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1.0. INTRODUGAO

Uma das fuﬁgaes fundamentais das mitocdndrias de
qualgquer ser vivo & ﬁdrn@cer ATP como fonte principal de
energia para a célulé; além de produzir e liberar numerosos
compostos intermediatios que podem ser utilizados como subs-
tratos em compartimeﬁios celulares diversos. Para a execucdo
dessas fungtes basicﬁs, a‘organizagéo estrutufal & funcional
de mitocdndrias de ahimais e de plantas manteve-se basica-
mente a mesma, apesaﬁ'de bilhdes de anos de divergéncia
avolutiva (HALL et aiii, 1982; DOUCE & NEUBURGER, 1989).

Dentre as éemelhangas encontradas, destacam-ze: a)
a morfologia de mitoééndrias de animais e de plantas é
extremamente similaré(GUNNING, & STEER, 1975; HALL et alii,
1982}); b)) a organizagﬁo dos fosfolipidios nas membranas de
ambos os tipos de mitoc&ndrias & essencialmente idéntica
{HARWOOD, 1985): c) :a sequéncia dos transportadores que
mediam o fluxo de elétrons do NADH e do succinato até o O.
via citocromo oxidaaé (isto €, a via sgensivel a cianeto),
assim como a estrutura fundamental do sistema de fosforila-
¢do {(complexo ATPase) s3o semelhantes em plantas, fungos e
animais (PALMER, 1975; DOUCE et alii, 1987; NORLING et alii,
1987); d} os mecanismos de ejecd@o de prétons e o8 gistemas
de conservagdo de enérgia sdo similares (MOORE & RICH, 198%)
i el as mitocéndriasfde plantas possuém diversogs carreadores
de anions (HxPO.~, ADP/ATP, piruvato, etc...) similares

aos encontrados nas mitocdndrias de ocutros organismos (DAY &




WISKICH, 1984); e f) o funcionamento do ciclo dosg acidos
tricarboxilicos ¢ também andlogo em qualquer tipo de mito-
cOndria conziderado (WISKICH & DRY, 1985},

Entretanto, existem varias caracteristicas egpaci-
ficas de mitocOHndrias vegetais, que se assume serenm um re-
flexo de sua evolugdo, no sentido de permitir o seu funcio-
namento nos sistemas autotréficos. FEstas caracteristicas
especlals incluem: a) uma oxidase terminal alternativa, que
permite uma atividade respiratéria insensivel a cianeto
{SIEDOW & BERTHOLD, 1986) ; b) capacidade de oxidacao de
NADH externo e uma via adicional de oxidagdo de NADH interno
insensivel a rotenocna (MOLLER, 1986); ¢) ocorréncia de uma
enzima malica na matriz mitocondrial (RUSTIN et alii, 1980;
LANCE & RUSTIN, 1984): d) ocorréncia, em tecidos c¢clorofila-
dos de plantas C3, de uma enzima capaz de descarboxilar
oxidativamente a glicina, como parte do metabolismo foto-
respiratdério do glicolato (TOLBERT, 1980; DAY et alii,
1985a; PETIT & CANTREL, 1986); e) presenga de um carreador
para o transporte de oxalocacetato (DOUCE & BONNER, 1972;
DeSANTIS et alii, 1976; ZOGLOWER et alii, 1988); f) carrea-
dores para a captagdo de NAD, coenzima A e tiamina pirofos-
fato (DOUCE et alii, 1985); e g£) um DNA de maior tamanho e
complexidade que o encontrado em mitocdndrias animais (DOUCE
et alii, 1985; DOUCE & NEUBURGER, 1989} .

Muitas deatag diferengas destacadasz foram atribudi-
dag, durante muitos anos, a artefatos gerados por danifica-
¢80 ou contaminagdes, ocorridos durante o processo de isola-
mento das mitocéndrias de plantas. Isto porque, em fun¢io da

presenca de parede celulésica rigida, sdo necessarios méto-

dos mais drésticos para a ruptura da maioria dos tecidos




vegetais, Adicionaléente, hé& extravazamento do conteudo dos
vaclUolos Acidos, éeralmente portadores de hidrolases e
fenol-oxidases, caﬁazes de alterar as caracteristicas
estruturais e funciénais das mitocdndrias isoladas (DOUCE et
alii, 1985). |

Entretanté, 0 uso de gradientes de densidade de
Percoll permitiu é isolamento de mitocdHndrias vegetals
extremamente purifiéadas, sem a interferéncia de membranas
plastidicas ou dé gualquer enzima extramitocondrial
(NEUBURGER et alii,i1982; DAY et alii, 1985b; GOMEZ-SILVA et
alii, 198%). Deste ﬁodo e possivel obter preparacdes vege-~
tais com 97% de mitécéndrias intactas e virtualmente livres
de interferentes. A§¢$ varios anos de testes intensivos,
hoje & possivel recénhecer que muitas das.diferencas encon-
tradas séo repreaanéativas das verdadeiras propriedades de
nitocdndrias vegetais (DAY et alii, 1985b; DOUCE et alii,
1985; DOUCE & NEUBUQGUER, 1989) .

Persistemédiscussﬁes a respeito do mecanismo de
transporte de Ca**,gpor mitocdndrias de plantas. As aborda-
gens mais recentes éncontram—se nos trabalhos de MARTINS &
VERCESI (1985}, MARfINS et alii (1986), CARNIERI et alii
(1987) & VERCESI etéalii (1989). Eles conseguiram demonstrar
que, guando present%, o sistema mitocondrial transportador
de Ca¥®* de mitoccndﬁias de plantas ¢ mais semelhante ao de
animais do que se s@punha anteriormente, diferenciando-se,
apenas, por uma ati@idade mais baixa e pela exigénecia abso-
luta de transporte ;simultaneo de fosfato. ©Os resultadosg

obtidos por estes éautores foram atribuidos aos wétodos

utilizados, que perﬁitiram a obtengao de mitocbndrias com

maior grau de acoplamento.



Embora a §xigéncia por fosfato seja evidente e
tenha amplo apoio dé literatura, n3oc ha registros acompa-~
nhando o transporteédeste anion, simultaneamente ao de Ca=+-
Também n3c existemn aados relativos ac possivel papel do fog-
fato sobre as vias Qe ef luxo deste cation, en mitocdndrias
de plantas. Por isté, huma parte do presente trabalho, pro-
curou-se investigarémais detalhadamente tanto os processos
de captag8o guanto és de efluxo de Ca®* & de fosfato, em mi-~
tocdndrias de colaéétiles de milho, no sentido de esclarecer
0S8 mecanismos envol?idos, assim como o papel da ocorréncia
de movimento ciclicé de Ca®™", em mitocOndrias de plantas.

Dentre ouﬁras dificuldades envolvidas no trabalho
com mitocdndrias iséladas de plantas, destaca-se a necesgi-~
dade do uso de quanéidades relativamente elevadas de BSA,
desde os meios de e#tragéo até mesmo nos de reagdo. Isto &
feite no sentido degevitar as deficiéncias de acoplamento
normalmente observadas e capazes de interferir na maioria
das atividades mitoéondriais. Como este tipo de problema
{assim como outros descritos mais adiante) € comum a mito-
cOndriag de tecido édiposo marrom de vertebrados (NICHOLLS,
1979), numa segunda parte do presente trabalho procurou-se
estabelecer um paraielo entre algumas das caracteristicas
destas mitocﬁndriasée as de plantas. Para esta finalidade
foram utilizadas mitocbndrias isoladas de tubérculos de
batata, investigando-se aspectos diversos relacionados ao
seu acoplamento, inéluindo a possivel participagdo de uma
proteina desacopladéra, semelhante a de mitocOHndrias de

tecido adipogso marrom.




2. REVISAO DE LITERATURA

Algumas das caracteristicas especiais de mitocéHn-
drias de plantas encontram-se destacadas, a seguir, devido a

sua importdncia para a compreensio do funcionamento destas

organelas no metabolismo vegetal.

2.1, ORGANIZAQKO DA CADEIA RESPIRATORIA

A cadesia %@spiratéria de mitocOndrias de plantas,
como  também acontéc& em animais e leveduras, consiste
fundamentalmente de;quatro complexos protéicos: o Complexo I
(responsavel pela tian$fer&ncia de elétrons do NADH para a
ubiquinona ); o Comélexo IT (que efetua a transferé&ncia de
eletrons do succinato para a ubiquineonal; o Complexo III
{também chamado de ¢omplexo citocromo b-cl, responsiavel pela
transferéncia de elétrons do ubiquinol para o citocromo c);
e o Complexo IV 0@ citocrome ¢ oxidase (que efetua a
transferéncia de elétrons do citocromo ¢ para o Oz). Com
excegdo do citocromo c, todos estes complexos 830
extremamente hidrofébicos e, por consegiéncia, encontram-se
imersos na bicamadai lipidica fluida da membrana interna
mitocondrial. As pféprias quinonas livres, dispersas no
cerne da bicamada élipidica, 540 08 agentes moveis que

efetuam a conexdc entre os complexos protéicoz doadores
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{complexo T ou II) é ¢ receptor (complexo III) {(WISKICH et
alii, 1960; HANSON & DAY, 1980; STOREY, 1980; NICHOLLS,
1982; HATEFI, 1985;?DURAND, 1986; KOEPPE & STEDOW, 1987,
DOUCE et aiii,1987)i

A transfe%éncia de elétrons do substrato para o
Ouw, através dos varios complexos, ¢ acoplada a uma
translocagao eletrogénica de prétons através da membrana
interna mitocondriél, resultando em acumulo liquido de
protons no  lado éxterno. De acordo com a Hipbdtese
Quimiosmdtica (MITCQELL, 1961; MITCHELL,1980), as bombas de
prétons {ao nivel dés complexos I, III e 1IV) fornecem a
ligagdo entre a oxi%redugﬁo 2 a gintese de ATP. Existem
hoje, consideraveis;evidéncias de que a sintese de ATP, nas
mitocdndrias, é acoﬁpanhada pela reentrada de prétons,  via
uma ATPase vetoriél reversivel, localizada na membrana
interna {(HANSON & DAY, 1980; HATEFI, 1985; DURAND, 1986;
DOUCE et alii, 1987{ FUTAI et alii, 1989). O Complexo ATPase
{ou Complexo V) aprésenta dois componentes: um hidrofébico

(MF.), constituido éor um  complexo protéico integral da
membrana e envolvido no movimento transmembranar de prétons,
bloqueavel pela oiigomicina {CRIDDLE et alli, 1977,
NICHOLLS, 1982), & outro hidrofilico (MF,), podendo ser
destacado da membraéa come  um  complexo solﬂvel, onde se
encontra o sitio ativo de sintese de ATP (NICHOLLS, 1982;
HATEFI, 1985, NORLING et alii, 1987; FUTAI et alii, 1989).
Ainda, de;modo andlogo ao que acontece en animais,
0 transporte de eléﬁrons através destes trangportadores, en
mitocdndrias de plaﬁtas, pode ser blogueado pela agdo de

alguns inibidores. éor exemplo, o Complexo I & inibido por

rotencona, a antimicina A & capaz de inibir o Complexo ITT, e
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o cianeto (assim como o mondxido de carbono e a azida
s6dica) blogueia a cadeia respiratéria ao nivel do Complexo
IV (NICHOLLS, 1982, ﬁOUCE et alii, 1985; DURAND, 1986).
Entretanto, mesmo am bpresenca de um ou maiszs dos
inibidores citados anteriormente, & possivel se detectar o
funcionamento da cadeia regpiratéria, e o conseqlente
consumo de Qu, em mitocOndrias isoladas de um grande namero
de tecidos vegetais CDOUCE et alii, 1985; DOUCE & NEUBURGER,
1589). Isto se deve éo fato de que, em mitocdndrias de
plantas, além da cadeia respiratéria anteriormente descrita,
e universalmente presente, podem ocorrer algumas desidroge-
nases adicionais, assim como uma oxidase terminal

alternativa, descritas a seguir.

2.2. NADH DESIDROGENASES EM MITOCONDRTIAS DE PLANTAS

2.2.1. OXIDAGARO DE NAD(P)H EXOCENO

Az mitocOndrias de plantas superiores s3o capazes
de catalisar uma répida oxidagd3o de NADH exdégeno, sem a
adigdo de citocromo <o (DOUCE, 1985). O NADH exXogeno é
oxidado por uma NADH desidrogenase localizada na superficie
externa da membrana interna, gue injeta elétrons diretamente
no reservatédrio de ubigquinona, desviando do complexo I & do

primeiro sitio de translocagdo de prétons (MOLLER, 1986).

