial HoO, generation (line a),
confirmning that PUMP activity decreases mitochondrial ROS
generation. The presence of the uncoupler FCCP completely
ighibited mitochondrial HzO, generation both in the presence
(not shown) and in the absence (line ) of BSA and ATP,
suggesting that the increase in mitochondrial HyO, generation
induced by PUMP inhibition is dependent on the effects of
PUMP on mitochondrial membrane potential. This increase
in mitochondrial H,O; generation may be attributed directly
to a decrease in mitochondrial membrane potential or to the
increased rates of mitochondrial respiration under lower
membrane potentials.

Parenchymal rat liver cells do not contain uncoupling pro-
teins, such as the uncoupling protein-2, distributed in many
mammalian tissues [16]. Fig. 2 shows that the H;O» genera-
tion of mitochondria isolated from rat liver incubated in the
presence of rotenone (panel B, line d), was also largely in-
creased by the addition of succinate (line ¢). The presence of
linoleic acid did not decrease this production (line €), which
was only reduced in the presence of FCCP (lice f). The addi-
tion of BSA and ATP to rat liver mitochondria partially in-
hibited mitochondrial H,O, generation (line a), probably due
to the decrease in the free Ca®* concentration of the reaction
medium promoted by ATP and BSA, which complex Ca?*.
Ca?* is well known to increase mitochondrial ROS generation
{for review see [4]). BSA may alse quench mitochondrial-gen-
erated ROS.

In Fig. 3, mitochondrial HyO, generation was stimulated by
the addition of Ca® to a mitochondrial suspension respiring
on succinaie. Potato mitochondria, which are much less active
in Ca®* accumulation than liver mitochondtia (results not
shown}, required the addition of high Ca®" concentrations
(500 M) in order to produce 2 burst in mitochondrial ROS
generation (panel A, line b} similar to that obtained by the
addition of 50 uM Ca®" to rat liver mitochondria (panel B,
line b). Like respiration-induced mitochondrial Ho0, genera-
tion in potato mitochondria, the Ca’*-induced burst in HyO,
production was decreased by the presence of linoleic acid
(panel A, line d), but not by phenylvaleric acid (line ¢), and
was increased by the presence of ATP plus BSA (line a). Rat
liver mitochondrial H,0» production stimulated by Ca®"
(panel B, line b) was not affected by the presence of linoleic
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(line &) or phenylvaleric acids (line c), and was partially in-
hibited by ATP plus BSA (line a). Indeed, the addition of 50
EM Ca?* to the reaction medium in the presence of ATP
results in a free Ca®" congentration lower than 10 uM, which
would certainly explain the reduction of the Ca**-stimulated
burst in mitochondrial B0, generation. The presence of
FCCP decreased mitochondrial Ho(O generation stimulated
by Ca®*" in both rat liver and potate mitochondria (lines ¢).
This decrease was most evident in rat Hver mitochondria,
which in the presence of FCCP were unable to take up 50
uM Ca®" down their membrane potential. In potate mito-
chondria, the addition of 500 pM Ca®* resulted in Ca®* influx
even in the presence of FCCP, driven by a chemical Ca®
eradient [181.

Mitochondrial ROS generation at the respiratory chain oc-
curs mainly due to the transfer of electrons from the semi-
quinone form of coenzyme Q to oxygen, leading to the for-
mation of the superoxide radical, which is readily dismutated
by mitochondrial superoxide dismutase to HoO; [1,3,18.21].
In order to verify if this was the main process occurring in
our experimental conditions, we tested the effect of different
mitochondrial respiratory chain inhibitors on mitochondrial
Ca?*-stimulated H,0, generation (Fig. 4). FCCP was present
in all determinations in order to prevent the occurtence of
different mermubrane potentials, and mitochondrial H.0, gen-
eration was stimulated by the addition of Ca?*. We observed
that F;Q generation in both potato (panel A} and rat liver
(panel B) mitochondria incubated in the presence of rotenone
and treated with Ca®t (lines c) was stimulated by succinate-
supported respiration (lines b) and by the presence of antimy-
cin A, which promotes the accumulation of semiquinone
forms of coenzyme Q (lines a). Myxothiazol, which prevents
the formation of the semiguinone anion [3}, inhibited mito-
chondrial Ca®t-stimulated H;0, generation (lines d), confirm-
ing that this generation occurs mainly due to dismutation of
superoxide radicals formed through the transfer of electrons
from the semiquinone form of coenzyme Q to molecular oxy-
gen.

The results presented in this paper demonstrate that the
decrease in mitochondrial membrane potential induced by
PUMP activity inhibits mitochondrial generation of ROS at
the level of the semiquinone forms of coenzyme Q, as ob-
served previously with the plant alternative oxidase {8,9] and
mammalian uncoupling proteins [10]. The mechanism by

. g
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Fig. 3. Effect of PUMDP substrates and inhibitors on Ca®f.stimm-
lated mitochondrizl HyO, generation. Potato mitochondria (0.5 mg/
mi, A) or rat liver mitochondria (0.5 mg/ml, B) were incubated in
standard reaction medium containing 2 mM succinate and: {lines 2}
(.1% BSA plus 2.5 mM ATP, (lines b} no further additions, (lines
<) 40 pM phenylvaleric acid, (lines &y 40 uM linoleic acid or (lines
e) 1 gM FCCP. 500 uM Ca®* {(A) or 50 gM Ca?" (B) was added
where indicated by the arrows.

215

0.25 ;M a 3
0,

; 1 min :
Ca®, ¢ ca™
Y Y

A B

Fig. 4. Effect of respiratory chain inhibitors on Ca**-stimulated mi-
tochondrial M0, generation. Potato mitochondria (0.5 mg/ml, A)
or rat liver mitochondria 0.5 mg/ml, B} were incubated in standard
reaction medium containing 1 #M FCCP and: (lines a) 1 M anti-
mycin A and 2 mM succinate, {lines b) 2 mM succinate, (lines <} no
further additions or (lines & 1 pg/mi myxothiazol and 2 mM succi-
nate. $00 M Ca®" was added where indicated by the arrows.

which mitochondrial uncoupling decreases mitochondrial
ROS generation is not yet clear, but it may be attributed to
the increase in mitochondrial respiration rates, decreasing the
life time of the semiquinone forms of coenzyme Q and reduc-
ing the probability of superoxide anion formation through
electron transfer from semiquinone forms of coenzyme Q to
molecular oxygen [7]. Alternatively, as suggested by Liu [2],
the presence of low mitochondrial membrane potentials could
decrease the reaction between superoxide apions and protons
at the cytoplasmic side of the inner mitochondrial merabrane,
resulting i the formation of the perhydroxyl radical. This
would reduce the distautation of superoxide amions by inira-
mitochondrial superoxide dismutase, decreasing the detection
of mitochondrial-generated H;Os, because diffusion of the
superoxide anions through the inner mitochondrial membrane
occurs mainly in the perhydroxzyl form [2].

Independently of the mechanism by which mitochondrial
uncoupling reduces the geperation of ROS at the mitochon-
drial respiratory chain, the regulation of mitochondrial ROS
production should be regarded as a function of respiratory
epergy dissipative pathways, such as PUMP, the alternative
oxidase and mammalian uncoupling proteins. Activation of
these pathways promoting a mild uncoupling [7} of mitochon-
dria efficiently reduces mitochondrial ROS generation, and
may prevent oxidative mitochondrial damage.
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