Esta via, gue ¢ insensivel a rotenona, mas capaz de ser




inibida por antimicina A, parece ndo estar conectada com a
oxidase alternativa;;Consequent@mente, a oxidagd3c de NADH
externo através desﬁé desidrogenase, que n3o regquer NADH
translocase, conduz%é uma razdo ADP/QO similar & da oxidagdo
do succinato (DOUCES& NEUBURGER, 1987). A atividade desta
NADH desidrogenase é;regulada por concentrag¢des micromolares
de Ca®* que é freqﬁéntemente encontrado ligado As membranas
mitocondriais em dﬁantidades suficientes para assegurar
atividade maxima, péfecendo nao envolver a participacgido de
calmodulina (MOLLER & LIN, 1986).

Similarmeﬁte, as mitocdndriaz de plantas também
oxidam NADPH exdbdgeno, com razdo ADP/0 abaixo de 2, insensi-
bilidade & rotencona, e sensibilidade a antimicina A (PALMER
& MOLLER, 1982; PALMER & WARD, 1985). Como as oxidacgBes de
NADH e de NADPH exdgenos comportam-se diferentemente e
relagdc ac pH, a agéﬁtes quelarites e & inibigdo pelo mersa-
1il, prevalece a idéia de que existem duas desidrogenases
distintas, na Superficie externa da membrana interna, uma
especifica para NADH e outra para NADPH (MOLLER & PALMER ,
1981; DOUCE & NEUBURGER, 1889} .

O =ignificado metabélico da presenga destas
degidrogenases adicionais, capazes de oxidar NAD(P)H citosé-
lico, presentes em ﬁodos os tipos de mitocOndrias isoladas
atée o momento, permanece desconhecido. Como elas exibem um
Km bhaixo, & provévelIQue elas sirvam como langadeiras entre
as fontes citoplasmaticas de NAD(P)H (via glicolitica, via
dag pentesesmfosfato;:Bwoxidagéo am peroxXissomos) e a cadeia
‘respiratoéoria, o que févoreceria a continuidade de operagdo

destas vias (DOUCE & NEUBURGER, 1989).




2.2.2. OXIDACAO DE NADH ENDOGGENO

A oxidaqﬁﬁ de NADH endégeno em mitocédndrias de
plantas parece serz mais complexa do que nas organelas
correspondentes de ;animais. Isto porque inibidores como
piericidina A ou roﬁenona, que inibem a oxidag¢do de NADH en
mitocOndrias de aniﬁais {(interagindo com ©s centrog Fe/S do
complexo I}, causam?apenas uma inibigdo parcial (as vezes
imperceptivel) em mitocdndrias de plantas. A determinagdo do
ATP formado indica éue a via resistente a rotenona ndo esta
acoplada ao primeiré sitio de sintese do mesmo, ao contrario
da via sensivel a r@tenona {PALMER, 1976).

Parece, pértanto, que as mitocOndrias de plantas,
em contraste com ;as de animais, possuem duas NADH
desidrogenases locaiizadas na superficie interna da membrana
interna. Uma destasfdesidrogenases oxida NADH endégeno de
uma maneira sensivei a rotenona, estando, portanto, acoplada
4 sintese de 3 molééulas de ATP, sendo similar ao complexo I
caracterizado en miﬁocéndrias animais (DOUCE & NEUBURGER,
1989). Esta NADH deéidrogenaae tem um Km aparente para o
NADH de 8 uM (MOLLER & LIN, 1986), e opera em estreita
relagdo com todas aé desidrogenases dependentes de NAD, do
ciclo de Rrebs, quefutilizam 0 reservatério comum de  NAD®
presente no espago da matriz (NEUBURGER & DOQUCE, 1983).

A segunda_ NADH desidrogenase estAd conectada A
cadela raspiratériafatravés do reservatédrio de ubiquinona, ¢

ingsensivel a inibigéo pela rotenona e estd acoplada a




sintese de azomente 2 moles de ATP (PALMER, 1976). Em
contraste com o compiexo I, esta desidrogenase exibe baixa
afinidade pelo NADH ﬁhterno e difere da NADH desidrogenase
associada com a faceééxterna da membrana interna (também
resistente 3a rotenonéj por ndo ser sensivel a EGTA ou ao
Ca®** (MOLLER & PALMEB; 1982; MCLLER & LIN, 1986).

O papel fisiolégico desta NADH desidrogenase
interna adicional ﬁ?o esta bem esclarecido. DOUCE &
NEUBURGER (1987) sugerem que o© complexo I deve estar
agsoctiado com a oxidﬁée sensivel ao cianeto, enguanto qua a
desidrogenase insensiﬁal 4 rotenona estaria associada com a
oxidase alternativa fresistente ao cianeto), formando uma
via totalmente nio beforilativa, para a oxidagdo de NADH

enddégeno, quando a cafga energética estiver elevada.

2.3. OXIDASE TERMINAL INSENSIVEL A CIANETO

Quase todas as mitocdndrias isoladas de pPlantas
mogtram uma respiragdo residual na praesaenga de CO, N.- oy
CN™ (LATIES, 1982; SIEDOW & BERTHOLD, 1986), comoc também
acontece numa ampla variedade de fungos (incluindo leveduras

& Neurospora) e variog microorganismos (DOUCE & NEUBURGER,

1989) .

Em 1971, BENDALL & BONNER demonstraram que a
respiragéo in&ansivei ao claneto e & antimicina A era media-
da por uma via adicional de transporte de elétrons, envol-
vendo © mesno conjunt@ de desidrogenases da cadeia regspira-

téria, mas desviando-se dos citocromos, provavelmente atra-
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ves de uma segunda oxidase (a oxidase terminal alternativa).
Esta via alternativa ¢ inibida por &acidos benzohidroximicos
substituidos, como o &cido salicil-hidroxamico {SHAM), o
antioxidante n-propilgalato e o dissulfiram (HENRIRKA-~WAGNER
et alii, 1986; DOUCE & NEUBURGER, 1989).

Como os elétrons se ramificam a partir da ubiqui-
nona para a oxldase alternativa, eles nd3oc passam por dois
sitios de conservagdo de energla (translocacd3o de prétons ),
ac nivel dos complexos III e IV. Assim, a maior parte da
energia liberada, durante a transferéncia de elétrons, e
perdida como calor, 80 invés de ser inicialmante egtocada
como gradiente de prétons para posterior szsintese de ATP
(SIEDOW & BERTOHOLD, 1986). Entretanto, a transferéncia de
elétrons para o Oz através da via alternativa n3o pode ser
considerada totalmente ndo fosforilativa, porque os elétrons
derivados do «c¢iclo de Hrebs, wvia NADH internce, passam
atraves do complexo I, podendo gerar 1/3 do ATP normalmente
produzido (MOORE & RICH, 1985). Este &, na verdade, um valor
maximo e tedrico, por causa da existéncia da NADH desidro-
genase interna insensivel & rotencna, que tambén ndo estsé

associada a fosforilagdo oxidativa (PALMER & WARD, 1985).

Embora a respiragdo alternativa, resistente ao
claneto, tenha sido registrada héd mais de &0 anog, o seu
papel fisioldégico permanece obscuro. Em tecidos com

atividade elevada da via alternativa (flores masculinas de
Cycas e inflorescéncias de algumas espécies das familias
Annonaceae, Araceae, Aristolochiaceae, Cyclanthaceaa o)
Nympheaceae) o significado fisiolégico desta via & melhor

conhecido, estando claro o seu papel termogénico (LATIES,
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1982, DOUCE & NEUBU#GER, 1989 .

Nas Aracega, por exemplo, a produc¢do de calor, por
intermédio do fluxo @e elétrons através da via alternativa,
& usada para volatiiizar substéncias odoriferas que atraem
insetos, facilitanto a polinizagdo (MEEUSE, 1975). No dia do
florescimento, a vi# alternativa torna-se operante, & o ami-~
do gue tinha sido acﬁmulado até este estdgio ¢ queimado en
poucas horas, como cbnsequéncia de uma taxa extremamente
elevada de glicélisaée respiragdo (apREES et alii, 1977;
LATIES, 1982: LANCE ét alii, 1985). No climax, este fendmeno

pode conduzir a temperaturas localizadas superiores em 15 °C

em relagdo & temperatura ambiente, em Arum maculatum, ou

ainda maiores em Alﬁcasia pubera (MEEUSE, 1975: DOUCE et
alii, 1985).

Entretantoj apasar da via resistente ao cianeto
ser de larga ocorrénﬁia entre as plantas, a sua capacidade
freqlientemente repre%enta somente cerca de 20 3 30% da taxa
obtida na auséncia de cianeto (HENRY & NYNS, 1975). Além
disso, a maioria daséplantas nio é termogénica, e as taxas
regpiratorias associédas com os tecidos vegetais sdoc muito
baixas para se esperar producio significativa de calor, es-
teja ativa ou ndo a :via alternativa (SIEDOW & BERTHOLD,
1986} . |

De inicio sSurgiram teorias de que a via alternati-
va gseria um vestigio evolucionario de uma cadeia de trans-
porte de elétrons maﬁs antiga e menos eficiente, ou ainda,
que ela tivezse aparécido entre as plantas cianogénicas,
como meio de sobreviver a incrementos periédicos de cianeto
(LYR & SCHEWE, 1975;§LAMBERS, 1980). No entanto, nd3o ha

apoio experimental péra estas duas hipdteses, nd3o tendo sido
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encontrada correlagfo entre plantas que sdo clianogénicas e a
presenga de via alternativa (SIFDOW & BERTHOLD, 1986;
MUSGRAVE & SIEDOW, 1987).

Um papel fisiolégico mais geral para a via alter-
nativa foi proposto por PALMER (1976) e por LAMBERS (1980),
sugerindo que esta via 56 receberia elétrons gque nao pudes-
sem ser acomodadog na via dogs citocromos. Asgim, em condi-
¢3es de "excedente energético”, as plantas poderiam fazer
uso deste curto circuito, como meio de continuar transfor-
mando esqueletos carb®nicos, mesmo em presenga de niveis e-
levados de ATP. Reforgando esta idéia, LAMBERS (1980) relata
que a via alternativa estd ativa somente quando h& um exces-~
so de suprimento de carboidratos para as raizes, em relacgdo
as suas necessidades de utilizac¢do (para crescimento estru-
tural, produglo de energia, reserva e cEmo-regulagdo). Em
tecidos foliares de trigo e espinafre, AZCON-BIETO et alii
(1983) observaram que a via alternativa .ndo estava ativa
(embora presente) pela manhd, quando os niveis de carboidra-
tos eram baixos, mas, apés varias horas de fotossintese, a
taxa de respiragdo aumentava e a via alternativa tornava-se
ativa.

Embora a hipdtese do "excedente energético” seja
extremamente atrativa e consistente com algumas evidéncias
experimentais, ela fol criticada severanmente por  BRYCE &
apREES (1985), ac observarem que sSacarose em exXcesso nao
aumenta significativamente a taxa respiratéria de raizes de
ervilha. No entanto, a proposicd3c de PALMER (1976) vai alénm
de uma simples regulac¢do por excesso de substrato, sugerindo

que a atuagdo da via ndoc fosforilativa poderia permitir o
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funcionamento continuo do ciclo de Krebs, mesmo guando o
trafego de elétrons através da via dos citocromos fosse
inibido pela carga energética (DOUCE & NEUBURGER, 1989).
Daste modo, a via alternativa poderia funcionar comoe um
mecanismo fornecedor de numerosos substratos (como citrato)
para utilizagao em vias sintéticas c¢itoplasmaticas ou de
outras organelas.

Embora muita pesquisa tenha sido felta, abordando
a via alternativa a nivel fisiolégico, relativamente pouca
informagdo existe a nivel bioquimico da(s) proteinal(s) en-
volvida(g). Acredita-se que a via alternativa consista de um
unico complexo, chamado "oxidase alternativa', que funciona
como uma ubigquinol: oxigénio oxiredutase (BONNER & RICH,
1978) . Usando esta premissa, HUG & PALMER (1678) e RICH
(1978) descreveram simultaneamente a solubilizagdo de uma

quinel oxidase, sensivel a SHAM, de mitocdndrias de espadi-

dices de Arum maculatum, altamente resistentes a cianeto.
Ambos obtiveram, na verdade, extratos relativamente crus,
contendo quantidades significativas de cobre, citocromo b,
carotendides e varias proteinas.

Pouco se progrediu nesta area, até gque BONNER et
alii (1986) registraram a caracterizagdo da oxidase de Arum
maculatum, como uma proteina contendo Fe, com um peso
molecular aparente em torno de 34 kba, mostrande uma extrema
sensibilidade ao calor. ELTHON & McINTOSH (1986 e 1987)

registraram o isolamento da oxidage alternativa de

Sauromatum gutatum, obtendo um grupo de proteinas na faixa
de 3% kDa. Nestes trés casos, foram obtidos grandes
incrementos na atividade especifica, durante a purificacgio

progressiva. No entanto, os perfis eletroforéticos
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apresentados mostram a Presenga de cutras bandas protéicas,
além das destacadas pelog autores. £ interessante notar que,

coincidentemente, certos mutantes do fungo Neurospora

cragsa, deficientes ém oxidase alternativa, nao apresentam
uma banda de 35 kDa,éem gels de SDS/poliacrilamida, presente
na linhagem selvagem (BERTRAND et alii, 1079) .

Mais recenﬁemente, foi conseguido um melhor nivel
de purificacdo, possibilitando a obtengdo de anticorpos pro-
duzidos a partir da oxidase alternativa de Sauromatum, que
mostraram reac¢do cruzada com proteinas de varias outras eg-

pécies (ELTHON & MCINTOSH, 1987; ELTHON et alii, 1989a,
1889b) .

2.4. ACOPLAMENTO ENTRE O TRANSPORTE DE ELETRONS E A

FOSFORILAGAO OXIDATIVA

O transporte de elétrons execﬁtado pela cadeia
respiratéria estd acoplado & saida de prétons, através da
membrana interna mitocondrial, que estabelece un  gradiente
eletroquimico de prétons (“uH*), ou forga protomotiva {(2p),
capaz de dirigir a foaforilag¢do do ADP (MITCHELL, 1961,
1869). O gradiente eletroquimico de prétons compreende dois
componentes: um componente =leétrico, o potencial de membrana
{(A¥), negativo internamente, e um componente quimico, o

gradiente de pH (4pH), alcalino na matriz, que sdo intercon-
vertiveis, e relacionados através da seguinte equacgdo:

ApH® = a4y - g0 apy
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Determina¢gdes experimentais de AY tém mostrade va-
lores muito altos para mitocOGndrias de plantas, na faixa de
220-240 mV, (MANDOLINO et alii, 1983; DUCET et alii, 1983,
DIOLEZ & MOREAU, 1985, MARTINS et alii, 1986) ccomparados aos
de mitocdndrias animais, entre 150-180 mV, (ARERMAN &
WIKSTROM, 1976; KAMO et alii, 1979; NICHOLLS, 1982). Alénm
dizso, o valor de “pH em mitocOndrias de plantas parece ser
inferior (20 a 30 mV) ao de mitocdndrias animais (30 a 70

mV}) (MITCHELL & MOYLE, 1969; MOORE & RICH, 1985; DIOLEZ &

MOREAU, 1985). Tais diferencas sdo atribuidas & presenga de

um trocador K*/H* extremamente ative en mitocdndrias de
plantas, que promoveria o colapso de ApH, resultando en
aumento de 4y (HENSLEY & HANSON, 1975; BERNARDI & AZZONE,
1983; DIOLEZ & MOREAU, 1985). De fato, a nigericina, que
converte <“pH em 4Y, por promover a troca K*/H", ten
pouco (ou nenhum) efeito em mitocéAndrias de plantas
(MANDOLINO et alii, 1983; DUCET et alii, 1983; DIOLEZ &
MOREAU, 1985).

A fosforilac@io do ADP & dirigida pelo fluxo de
protons, que atravessam a membrana atraveés de um canal
condutor de prétons, a porcdo Fo  da ATP-sintetase, e &
catalizada num sitio ativo localizado na porgac F, deste
complexe enrzimatico (MITCHELL, 1961, 1869, 1876; BOYER et
alii, 1977; NICHOLLS, 1982). Quando ADP est& ausente (CHANCE
& WILLIAMS, 1956), ou a razdo eXtramitocondrial ATP/ADP
estiver muito alta (DRY & WISKISCH, 1982}, 2uH* aumenta e
restringe a taxa de transporte de elétrons (e consequente
consumo de Oz), resultando no chamado controle respiratério.

A hipotese do acoplamento quimiosmético proposta
por Mitchell ¢ & nmelhor descrigdo disponivel para a
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fosforilacdo oxidati?a mitocondrial (BOYER et alii, 1977,
NICHOLLS, 1982; HATE?I, 1985; DURAND, 1986; SENIOR, 1988;
FUTAI et alii, 19895; Entretanto, existem evidéncias de que
a hipbdtese de Mitchéil pode estar incompleta (WESTERHOFF et
alii, 1984: FERGﬁSON, 1985} . Exigten propostas de
modificacdes da hipéﬁesa do acoplamento quimiosmético, tails
como as de umidadeséde acoplamento localizads (WESTERHOFF et
alii, 1984), ocu a dé: interagdes diretas entre bomnbas de
prétons (SLATER et éiii, 1985; SLATER, 1987). Ndo estad claro
ainda se estas (e oﬂtras) propostas 830 um melhoramento da
hipétese original de Mitchell, ou se o8 efeitos que elas
tentam explicar éééo apenas artefatos experimentals
(FERGUSON, 1985; DUSQYNSKI & WOJTCZAK, 1985; MURPHY, 1989).

O baixo rehdimento da fosforilagdo oxidativa &
devido a transdugﬁo;incompleta da energia diaponivei nos
substratos r@duzidoé:{AEh) em energia livre (4Gp), estocada
na forma de ATP (MUQPHY, 1989). De acordo com este autor, a
oxidagsdo e a foefofilagéo 580 incompletamente acopladas,
devido A ocorréncia:.de dois tipos de fendmenos: evasio
{("slip") e vazamentd-("leak“) de espécies idnicas, ambos
resultando em libera§§o de energia comolcélor.

De acordo  com MURPHY {1989), ocorreria evasao
{slip) quando decrescesse o ntumero de préotons  translocados
atraves da membrana;.em relagdo ao fluxo de elétrons na
cadeia respiratériaé_Neste €aso, uma menor fragdo de AEh
seria convertida em - “p e conseqUentemente emn AGp. Esta
situa¢do seria resultante de alterac¢des na estequiometria
dag bombas mitocondriais de prétons, que poderiam ocorrer

como conseqiéncia de valores muito elevados de 4p, ou pela
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exposicdo das bomba$ de prétons a certos compogtos ou
condicdes especiais {(Acidos graxos livres, desacopladores
artificiaig). Adicionalmente, alteragdes na via de fluxo de
elétrons do NADH até o oxigénio, podem alterar tal asteguio-
metria. Um caso egcebcional de evasdo (slip) ¢ o da existén-
clia de vias alternativa% em mitocdndrias de plantas, onde se
incluem a oxidase te#minal alternativa e as diversas NAD(P)H
adicionais (DOUCE & ﬁEUBURGER, 1989}, que representan pos—
siveis desvios dog péntoa de bombeamento-de prétons.

A situagéofde vazamento (leak}) ¢ caracterizada
pelo desvio no retorﬁo de protons, que voltam 4 matriz sem
passar pela porgdo Fg da ATP-sintetase (MURPHY, 1989}. Neste
caso ha completa conﬁerséo de AEh em 4p, mas parte da
energia livre acumulada na forma de Ap & dissipada como
calor. Vazamento ocorre em condigdes diversas, incluindo
desde o  aumento na: condutdneia, promovido por valores
elevados de AY({NICHOLLS, 1977; BRAND & MURPHY, 1887), a
operagao de carreadores de metab&litos e. ions (troca
2lutamato/ aspartato; transporte de calcio, trocador K*/H*I
etc) (MEIJER & VAN DAM, 1974; MARTIN et alii, 1984;
HANSFORD, 1985), até a situagdo especial da participagio da
proteina desacopladora do tecido adiposo marrom (NICHOLLS,

1979; RLINGENBERG & LIN, 1986; MURPHY, 1989).
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2.5. O CONTROLE RESPIRATORIO

Ag praparégaaa mitocondriais consomem oxigénio
lentamente na auséncia de substrato respiratédrio, ao que se
denomina estado 1 (CQANCE & WILLIAMS, 1956; HALL et alii,
1982). A velocidade de consumo de Oz @ aumentada pela adig3o
de um intermediario do ciclo de Krebs. A adigdo de ADP ao
meio de incubagio Caésa novo aumento na taxa de consumo de
Oz , gue entdo declina, gquando todo o ADP adicionads tiver
sido fosforilado a A?P. A respira¢do acelerada em presenca
de ADP é& denominada éstado 3 e a respira¢do consecutiva (a
partir do término da:fosforilagéo do ADP) estado 4. O estado
2 €& medido na presan@a de ADP, mazs sem substrato, enquanto
que © egtadoe 5 & oﬁtido na presenga de ambos, mas na
auséncia de oxigénio}

O contraleédo ADF sobre a taxa de conzumo de O, &
indicativeo do grau de acoplamento da fosforilacd@o oxidativa
e ¢ caracterizado peia razdo entre a velocidade de respira-
¢&o no estado 3 e no;estado 4 {CHANCE & WILLIAMS, 1956).
Quanto maior for o valor do controle respiratério, melhor é
a gualidade da prepafagéo mitocondrial, Sendo que em mnito-
cbndrias vegetais o éontrole respiratorio  geralmente esta
entre 2 e 10 (HALL @£ alii, 1982},

Na auséncia de ADP, 4uH* aumenta e exerce raetro-
inibigdo da cadeia réspiratéria, reduéindo o fluxo de elé-
trons e o consumo deé Ox (DRY & WISKICH, 1982; DAY =t alii,

1987),; BRYCE et alii; 1290) ., O conaumo de O am

Wy

presenca
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de um substrato especifico e na auséncia de ADP (estado 4),
€, presumivelmente, determinado pela razdo H*'/2e- o pela
conduténcia da membrana interna a prétons (DAY et alii,
1987). Por sua vez, a condutincia & dependente da permeabi-
lidade da membrana e do AuHY, seguindo um comportamento
ndo dhmico (DAY et alii, 1987; BRAND & MURPHY, 1987,
WHITEHOUSE et alii, 1989; BRYCE et alii, 1990).

MitocOndrias isoladas de plantas freqientemente

mostram taxas relativamente réapidas de consumo de Oz  no
estado 4 (DUCET, 1979; DIOLEZ & MOREAU, 1983; DAY et alii,
1987), o que conduz a razdes de controle respiratério
geralmente inferiores as obtidas com mitoc®ndrias animais.
Este comportamento tem sido atribuidoe a fatores diversos,
desde a alta permeabilidade da membrana interna a protons
(DUCET, 1979; DIOLEZ & MOREAU , 1985) até a opera¢do de vias
ndo fosforilativas (como a oxidase terminal alternativa,

insensivel a cianeto} (LATIES, 1982; DOUCE, 1985).

2.6. ATUAGEO DE BSA E ACIDOS QRAYOS LIVRES SOBRRE O
ACOPLAMENTO MITOCONDRIAL
Ha muito tem sido observado que a adigao de BSA ao
meio de reagdo, decresce, direta ou indiretamente, a

permeabilidade de mitocéndrias de batata a prdétons  (DUCET,
1979; DIOLEZ & MOREAU, 1983). No entanto, o modo de agcic da
BSA ndo estd inteiramente esclarecido. DUCET {1979) obteve
evidéncias de que a BSA age diretamente ao nivel da

membrana, =endo incorporada reversivelmsnte e, agsim,
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modificando a sua estrutura, ao contrario das sgugesties
iniciails de WOJTCZAK & WOJTCZAK (1960) e de DALGARNO & BIRT
(1963), de que a BSA agiria por sze ligar a 4&cidos graxos.
Mais tarde, DIOLEZ :& MOREAU (1983} retornaram a idéia
inicial de quelagdo de 4cidos graxos, mostrando gque a
remogio de 50% dos 4cidos graxos livres (através da
purificagdo em gradiente de Percoll) decrescia a depend&ncia
de BSA para o estabeiecimento do potencial de membrana.
Demonstraram, ainda, que a liberacdo de acidos graxos, pelo
envelhecimento "in vitro", decrescia o controle regspiratd-
rio, a razdo ADP/0, e colapsava o potencial de membrana; a
adig&o de BSA restaurava completamente o potencial de menm-
brana e a fosforilacdo oxidativa.

Também & controvertida a maneira pela qual os
acidos graxos livres atuam sobre as mitocdndrias. WOJTCZAK
(1976}, numa revisdo, afirma que os acidos graxos livres e
08 acil-CoA aumentam a permeabilidade da membrana interna
mitocondrial a citions monovalentes (mas somente na ausé@ncia
de Mg®*}, e que, em altas concentragdes, causam desacopla-~
mento classico (atuando como protonédforos, diretamente sobre
a bicamada lipidica). Ao contrario, ROTTENBERG {(1983) conzj-
derou a atuagdo dos acidos graxos livres similar a atuacio
dos anestésicos gerais (estimulando a respiracgdo no estado 4
€ a atividade ATPasica, sem decrescer 4p), e propds para
eles a designagio de "decouplers". Entretanto, LUVISETTO et
alii {1987) observaram decréscimo em Ap, por ag¢do dos acidos
Eraxos, € propuzeram Que eles atuam ndoc s como desacoplado-
res cléassicos, mas também agem como desacopladeraes intrin-

secos das bombas de prétons.
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Mais recentemente, ANDREYEV et alii  (1988)
analisaram observag6e§ anteriores de que os 4acidog graxos
livres nac aumentanm %fcondut%ncia de bicamadas lipidicas e
de proteclipossomas qdntendo citocromo oxidase (ao contrario
do que se obtém com éesacopladores classicos, que agem como
protondéforos). Com igﬁo, sugeriram que componentes protéicos
da membrana est&o eﬁ?olvidos no desacoplamento promovido
pelos acidos graxos,fé gsemelhanga do que acontece com a bem
esclarecida atuacgdo 'da proteina desacopladora do tecido
adiposo marromnm. Esteéémesmos autores chagaran a conclusdo de
que o trocador ATP/ADE esta envolvido no desacoplamento por
baixas concentragﬁeé' de acidos graxos, uma vez que o
carboxiatractilato inibe o seu efeito. Sugeriram, ainda, que
este transportador agé facilitando a translocacdo do &nion
palmitato através da membrana mitocondrial. Confirmando esta
idélia, SCHONFELD (1990} mostrou que a sensibilidade ao
desacoplamento promovido pelos acidoas graxos depende do tipo
de mitocdOndria, de aﬁdrdo com o seu conteddo de translocase

de nucleotideos de adenina.

2.7. MITOCBNDRIAS DE TECIDOQ ADIPOSO MARROM

Alguns mamiferos (incluindo os hibernantes, alguns
roedores, e recém-nascidos humanos) possuem massas discretas
de tecido adiposo marrom, predominantemente nas regideag

toraxicas e cervicais, caracterizado como tecido gerador de

calor (NICHOLLS, 1979; NICHOLLS & LOCKE, 1984; KLINGENBERG &



LIN, 1986). Os adipb@itos deste tipo de tecldo apresentam
numerosas goticulas mﬁltiloculares de triglicerideos e um
conteudo extremamente elevado de mitocOndrias com membranas
altamente invaginadaﬁ (NICHOLLS, 1979; NICHOLLS & RIAL,
1984) . :

A rasposta;metabclica do tecido adipesc marrom a
um eatresse frio aguio inclui queda quase total, e muito
rapida, das reservaséde triglicerideos, em hamsters expostos
a 4°C, e em jejum {NICHOLLS, 1979). Ao invés de gerar ATP, a
maior parte da energfa liberada pela oxidag¢do ¢é convertida
em calor, em conseqﬁéﬁcia da elevada condutividade a H~+
apresentada pela memb}ana interna deste tipo de mitocdndria
{NICHOLLS, 1977). Neéte caso, os ionsg H*, exportados pela
cadeia respiratéria,% retornam a matriz, desviando-se da
sintese de ATP, sem Qassar pela por¢do Fo da ATP sintetase.
0 caracteristico desécoplamento observado neste tipo de
mitocOndria (SMITH éet alii, 1866; PEDERSEN, 1970) e,
portanto, explicado ﬁor este curto-circuito na corrente de
prétong, através dd membrana interna (NICHOLLS, 1977,
NICHOLLS, 1979; KLINQENBERG & LIN, 1986).

A elevada; permeabilidade das mitocdOndrias do
tecido adiposo marrom a H* e Cl" pode ser inibida por
nucleotideos de puriﬁa di ou trifosfatados, (GDP, GTP, ATP,
ADP} (PEDERSEN, 1970; NICHOLLS, 1974a,b; DESAULTELS et alii,
1978). Os gitios de Ligagéo dos nucleotideos, responsaveis
pelo controle do ac@plamento, foram localizados na face

extaerna da membrana interna e identificados como diferentas

dos sitios de translccagdo de ADP/ATP por RAFAEL & HELDT
(1976) e NICHOLLS (1§76).

Experimentds de fotoafinidade com azido-ATP
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indicaram ligacdo assbciada & uma uUnica banda protéica, na
faixa de 32 kDa {HEAT@N et alii, 1978). Em seguida foi
congeguido o isolamento de uma banda proeminente de 32 kbDa,
em gel de SDS~poliacriiamida, por RICQUIER et alii (1979) e
por LIN & KLINGENBERG (1980). Devido ao seu papel
termogénico, conseguido atraves do desacoplamento, esta
proteina foi denomihéda de termogenina ou proteina
desacopladora (UCP) (LiN et alii, 1980; CANNON et alii,

1982; KLINGENBERG & LIN, 1986).

Estudos de  incorporagdo da UCP em lipossomas
permitiram a confirmacio de que esta proteina é reaponsavel
pelo aumento na condutincia a H* e €Cl”, podendo ser inibida
por GDP (STRIELEMAN et alii, 1985a), sendo que apenas a
conduténcia a H* foi eétimulada por Acidos graxos de cadeia
longa (STRIELEMAN et alii, 1985b). O mesmo tipo de
experimento permitiu, ainda, demonstrar que o sitio de
ligagdo de nacleotideos e o de translocagdo de prétons tém
identidades separadas (KATYAR & SHRAGO, 1989).

E importante ressaltar as similaridades entre a
UCP e o translocador ADP/ATP, que vaom além dos pesos
moleculares muito préximos e da capacidade de ligar
nucleotideos (KLINGENBERG, 1989, 1990). Ambos podemn ser
igolados por exclus3o em hidroxiapatita, apoés solubilizag¢do
por detergentes ndo ani6nicos (LIN & KLINGENBERG, 1982,
KLINGENBERG & LIN, 1986). Guando isolados, formam micelas

semelhantes, contendo dimeros com somente um sitio de

liga¢do por subunidade (LIN et alii, 1980; KLINGENBERG,

1688, 1990), o que deve refletir a sua organiza¢do funcional

dimérica ao nivel da membrana {(RICCIO et alii, 1975, LIN &
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KLINGENBERG, 1980). Também sdo grandes as sgimilaridades na
Sua estrutura priméria (AQUILA et alii, 1985), o que
permitiu a AQUILA et alii (1987) proporen que estas duas
proteinas, juntamente com o translocador de Pi, compdem uma
familia de proteinas homélogas, envolvidas no transporte de
solutos relacionados com a transferéncia de energia na
mitocOndria. RLINGENBERG (1990) explorou varias evidéncias
de que a UCP atua como um translocador de H*, ao invés de
formar canal na membrana, e propSs uma origem evolutiva
recente para a UCP, uma vez que ela ¢ encontrada apenas no
tecido adiposo marrom, exclusivo de alguns mamiferos (RIAL &

NICHOLLS, 1983; AQUILA et alii, 1987; MURPHY, 1989).

A termogénese do tecido adiposo marrom é
controlada pelo sistema nervoso simpatico, via noradrenalina
(NEDEGAARD & LINDBERG, 1979; CUNNINGHAM & NICHCLLS, 14987).
A noradrenalina interage com receptores B~adrenérgicos na
superficie da célula, estimulando a produgio de CAMP ,via
adenilato ciclase. O cAMP interage, entdo, com uma proteina
quinase para ativar uma lipase, resultanto na liberagdo de
acidos graxos (NICHOLLS & RIAL, 1988). Estes, além de
atuarem como substrato regpiratério, acionam um processo de
vazamento (leak) na membrana interna mitocondrial, ao
deglocarem os nucleotideos gque, ligados a UCP, inibiam a
atividade desta proteina em translocar H* (LOCKE et alii,

1982a,b; CUNNINGHAM et alii, 1986; KLINGENBERC & LIN, 1986;

RLINGENBERG, 1987; MURPHY, 1989).
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2.8. 05 1ONS Ca®* E A TRANSDUGAO DE SINAIS

Os organismos vivos desenvolveram necanismos pelos
quais eles traduzem; sinais extracelulares en eventos
intracelulares. As ﬁases bioguimicas da transducdo dos
sinais extracelulares:tém sido intensivamente estudadas em
ceélulas animais, onde o8 sistemas de sinalizag¢ao usam
"segundos mensageiros" tais como CAMP, CcGMP @ Ca=~
(BERRIDGE, 1985; BOCKAERT, 1986; CARAFOLI, 1988; NICHOLLS &
RIAL, 1988; RAWN, 1989).

Em plantas, sinais extracelulares (como luz,
hormdnios e gravidade) regulam varios agpectos do
crescimento e desenvolvimento, incluindo divisao celular,
alongamento celular, gravitropismo, senescéncia, ahscisdo,
Becregio enzimética e germinacgdo de esporos  (MARME, 1982;
HEPLER & WAYNE, 1985). Um numero cada vez maior de pesquisas
tem revelado a participagdo dos ions Ca%« Como  um  "segundo
mensageiro", nos mecaﬁismos de transdugdo destes estimulos
extracelulares, (MOORE & AKERMAN, 1984; MARMg£, 1985; GILROY
et alii, 1987; POOVAIAH et alii, 1987; 1988, PERDUE et alii,
1988; BOSSEN et alii, 1990).

Se as concentragaes elevadas de Ca™* extracelular
(em torno de 10-™ M) .fossem as mesmas no citeosol, elas
seriam deletérias as fungdes celulares normais (HEPLER &
WAINE, 1985; GILROY et alii, 1987; RASMUSSEN, 1989). Apesar

das dificuldades técnicas, tem gido possivel estimar-se a

concentragdo do Ca** citosélico em torno de 10-7 M, tanto em
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vegetais inferiores {NILLIANSGN & ASHLEY, 1982; BROWLEE &
WOOh, 1986), quanté em celulas de vegetals superiores
{GILROY et alii, 198@; CLARKSON et alii, 1988), a semelhanga
do que tambem se obsérva em ceélulas animais (FISKUM, 1985;
CARAFOLI, 1987, 1988}.

A fungio d& Ca®"* como um transmissor de informagdo
exige a sua manutengéo dentro das células em niveis muito
baixos de concentragéo livre, assim como exige maneiras de
variar réapida e pfecisamente a sua concentragdo em
diferentes compartimentos celulares (CARAFOLT, 1988;

RASMUSSEN, 1989).

O controleida concentragao do Ca®* citoplasmatico
em celulas vegetais é alcangado, como nas células animais,
pela extrus3o do Ca®* para fora da célula (através da
membrana plasmética)fe pelo seu aclUmulo em organelas como o
reticulo endoplasmatico e as mitocdndrias (MARME, 1985; BUSH
& SZE, 1986; GIANNINi et alii, 1687a,1987b; GILROY et alii,
1987; CARAFOLI, 1988§ VERCESI et alii, 1989). Registros
recentes indicam que;as plantas possuem sistemas adicicnais
de transporte de Ca®* | localizados ne  tonoplasto (MARME,
1985; BUSH & SZE, 1986; MacROBBIE, 1989) e nos cloroplastos
(MOORE & AKERMAN, 19&4; KREIMER et alii, 1985; CHIANG &
DILLEY, 1987; KAUSS,;iQS?).

Apesar da: importéancia destes processos de
transporte, eles ainﬁa ndo estao completamente esclarecidos,
As melhores caracterizagées refaerem-se & captagdo de céalcio
pelo reticulo sarcoplasmético (DE MEIS & VIANA, 1979) e ao
bombeamento para fora da célula, especialmente em membranas
de eritrécitos (HOLM&S, 1985), ambos mediados por ATPases

egpecificasg.

27



Ao contrario da membrana celular e do reticulo, o
transporte de Ca®** em mitocOndrias ndc & mediado por ATPase,
ocorrendo por um processo eletroforético. Sua fungdo parece
estar mais relacionada com a regulagdio do metabolismo
oxidativo da prépria mitocdndria (através do controle da
atividade de trés desidrogenases da matriz mitocondrial) do
que com a regulagdo da concentracdo citosdlica de (az+
{(HANSFORD, 1985; McCORMAK & DENTON, 1986},

Este sistema de transporte através da membrana
mitocondrial interna tem sido muito estudado, desde a sua
descoberta simultdnea por DE LUCA & ENGSTRON {1861) e
VASINGTON & MURPHY (1962). Os mecanismos moleculares de
captagdo mitocondrial do Ca**, assim como oz de liberacgido,
ainda estdo sob investigac8o em diversos tecidos animais
{DENTON & McCORMACK, 1980; FISKUM & LEHNINGER, 1981,
NICHOLLS & AKERMAN, 1982; VERCESI, 1984a,b; HANSFORD, 1985;
McCORMAK & DENTON, 1986; VERCESI et alii, 1989; GUNTER &
PFEIFER, 1990). Recentemente, estes estudos tém sido feitos,
também, em mitocOndrias de protozoarios (DOCAMPO & VERCESI,
1989a,b; VERCESI et alii, 1990) e de vegetais (WISKICH,
1977; HANSON & DAY, 1980; DAY & WISKICH, 1984; MOORE &
AKERMAN, 1984; DOUCE, 1985; MARTINS & VERCESI, 1985; MARTINS
et alii, 1986, CARNIERI et alii, 1987; VERCESI et alii,

1989; RUGOLO et alii,, 1990).
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2.8.1. 0; TRANSPORTE DE Ca=* pPoOR MITOCANDRIAS

ANIMAIS

Quando sé adiciona Ca®* a uma suspensio de
mitocdOndrias energiQadas, observa-se a captagdo do ion pela
organela, além de uﬁ estimulo na respiragdo e na extrusdo de
prétons {CHANCE, 1965; BRAND et alii, 1976; REYNAFARJE &
LEHNINGER, 1977; VER@ESI et alii, 1978).

Q Ca=+ entra com duas cargas positivas, através de
um translocador sensivel a vermelho de ruténio e lantanideos
{MELA, 1869; VAINIO ét alii, 1970; SCARPA & AZZONE, 1970,
MOORE, 1971; VASINGTbN et alii, 1972; REED & BYGRAVE, 1974;
MOYLE & MITCHELL, 1?77; LEHNINGER et alii, 1878). Este
transportador tem grénde afinidade pelo Ca®* com Km entre 1
e 10 uM, dependendo aa origem da mitocOndria e da composgicdo
do meio de reagdo (B?GRAVE, 1977; CARAFOLI & CROMPTON, 1978,
SARIS & AKERMAN, 198@; NICHOLLS & AKERMAN, 1982; VERCESI,
1984a). Ele também 1liga e transporta outros cations
bivalentes, com a seguinte ordem de afinidade: Ca=+, gp=+,
Mn="> Ba®* (SARIS, 1963; CARAFOLI, 1965; DRAHOTA et alii,
1969, VAINIQ et alii; 1970} .

E=sta captaéﬁo ocorre por um processo eletroforéti-
co, em resposta ao ?otencial elétrico de membrana {2y,
principal cmmponente?do potencial eletroquimico de prétons
(4uH*)  (MITCHELL, i961, 1976), gerado pela atividade
respiratéria ou por hidrélise de ATP. Embora a captagdo de

Ca®* esteja diretamahte relacionada ao potencial de membrana
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{SCARPA & AZZONE, 1970; SELWIN et alii, 1970; NICHOLLS &

AKERMAN, 1982), a forga motriz, regponsavel pelo actmulo do

ion é o préprio gradiente eletroquimico de Ca%~* (AuCa#+)

que relaciona-se ao potencial de membrana pela equacdo:
fpCa®™¥= 2 24y -~ 60 log [Ca®*],,./ [Ca**].. .

onde [Ca®**].,., e [Ca®*]... sdo as atividades de

Ca®* na matriz mitocondrial e no citosol, respectivamente
(LEHNINGER, 1970; BYGRAVE, 1977;CARAFOFI & CROMPTON, 1978;
LEHNINGER et alii, 1978; SARIS & ARERMAN, 1980; FISKUM &

LEHNINGER, 1981; NICHOLLS & AKERMAN, 1982).

Como existe uma relaglo inversa entre a velocidade
de respiragdo e o valor de AuH+* (MITCHELL, 1961; 1969), a
entrada de Ca®** na mitocdHndria resulta em uma diminuicdo
de 4y, induzindo estimulo na respiragdo e eje¢do de prétons,
para manter “pH* constante. Com maior ejegdo de proéotons,
h& um aumento no 4pH, resultandoe na manutengdo de ApH*.
Portantc, a entrada de Ca®* converte o potencial de
membrana em gradiente de pH, que passa a inibir a respiragﬁo
e a limitar a entrada de maiz Cax+ (NICHOLLS, 1978).

A capacitdncia elétrica da membrana interna mito-
condrial ¢ muito baixa, o que faz com que ¢ acumulo de 1,0
nmol de Ca®*/mg de proteina seja suficiente para colapsar
4Y, se ndo ocorrer nenhum outro movimento idnico simultaneo
(NICHOLLS & AKERMAN, 1982). Porém, se o processo ocorrer en
presenga de A8njions capazes de atravessar a membrana interna
na forma protonada (a fim de neutralizar o gradiente de pH e

permitir que a cadeia respiratéria restabelega o valor de

AY), maior quantidade de Ca=+ pode ser captada pelas nito-

cOndrias (LEHNINGER, 1974; LEHNINGER et alii, 1967; SARIS &
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AKERMAN, 1980; NICHOLLS & AKERMAN, 1982). Alguns desses
Anions acumulam-se né'matriz, em resposta ao gradiente de
pH, permeando a memb}éna interna mitocondrial de maneira
eletroneutra, por co}transporte com proétons (ou troca por
hidroxila), como ocoife com fosfato e ¢ bicarbonato (ELDER &
LEHNINGER, 1973; HAR?iS, 1978) . Outros, como o acetato, o
propionato, o B—hidr@?ibutirato, o butirato e o lactato,
atravessam a membréﬁa na forma protonada, por serem
lipofilicos (LEHNINGER, 1974).

Quando o éhion permeante € 0 fosfato inorgénico,
tanto a taxa de captaéﬁo quanto a quantidade total de Ca=+
acumulado sido forteﬁente aumentadas (ROSSI & LEHNINGER,
1964), Isto se deave é precipitagdo de fosfato de calcio
ingoldvel, na matriz;:resultando na formagdo de depésitos,
visiveis ao micrbécépio eletrdnico como granulos
eletrodensos (GREENAQALT, et alii, 1964). As mitocOndrias
parecem ger relativaﬁante pouco perturbadas, estrutural e
funcionalmente, pelofécﬁmulo de fosfato de calcio, até que
quantidades nmuito gréndea de carregamento sejam alcancgadas.
Este fenbmeno seria um mecanismo de sSeguranga que
capacitaria as mitocéndrias a tamponarem grandes quantidades

extras de Ca®*, quando a sua concentracio no citosol

aumentasse patologicamente (CARAFOLI, 1986, 1987).

2.8.2. EFLUXO. DE Ca®+ MITOCONDRIAL

Considerando-ge que a distribuigdo do Ca®* através

da membrana interna mitocondrial segue a equagdo de Nernst,
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€ que o Ca=+ & tran$§ortad0 com duas cargas positivas, para
um  valor de 180 éﬁv {negativo internamente), a razéo
[Ca®*] int/ext seria aproximadamente igual a 1g0% (CARAFOLT,
1979). Entretanto, ;QB valores experimentais, encontrados
Para mitocdndrias "iﬁ gitu", indicam que  este gradiente
varia entre 0 e 10% (DENTON et alii, 1972; DENTON &
McCORMACK, 1980; HARSFORD & CASTRO, 1982). Esta digcrepancia
indica a contribuigé@gde fatores adicionais na distribuicio
do cation através da;ﬁembrana interna mitocondrial. Neste
sentido, foi proposto: que o transportador eletroforético
opera essencialmente. no sentido da captagdoc e que  deve
ocorrer liberacdo deé@am*, mediada por um sistema paralelo
(para revisdo, ver AKERMAN & NICHOLLS, 1983).

Uma das evidéncias classicas da existéncia de uma
via de liberac8o de éé“* mitocondrial € o fato de que a ini-
bigdo da via de infldxo, por vermelho de ruténio, indu=z
efluxo liquido do cation (MOORE, 1971; VASINGTON et aliji,
1972; PUSKIN et alii, 1976; FISKUM & LEHNINGER, 193t%;
NICHOLLS & AKERMAN; 1982). Além de ser insensivel ao
vermelho de ruténio,:a via de efluxo & independente e opera
em oposigio & via de influxo, permitindo a ocorréncia de
movimento ciclico de Ca®* através da membrana interna
(CROMPTON et alii, 1976; AKERMAN & NICHOLLS, 1983).

O Ca=+ mitocondrial pode ser liberado POr uma wvia

eletroneutra, que troéé um ion Ca®* por dois Na+ externos,
particularmente ativa em tecidos excitaveis (CARAFOLI et
alii, 1974; CROMPION et alii, 1976), mas que tambén esta
prezente en mitocOndrias hepaticas, com atividade limitada

(NEDERGAARD, 1984). Em mitocéndrias de figado, acredita-se
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que O processo dominante para a liberac8o de Ca=+ opere por

uma via que troca um ion Ca=- por dois H* externos (AKERMAN,
1978; NICHOLLS, 1978; FISKUM & LEHNINGER, 1981; BRAND,

1985) .

O efluxo de Ca®* mitocondrial pode também ocorrer
pelo reverso da via eletroforética de éntrada. Isto pode ser
observado quando se diminui a concentragdo de Ca** externo
com uso da quelantes (como EGTA ou EDTA), pela reducgdo do
potencial elétrico de membrana por desacopladores {(FCCP,
DNP) ou por inibidores da respiracdo (rotenona, antimicina-
A, cianeto) (PUSKIN et alii, 1976; NICHOLLS & AKERMAN ,
1982) . Este efluxo pode ser induzido, também, pelo uso de
oligomicina, quando o transporte de Ca®-+ usa energia da
hidrélise de ATP.

A operag¢do simultdnea de vias distintas de capta-
¢80 e liberag¢do resulta em um movimento ciclico e continuo
de Ca®*, através da membrana interna mitocondrial. A sua
operagdo em velocidades muito lentas em condigdes fisiologi-
cas (CARAFOLI, 1986) caracteriza a existéncia de uma verda-
deira condig¢do de fluxo constante {(CROMPTON et alii, 1976,
AKERMAN & NICHOLLS, 1983). A operagdo gimultinea destes doisg
fluxos, em sentidos opostos, fornece as bases para uma
regulagdo cinética da distribuicdo do Ca®* entre 08 compar-
timentos intra e extramitocondriais, cujo equilibrio pode
ser alterado pela ativagdo ou inibic8oc de um ou ambos os

caminhos (NICHOLLS, 1978; NICHOLLS & ARKERMAN, 1982).

O significado biolégico deste movimento simultineo
€& controvertido. Considerando-se que a velocidade maxima de

influxo & cerca de duas ordens de magnitude maior que a
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velocidade de aflu?b, foi proposto que este sigtema
mitocondrial de trané?orte de Ca®* teria a fungdo de regular
a atividade de uméi série de processos citosélicos
dependentes deste céiion (FISKUM & LEHNINGER, 1981; AKERMAN
& NICHOLLS, 1683). |

E necessérﬁ@ que a via de efluxo esteja saturada,
para gue tal tamponaménto ocorra nas condigdes fisiolégicas,
onde a velocidade deéinfluxo deve ser balanceada pela de
efluxo (HANSFORD, ;985). Entretanto, mostrou-se que a
concentragdo ilnica da Ca®r citosdlico era menor que 200 nM
(TSIEN, 1981), ou seja, cerca de_lO & 50 vezes mais baixa
que o Km aparente d@?ﬁaptagéo do ion (CROMPTON et alii,
1976} . Adicionalmehte, a presenca de concentra¢des
fisiolbgicas de Na?. e Mg®* exige que o conteudo de
Ca®" mitocondrial saﬁa de pelo menos 10 nmoles por mg de
proteina mitocondrial (HANSFORD, 1985; McCORMACK & DENTON,
1986), enguanto que cs resultados tém indic¢adoe um contetdo
"in vive" de cerca dé.l a 32 nmoles por mg de proteina
(SOMLYO et alii, 1981; HANSFORD & CASTRO, 1981:; SHEARS &
KIRK, 1984). Estes fresultados 880 incompativeis com as
caracteristicas ciﬁéticas de influxo e efluxo, que
permitiriam um tampohamento preciso da concentragaoc de Ca%+
cltosé6lico pelas mitocndrias (HANSFORD, 1985).

Outros pesduisadores defendem a idéia de que os
transportadores mitocondriais de Ca®* geriam importantes
para a regulagio da'doncentragao do ion na matriz da prépria
organela (DENTON & McCORMAK, 1985; QANSFORD, 1985). Isto
porque trésg desidrogenases com papel importante na regulagdo

do ciclo de Krebs (zfoxoglutarato desidrogenase, NAD-isoci-
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trato deaidrogenasa; &  piruvato deaidrogenéae} tém suas
atividades reguladasépela concentragdo de Ca®* livre (SOMLYO
et alii, 1981). Foi ehtdo proposto que uma elevacgdo fisioclo-
gica na concentragaoéde Ca®* citosélico, estimulada por hor-
mdnios ou outros ééentes extracelulares resultaria no
aumento da concentra@éo de Ca®** da matriz mitocondrial,
estimulando a raspﬁragéo, através do estimulo destas
enzimas, |

Por outro iédo, existem registros de que o Ca®~
intramitocondrial péae inibir a fosforilacdo oxidativa
(SORDHAL, 1974, VILLALQBO & LEHNINGER, 1980; ROMAN et alii,
1881; MORENO~SANCHEZQI 1983). Com isto, fol proposto um
pessivel papel do siéiema de transporte de Ca®* na regulagdo
do metabolizmo energético da célula, através da modulacdo da
atividade da enzima féF;vATP sintetase. Entretanto, FAGIAN
et alii, 1986 argumenfam fortemente contra este possivel
papel regulatério dﬁ' metabolismo celular, sob condicgdes
normais, sugerindo qpé esta inibigdo seja um fator adicional
no mecanismo de toxicidade celular, associado ao aumento

patolégico da concentragdo de Ca®* citosélico.

1.9. TRANSPQRTE DE Ca®* EM MITOCONDRIAS VEGETAILS

Muita controvérsia existe em relacdo ao transporte

de Ca®* enm mitoc&ndrias de plantas. Dentre os primeiros
registros se destaca o de CHEN & LEHNINGER {1973}, que,

analisando 13 espécies vegetais e um fungo, observaram
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diferengas dependentes da espécie, ségdo que algumas
provavelmente ndo apresentavam o carreador especifico de
Ca®* . Além das diferengas especificas, DIETER & MARM% {(1980)
registraram, também, diferencas relacionadas com a idade e o
tipo de ¢érgdc utilizado. Entretanto, em fun¢do da baixa
atividade de transporte e da baixa afinidade pelo ion, MOORE
& AKERMAN (1984) consideram pouco provavel gque o controle da
concentragéo citosélica de Ca=+ seja exercido pelas
mitocOndrias. Semelhantemente, MARME (1908%5) Iugere que a
baixa concentracgdo de Ca®* no citoplasma de células vegetais
seja mantida por uma ATPase dependente de Ca=+ @
calmodulina, localizada mais provavelmaente na nembrana
plasmatica.

A maior parte dos dados da literatura indica que o
sistema de transporte presente em mitocdOndrias de plantas
opera por um mecanismo diferente daquele das organelas
animais (DOUCE, 1985; DOUCE & NEUBURGUER, 1989). Muitos
pesquisadores defendem caracteristicas especiais para o
transporte de Ca®* por mitocOdndrias de plantas. Dentre elas
podemos destacar: a) ndc estd associada a estimulo da
respiragdo e despolarizagdc do potencial de membrana
(AKERMAN & MOORE, 1983); b) ¢ dependente do substrato
respiratorio (ELZAM & HODGES, 1968; DAY et alii, 1978); c)
apresenta dependéncia absoluta pela presenca de fosafato
(MILLARD et alii, 1965, KENEFIK & HANSON, 1966; HANSON &
HODGES, 1967; DAY et alii, 1978; ARERMAN & MOORE, 1983; DAY
& WISCKICH, 1984); d) & insensivel ao vermelho de ruténio e

Mg=*, pelo menos em algumas espécies (CHEN & LEHNINGER,
1973; AKERMAN & MOORE, 1983),.
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As dificuldades em se obter mitocOndrias vegetais
acopladas, dependentes dag diferentes fontes utilizadas,
foram responsabilizadas pelas discrepancias nos dados
disponiveis a respeito do transporte de Ca®** por nitocdn-
drias de plantas (KAUSS, 1985; MARTINS & VERCESI, 1985).
Diante desta premissa, MARTINS & VERCESI (1985) tentaram
esclarecer algumas caracteristicas do transporte de Ca™* por
mitocOndrias acopladas, obtidas de coledptiles de milho e de
folhas brancas de repolho, estabelecendo um paralelo com
mitocOndrias de figado de rato. Utilizando mitocdHndrias
funcionalmente intactas, obtiveram evidéncias de que as
mitocOndrias de milho, mas ndo as de repolho, tinham a
habilidade de tamponar o Ca®*, mantendo uma concentracdo

externa livre na faixa de 2 pM, mesmo gquando o eqguilibrio

era alterado por adigdes de EGTA ou de Ca=-

Logo em seguida, MARTINS et alii (1986) registra-
ram caracterigticas mais detalhadas do transporte de Ca®=+
por mitocOndrias de milho, gque indicavam uma maior afinidade

para o influxo de Ca** (Ku,w= 31 pM) do que a anteriormente

registrada por DIETER & MARME (1983}, que obtiveram Em= 250
uM. Também registraram gque a captacgdo de Ca=~ era
acompanhada por estimulo transitério no consumo de On e

quaeda no potencial elétrico de membrana, além de ser reduzi-
da por Mg®* e completamente inibida por vermelho de ruténio.
Adicionalmente, CARNIERI (1586) obteve resultados
semelhantes aos registrados por MARTINS et alii (1986),
utilizande, além do préprico milho, feijéo, soja e café, com
dados indicativos de que o transporte de Ca®* nas

mitocdndrias vegetais deve ter um papel na homeostase do
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Ca®* intracelular.

Davidas taﬁbém persistem quanto ao efluxo mitocon-
drial de Ca=+_, a iniﬁigéo da via de influxe, pelo vermelho
de ruténio, induz efiuxo liquido, que ndo é afetado por Na-~
(DIETER & MARME%, 1986; MARTINS et alii, 1986; RUGOLQ et
alii, 1990). -

Das difereﬁéas apontadas para o transporte de Ca=+
por mitocOndrias de ﬁlantas, em comparagio as de vertebra-
dos, persiste apenasié exigéncia absoluta por Pi, além de
uma atividade um pouéo mais baixa (MARTINS & VERCESI, 1985;
MARTINS et alii, 1986{ CARNIERI et alii, 1987: VERCESI et
alii, 1989). No entanﬁo, mesmo em revisfes recentes estes
resultados sa&o totalmente ignorados (DOUCE & NEUBURGER,

1989), ou apenas parcialmente explorados (RUGOLO et alii,

1890) .
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ISOLAMENTO DE MITOCSBNDRIAS

3.1.1. MATERIAL VEGETAL

Foram isoladas mitocOndrias a partir de tubérculos

de batata (Solanum tuberosuml.), raizes de beterraba

(Beta

vulgarig L. )}, e colebptiles de milho (Zea mavz L. cv

Maya-Normal). A batata e a beterraba eran compradas no
mercado e mantidas em sacos plésticos, sob refrigeragdo (4 a
106°C} por periodos variadveis até o momento do uso. As
sementes de milho eram provenientes do Banco de Germoplasnma

do Departamento de Genética, I.B., UNICAMP, e tambémnm

armazenadas sob refrigeracdo até serem preparadas para

germinagdo.

3.1.2. MEIOS UTILIZADOS DURANTE O ISOLAMENTO

O rompimento dos tecidos vegetais era feito em

“"Meio de extrag¢do", que consistia de:
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Manitol 400 mM

HEPES 10 nmM, pH 7,6
EGTA 1 mM
BSA 0,1 %
Cisteina 3 mM

O primeiro sedimento mitocondrial obtido era
ressuspenso  em "Meio de lavagem", e submetido a nova

centrifugagdo. O "Meio de lavagem” continha:

Manitol 300 mM
HEPES 10 mM, pH 7,2
EGTA 0,1 mM
BSA 0,1 %

Em geral, as mitocObndrias eram regsuspensas  en
"Meio de isclamento", que diferia do "Meio de lavagen"

apenas por ndo conter EGTA.

3.1.3.ISOLAMENTO DE MITOCSNDRIAS DE BATATA

As mitocOndrias isoladas a partir de tubérculos de
batata foram obtidas tomando-se como base o meétodo descrito
por DIOLEZ & MOREAU (1983), com algumas modificacdes.

Apds serem descascadas, as batatas foran cortadas
em pedagos alongados e passadas através do ralo de um
aextrator doméstico de sucos (centrifuga Walitay). Q
rompimento dos tecidos ocorria sob a édigéo simulténea do
"meio de extragdo" gelado (4 °C). Foi utilizado 1,0 ml de

meio para cada 1,0 g de tecido. Os residuos foram
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descartados e o extrato filtrado através de 8 camadas de
gaze e uma rede de nylon (com malha de 50 pum). Apds ajuste
do pH do filtrado para 7,2, uma primeira centrigagdio a 700x
g, por 5 min, foi feita, no sentido de eliminar o amido. O
sobrenadante fol submetido a uma nova centrifugacio a 1200x
g, por 10 minutos, sendo o precipitado desgartado. 0
sobrenadante foi centrifugado a 9000x g, por 10 min, e o
gedimento de mitocdndrias, assinm obtido, foi suspenso en
"meio de lavagem".

A suspensdo mitocondrial foi submetida a uma
Gltima centrifuga¢doc a 6000x g, por 10 minutos e 0
precipitado obtido foi suspenso em "Meio de isolamento”, de
modo a ter uma suspensdo mitocondrial com cerca de 80 mg de

proteina por ml. Todo o procedimento foi desenvolvido antre

0 e 4 °C.

Quando as mitocdndrias se destinavam a experimen-
tos onde BSA ndo estaria presente no meio de reagdo, ou  ao
isolamento de proteina, o BSA era omitido de todos os meios

utilizados.

3.1.4. ISOLAMENTO DE MITOCASNDRIAS DE BETERRABA

A obtengdo de mitocOndrias de beterraba foi feita
de modo semelhante ao descrito para a batata, ndo sendo
necessaria a centrifugacgdo inicial a fOOX E, uma vez que
este material ndo apresenta grandes reservas de amido. Ao

contrarioc, apés a centrifugacdo a 6000x g, as mitocdOndriasg
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foram ressuspensas em meio de isolamento e novamente

sedimentadas a 6000x g. Esta centrifugacdo adicional

objetivava a eliminagdo do pigmento hidrossoluvel na

guspensac final.

3.1.5. ISOLAMENTO DE MITOCOSNDRIAS DE MILHO

As sementes de milho foram esterilizadas em uma
solugdo de hipoclorito de zédio 0,2%, por 60 minutos, e
lavadas em &4gua destilada. Apéds duas hofas de embebigdo, as
sementes foram colocadas para germinar sobre papel de filtro
umedecido e mantidas no escuro a 28 °C. Decorridos 3 a 10
dias de germinagdo, os coleéptiles das plantulas foram
extraidos e utilizados para o isclamento de mitocOndrias.

Os coledptiles foram picados finamente com tesou-
ra, no meio de extrag¢do, e suspensos na propor¢gdoc de 1,0 g
de tecide para cada 5,0 ml de meio. O rompimento dos tecidos
foi feito em homogeneizador Polytron (PT 10/35) durante 4
segundos, no nivel 5. A suspensdo obtida foi filtrada
através de 8 camadas de gaze e uma rede de nylon ({malha de
50 um}, sendo o pH ajustado para 7,2. A primeira centrifuga-
gdo foi feita a 1200x g, por 10 minutos, seguindo-se, a
partir de entdo, o mesmo procedimento desenvolvido para o

isolamento de mitocOndrias de batata.
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3.1.6. ISOEAMENTO DE MITOCONDRIAS DE F{GADO

Ag mitocéndrias hepaticas foram isoladas segundo
SCHNEIDER & HOGEBOM% (1950), wutilizando-se ratos adultos
Wistar pesandc 180 a§250 g, mantidos em jejum por 12 horas.

O figado, #etirado apés a morte do animal por

concussdo cerebral, foi lavado em solu¢doc de sacarose 250

mM, contendo EGTA G,ngM e tampd8oc HEPES 2.0 mM, pH 7,2. Em
segulda foi picado ;com tesoura a homogeneizado emn
homogeneizador Potte}wElvehjem. Este material foi entdo
centrifugado a ZSOOXE £, por 5 minutes, o sobrenadante
mantido em banho dé gelo e Qo gedimento novamente
homogeneizado e cenirifugado nas mesmas condigdes. Qg
sobrenadantes foram cbmbinados & centrifugados durante 10
minutos a 11500x g, s%ndo a fase lipidica superior retirada
com uma pipeta Paatau}. 0 sobrenadante era descartado e o
sedimento ressuspenso;em sacarose 250 mM contendo EGTA 0,3
mM, tamponada comnm HE?ES 1,0 mM em pH 7,2 e novamente
centrifugado nas cohdigées anteriores. A seguir, as
mitocdHndriazs foram re?suspensas en solugdc de sacarose 250
mM contendo HEPES 1,0 mM pH 7,2, obtendo-se uma concentracgdo

de aproximadamente 100 mg de proteina por ml.
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3.2. DOSAGEM DE PROTEfNA MITOCONDRIAL

A concentracgso de proteina  das suspenasdes

mitocondriais foi déterminada pelo método de biureto

(GORNALL et alii, 1949), modificado pela adicdo de colato 1%
(KAPLAN & PEDERSEN, L§83). Uma solugdo de BSA a 19 foi

utilizada como padréo.

3.3. MEIOS DE REAGAO

A avaliagdo das diversas caracteristicas funcio-

nais das mitocOndrias isoladas de plantas foi feita, em

geral, no seguinte "Meio basico de reagdo":

Manitol 300 mM

RC1 20 mM

HEPES 2 mM, pH 7,2
Bsa 0,1 %

Para mitocOndriag de figado utilizava-se o mesmo

meio, onde a concentracdo de manitol era reduzida para 240

mM.

Nos experimentos em que se pretendia avaliar a

captagdo ou o efluxo de fosfato pelas mitocdndrias, o

manitol foi substituido por sacarose, na mesma concentrac3o.

Os experimentos foram realizados a 30 °C, em
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cdmaras de vidro termostatizadas, com agitagdo magnética
constante. Outras adigSes, feitas durante os diferentes
experimentos, estéoé especificadas nas legendas de cada

figura.

3.4. DETERMINAGEZO DO CONSUMO DE OXIGENIO

A atividadé respiratéria mitocondrial foi medida
através do consumo ée oxigénio, determinado polarografi-
camente com eletrodo%especifico, tipo Clark (Yellow Springs
Instruments Co.}, ligado-a um oxigrafo Gilson. Neste CAaso,
utilizava-se o meio Sésico de reagdo, acrescido de succinato
2 mM, rotenona 5 uM é fosfato 2 mM.

O registro?do consumo de oxigénio permitiu a de-
terminagdo do "Contr@l@ respiratério”, que servia como um
indicativo da qualidéde da cada preparagéq mitocondrial. O
controle respiratéri§ €& definido como uma razio entre a
velocidade de conSQmo de Oz no estado respiratério 3
(obtida com a adigao?de ADP e sua conseqgilente fosforilacdo)
e a velocidade de ?respirag§o no eztado respiratorio 4
{respiracdo de reéouao, subseqilente a0 término da

fosforilagdo do ADP);(CHANCE & WILLTIANS, 1956).
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3.5. AVALIAGQXO DQ POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA

0 potencialéelétrico de membrana (4§) foi determi-
nadoe a partir da aistribuigéo do cation lipofilico
tetrafenilfoaffnio (T?P*), entre o meio de reacdo e a matriz
mitocondrial, com élatrodo egpecifico congtruido no
Laboratérioc de Bioene%gética, Departamento de Bioquimica,
IB-UNICAMP, de acordo com KAMO et alii (1979). Neste
eletrodo utilizava—se;uma memnbrana de cloreto de polivinila
(PVC), contendo tetra%enilborato (TPB~) como trocador de
ioneg. Para o preparo @a membrana adicionavam-se 3 ml de
tetrafenilborato deé sbdio 10 m {dissolvido an
tetrahidrofurano), a iO ml de tetrahidrofurano contendo 0,5
g de cloreto de polivinila e 1,5 ml de dioctilftalato. O
solvente era entdo ;evaporado lentamente a temperatura
ambiente, em placa de?Petri {60 cm2 de Area).

A membrana assim obtida era transparente e +tinha
de 0,15 a 0,20 cm de éspessura. Un fragmento desta membrana
ara colade, com o uso de tetrahidrofurano, & extremidade de
um tubo de PVC que era preenchido com uma solugdo de TPP*
10 mM  ([TPP*1,..). é contato entre asta solugdo de
TPP* com um eletrodo; Ag/AgCl era feito através de uma
ponte de adgar (1,5 % aissolvido am KCl saturado), confornme

esquematizado na Figu?a 1.
A diferenga da forga eletromotriz (4E) entre o

eletrodo de TPP* e queletrodo de referéncia foi medida por

uma potencidmetro (Beckmam Expandometric 88-2) ligado a um
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registrador potenciométrico (Linear Instrument Corp.). As
concentra¢gdes de TPP* no meio de reagdo foram monitoradas
continuamente e os valores de Ay calculados, usando-se a
sgeguinte equagdo

AY = 2,3 RT/F log v/V - 2,3 RT/F log (10F~Esm.a ™NT_q)
onde v, V e E representan, respectivamenta, o volume
mitocondrial, o volume do meio de reagdo e o potencial do
eletrodo, fornecido pelo gradiente de concentragdaoc de TPP*
(ITPP*1.. / [TPP*]ux) através da  membrana do mesmo
(Figura 1). Os valores de +4E foram calculados pela equacgdo
de Nernst:

2E = 2,3 RT/F log ([TPP+]1m/ETPP+]mM)

onde [TPP"]... refere-se a concentragdo de TPP* no meio de
reagdo. 0Os sinais do eletrodo (4E) foram quantificados com
o auxilio de uma curva de calibracdo construida com adigles
sucessivas de TPP* ao meio de reacdo (Figura 1C). O volume
mitocondrial foi considerado igual a 1,0 ul por wmg de
proteina para mitocdndrias de vegetais (MANDOLINO et alii,
1983; DOUCE, 1985) e 1,4 upul por mg de proteina para
mitocOndrias de figado (KAMO et alii, 1979). Os valores

obtidos desta maneira foram corrigidos de acordo com JENSEN

et alii, 1986,

3.6. DETERMINAGZO DE Ca®™* NO MEIO DE REAGRO

As variagdes nas concentracgdes de Ca®+ livre no
meio de reag¢do foram acompanhadas por um eletrodeo seletivo

(Calcium Selectrode F2112, Radicmeter) (MADEIRA, 1975). Oz
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sinais eram amplificédos atraves de um voltimetro de alta
impedancia (Sarg@nt—ﬁblch Scientific Co.), ligado a um
registrador potencioﬁétrica.

A cada experimento, o eletrodo de Ca#+ foi
calibrado por adigﬁeséﬁe solugdo padrdoc deste ion ao méio.
de reacgdo, para concéﬂtragaes de Ca** total acima de 10uM,
como mostrado na Figu&a 2. A calibragdo para a faixa de

concentragao de Caz*:livre, entre 0,25 e 10 uM, foi obtida

adicionando-se ao meibjde reagdc uma mistura de Ca®*-EGTA,
usando-se o valor de #;5 X 10" M para a constante de
dissociacio do compleﬁﬁ Ca®*-EGTA a pH 7,2 e 30 °C (PORTZEHL
et alii, 1964; BECKER et alii, 1980).

A concentrdgéo de Ca®* contaminante do meio de
reagic foi determinéda por espectroscopia de absorcgio
atdmica {(Atomic Absorﬁtion Spectrophotometer Perkim Elmer,
modeloc 203). As amcat}és foram diluidas em uma mistura de
dxido de lanténio, Hﬁi, n-Butancl e 4gzua, de acordo com
GOCHMAN & GILVEBER (1970) e as leituras comparadas com os

valores obtidos de uma curva padrdo de Ca®+

3.7. DETERMINAGEQ'DE Ca®* E FOSFATO INTRAMITOCONDRIAIS

As variagdes. no conteutudo de Ca®* o da fosfato da
matriz mitocondrial foram seguidas atravéa da coleta de
amostras, a intervaloé de tempo definidos ao longo do
experimento. Cada amostra de 1,0 ml foi c¢olocada num tubo

Ependorf e cantrifugada, por 2 minutos, a 15000x g. O
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Figura 2.Calibrac¢do do eletrodo seletivo de Caw+ {A)Y e gréafico
linearizado (B), a partir dos dados de calibragdo. A
adicdo de 200 nmoles de Ca®* em pulsos de 20 nmoles,
ac meio basico de reagdo (1,0 ml, .28-30°C) permite

observar a resposta ndo linear do eletrodo {A) & for-
nece os dados para a linearizacdo grafica da parte B,

A calibragdo, em termos de Camv livre, foi feita com
adigao inicial de uma mistura Ca=*/EGQTA para produgzir
uma concentragac de Ca®* livre igual a 2,0 gM, segui-

da de adigdes seqienciais de EGTA para se obter os
pontos correspondentes a 1,50, 1,0, 0,7 e 0,5 wuM.
Como exemplo, estd sendo mostrado que a adigso de mi-
tocoOndrias de figado (1,0 nmg) era seguida de diminui-
¢&0 do Ca™* presente no meio, a uma velocidade de 180
nmoles/mg.min até que a concentracdo de Ca®* livre
extramitocondrial atingisse wvalores na faixa de

0,5 uM.
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sobrenadante fol descartado e o precipitado lavado duas
vezes com melo de reagdo livre de Ca®* e de fosfato. O
precipitado fol ressuspenso em 0,1 ml de Aagua deionizada,
seguindo-se a adigdo de 0,3 ml de &cido perclérico 3,75 4.
Apbds 15 minutos de repouso, a 4 °C, o volume foi completado
para 1,0 ml e as proteinas removidas por uma nova
centrifugagdo a 15000x g. Foram retiradas amostras do
sobrenadante para avaliagdo da concentragdo de Ca®*" & de
fosfato.

A determinagdo da concentragdo de Ca®* foi feita
por espectrofotometria de absor¢do atdmica, conforme a
descri¢do ao final do item 3.6.

A concentragdo de fosfato fol avaliada através de=

reagdo colorimétrica, de acordo com GRINDEY & NICHOL (1970).

3.8. DETERMINAGAC DA VARIAGAO DO VOLUME MITOCONDRIAL

As suspensfes mitocondriais s3o turvas e espalhanm
a luz incidente. A luz espalhada & uma fungdo da diferenga
no indice de refragdo entre o contetdo da matriz e do meio,
sendo que gualquer processo que diminui esta diferenga
diminui, também, a luz espalhada (NICHOLLS, 1982). Asgim, um
aumento no volume mitocondrial , associado com a entrada de
solutos permeéveis, resulta numa aproximagdo entre o indice

de refragdo da matriz e do meio, com conseqiente diminuicdo

do espalhamento de luz. Este fen®meno pode ser acompanhando

através de um egpaectrofotdmetro, onde e} inchamento
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mitocondrial resulta em queda na absorbancia da suspensio.
Esta técnica representa um método simples, bastante sensivel
e rapido, e que fornece informagdes sobre o fluxo de solutos
atraveés da membrana interna mitocondrial.

Em nossos experimentos, as variagBes no volume
mitocondrial foram acompanhadas, a 520 nm, através de un
espectrofotdmetro Beckman DU-2, acoplado a um registrador,
Foram adicionados 0,5 mg de proteina mitocondrial a 1,0 ml
de meio contendo KCl 150 mM, tamponado com MES 2 mM {para pH
entre 6,0 e 6,8) ou com HEPES 2 mM (para pH entre 7,2 e
7,8) e 1,0 ug de oligomicina por mg de proteina. Outras
adigBes, peculiares a cada experimento, encontram-se

assinaladas nas legendas das figuras.

3.9. DETERMINAGAQ DA LIGAGAC DE NUCLEOTiDEOS A MITOCSN-

DRIAS ISOLADAS

A ligagdo de nucleotideos de purina (ATP e GTP) ,
foli feita pelo "Método de Sedimentagdo", descrito por
KLINGENBERG et alii (1986), associando-se algumas das
condigdes utilizadas por NICHOLLS (1976).

Fol adicionado 1,0 mg de proteina wmitocondrial a
0,5 ml do meio basico de reacgdo descrito no item 3.3, no
qual o tamp8o utilizado variava de acordo com © pH desejado
(MES, para pH entre 6,0 e 6,8, ou HEPES, para pH entre 7,2 e
7,8). Apds 2 minutos de pré-incubagdo, a 25 °C, adicionou-se

GTP (100 uM de concentracgdo final e 0,1 uCi de [™H]GTP).
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Decorridos 5,0 minutos de incubagdo a suspensio foi
centrifugada a 15000x g, por 2 minutos. @ sobrenadante foi
recolhido para avalia¢do da radioatividade total utilizada
em cada ensaioc (representada pela soma dos valores
encontrados no sobrenadante e no precipitado). © precipitado
foi lavado e suspenso em 1,0 ml do meio de pré-incubacio.
Uma nova centrifuga¢do a 15000x g, por 2 minutos, foi feita,
sendo o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso
em 0.38 ml de Hz0. Adicionou-se a esta gsolu¢gdo 20 wul de
SD5 a 10% e dela foram retiradas aliquotas de 10 ul para
avaliagdo de proteina, pelo método de Lowry modificado (WANG
& SMITH, 1975.) Aliquotas de 0,35 ml foram adicionadas a 2,5
ml de coquetel de cintilagdo, para avaliacdo da radiocativi-
dade presente, que corresponde ao nucleotideo ligado as
mitocdndrias. O coquetel era composto por 667 ml de tolueno,
333 ml de Triton X-100, 4,0 g de PPO e 50 mg de POPOP. A
avaliagdo da radicatividade foi feita num Contador de
Cintilagao Liquida Beckman, modelo LS 100 <.

Quando a ligagdo era feita com ATP, o meioc de
pré-incubagdo era acrescido de ApSA (50 uM de concentragion
final}) e de CAT 30 puM. Neste caso, utilizava-se 100 uM  de

ATP, contendo 0,1 pCi de [“HIATP.
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3.10. ISOLAMENTO DE UMA PROTEiNA DE MITOCANDRIAS DE
TUBERCULOS DE BATATA, COM POSSIiVEL FUNGAZO DESACO-

PLADORA

A purificagio de uma proteina, com fungdo
possivelmente desacopladora, de mitocOndrias de tubérculos
de batata foi feita com base no método descrito por LIN &
KLINGENBERG (1982), para o isolamento da proteina
desacopladora de tecido adiposo marrom de hamster.

A suspensdo mitocondrial, contendo 100 mg de pro-
teina foi diluida em & ml de meio contendo sacarocse 300 mM,
EDTA 2 mM, TRIS 10 mM pH 7,2 e LUBROL WX 3,2% (w/v). Apés 30
minutos de incubagdo a 4 °C, sob agitacdo constante, a
suspensaoc fol centrifugada a 100 000x g por 45 minutos. O
sobrenadante fol descartado e a fracdo residual de membranas
fol golubilizada em 1,0 ml de Na,SO., 20 mM, contendo EDTA
1 mM, MES 20 mM pH 6,7 e 75 mg de TRITON X-100. Decorridos
outros 30 minutos sob agitagdo constante, a 4 °C, a solugdo
foi centrifugada novamente a 100 000x g, por 45 minutos. O
sobrenadante foi aplicado a uma coluna de 8 ml de
hidroxiapatita, pré-equilibrada com tampdo MES 20 mM pH 6,7.
A eluigdo foi feita com este mesmo tampdo, & temperatura
ambiente, a um fluxo de 20 ml/h, coletando~se fragcdes de
2,0 ml. Cada fragdo foi avaliada quanto a concentragdc de
TRITON, através da leitura de sua absorbancia a 280 nm.

Procedeu-se a avaliagdo da concentragd3c de proteina, nas

fragdes que continham TRITON, utilizando-se o nétodo de
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Lowry modificado CWANG & SMITH, 1975). As fracgdes que
continham proteina féfam estocadas em nitrogénio liquido até
o momento de sua utiiizagﬁo. A eficiéncia da purificacdo foi
avaliada atravésg aé eletroforese em gel de 5Ds-

poliacrilamida.
3.11. ELETROFORE$E EM GEL DE SDS-POLTACRILAMIDA

As eletroféreses foram executadas de acordo com
(LAEMMLI, 1970). Foram montadas placas de gel de
s5DS-poliacrilamida, fﬁum gistema descontinuo, onde a
concentragdo de poliacrilamida era de 12% no gel de
resolugdo e de 3,5% nd de empacotamento.

O preparo das amostras foi feito de duas maneiras
distintas, dependendo da concentragdo de proteina da fracdo.
Em geral, aliguotas efam diluidas em igual volume de uma
solugdo contendo TRIS_63 mM pH 6,8, SDS 2% e glicerol 10%. A
mistura era fervida ém banho-maria, por 3 minutos, e e@ra
adicionado azul de bhomofenol (0,01% de concentragdo final)
como indicador de cofrida. Eram aplicados de 2 a 10 pg de
proteina em cada pogé; Quando a concentragio de proteina da
amogtra era muito baixa, eram separadas aliquotas de 100 ul,
as quais adicionavamfée diretamente 2 mg de SDS mais 10 pl
de glicerol, seguinddése a fervura anteriormente descrifa.

A corrida éra desenvolvida por uma noite, aplican-
do-se uma diferenca dé potencial de 20 volts, ou por cerca

de 4 horas, sob um pdtencial de 100 volts.
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O gel era fixado emn uma solugdo aquosa de metanol
50%, acido acético 1ﬁﬁ e formaldeido 0,02%, seguindo-se a
sua coloragdo com niﬁfato de prata, de acordo com BLUM et
alii (1987).

Apds a coloragao o gel era secado & temperatura
ambiente entre duas félhas de papel celofane, de acordo comn

a descrigio de JUANG et alii (1984).
3.12. INCORPORAGAO DA PROTE:iNA EM BICAMADA LIPiDICA

Oz experimentos de incorporag¢do.da proteina possi-
velmete desacopladora ‘em bicamada lipidica foram desenvolvi-
dos no Laboratério de Biofisica de Membranas e Fisiologia

Renal, da Faculdade dé Medicina de Ribeirdo Preto/USP.

3.12.1. OBTENGAO DAS BICAMADAS LIPiDICAS PLANAS

As bicamadés lipidicas planas foram obtidas de
acordo com o método descrito por MONTAL & MUELLER (1972). A
técnica consiste na::aposigéo de duas monocapas, em um
erificio numa partigéﬁ de teflon, que separa duas solugbes
eletroliticas. Parazgisto, foi utilizada uma camara
subdividida em duas ﬁémicamaras; por um filme de teflon, que
apresentava um orificio de 150 um de di&metro. Em cada
hemiclmara foram colé@ados 2,0 ml de uma solugdo de KC1

0,1 M, tamponada com}MES 5 mM, pH 6,0. Sobre estas solugdes
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aquosas, foram depogitados 10 4l de uma solugdo da lecitina
sintética (diftanoil%fosfatidilcolina a 1% w/v, Avanti-Inc.)
em hexano. Apéds a évaporagéo do solvente (cerca de 10
minutos), os niveis @as solu¢des das duas hemicAmaras foram
elevados, pela injegéo de mais 2,0 ml de solucSo, em cada
lado. Assim, o filmeéde lipidio gue cobria as solucdes se
estendia por cada laﬁo da partigdo de teflon, com suas faces
hidrofébicas voltadés para a partigdo, sendo gue a
superposigdo das monécapas, no orificio, resultava em uma
bicamada. A formagéo da bicamada era acompanhada pelo
monitoramento continéo da capacitdncia do sistema. Todas as
membranag @fetivameﬁte utilizadas possuiam resisténcia

elétrica entre 5 x 10** e 10'™ ohms, quando na auséncia de

qualguer iondforo.
3.12.2. CIRCUITO ELETRASNICO ASSOCTIADO

Cada .hemifcémara era conectada ao equipamento
eletrdnico através Zd@ um par de eletrodos de Ag/AgCl
montados em pontes dé agar (2,5%, em KCl 4 M). O eletrodo da
hemic&mara da frenteé(chamada de lado cis) era ligado a um
gerador de pulsos ;de voltagem, construido no préprio
Laboratério. O elatrpdo da outra hemi-c8mara {(lado trans)
ara conectado a um a@plificador operacional {CPA 111-Burr-
Brown) , configurado? como  conversor  corrente-voltagem., A
salida deste amplificador era ligada a um osclloscédpio

{(Tektronix 5113) e a um poligrafo (Gould RS 3200), parsa
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registro dos sinais ém papel. Assim, aplicava-se niveis de
potenciais constant@é a membrana e registrava-se a corrente
que fluia através daémesma. Nesta configuragdo, correntes
positivas indican fl@xo de cations do lado cis para o trans,
ou de anions em sentido contrario.

A cAmara ogde a bicamada era construida e o gera~
dor de pulzosz de vol?agem eram protegidos por uma gaiola de
Faraday, para evitaf problemas devidos a interferéncias
elétricas. Vibragﬁesémecénicas eram atenuadas pela colocagido
deste conjunto Sobre?uma plataforma de concreto, apoiada

sobre uma camara de ar inflada. A temperatura ambiente era

mantida a 25 +1 °C.

3.12.3. IN@ORPORAQKO DA PROTEINA COM POSSiVEL FUN~

GAO DESAPLADORA A BICAMADA LIPiDICA

A incorporégao da proteina desacopladora a bicama-
da era feita pela simplea adigdo de 100 a 500 ng da proteina
solubilizada em TRITéN, ao lado <c¢is, nas proximidades da
bicamada. .

A incorporag¢do de um canal era detectada
aplicando-ze um pulsé de voltagem constante (geralmente * 20
mnV¥} &4 membrana e aco@panhando—se a ocorréncia de incrementos
na sua condutlncia, ée a incorporagdo ndo ocorresse em até
10 minutos, a solggﬁo era submetida a agitagao e

aguardava-ge por cerca de mais 30 minutos. Se dentro deste

periodo ndo se verificasse nenhuma incorporagao, o}
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experimento era daséértado € nova tentativa era feita,
comegando-se pela montagem de nova bicamada, utilizando-se
outra cémara previaméﬁte limpa.

Em alguns exPerimentos a incorporagdc foi feita
com a proteina inédrporada previamente emn vesiculag
lipidicas. Neste casé; as vesiculag eram feitazs de acordo
com a técnica descrité por STRIELEMAN et alii (1985a). Para
isto wutilizava-se uma mistura de fosfatidiletanolamina,

fosfatidilcolina e cardiolipina {49: 49: 1), dissolvidos en

hexano. O sclvente era deixado £vaporar, até a formagdo de
um filme na parede do frasco. Esta mistura era dispersa em
uma golugde de octilglicosideo 40 mM, Na.sSo., 20 mM, MOPS 20
mM pH 6,8, de modo a se obter a concentragao de 3,13 ng de
lipidios por ml dé. solug8o. Adicicnava-se a proteina
purificada (5,0 pg por mg de fosfolipidio) e a mistura era
dialisada, por 40 horas, contra uma solucd3c contendo Na:x 80,
20 mM e MOPS 20 mM pH 6,8. As vesiculas assim obtidas eram
adicionadas nas proximidades da bicamada lipidica, no lado
cis da camara, incorporando-se a proteina por um processo de
fusdo. A existéncia de um grandiente osmético através da
bicamada (KC1 0,3 M no lado cis e KC1 0,1 M no 1lado trans)

facilitava em muito a incorporagdo da proteina a bicamada.
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4. RESULTADOS

4.1. CAPTAGAO DE Ca** POR MITOCSNDRIAS ISOLADAS DE DI~
FERENTES ORGAOS VEGETAIS OU DE UM MESMO ORGAO COM

IDADES DIFERENTES

Dos aspectos relativos ao transporte de (Ca=®+ por
mitocdndrias de plantas, merece atencdo o fato de que a
capacidade de capta¢do deste cation é tida como dependente
da espécie, do tecido e da idade do tecido utilizado para o
isolamento das organelas.

No sentido de avaliar a dependéncia da idade do
tecido (DIETER & MARME,1980), foram utilizadas mitocOndrias
de coledptiles de milho, isoladas de plantulas com 3 ou 9O
dias apbds o inicio da germinacdo. Quanto & dependé&ncia da
especie, procurou-~se ampliar a lista de especies investiga-
das neste laboratédrio (CARNIERI et alii, 1987; VERCESI et
alii, 1989), efetuando-se estudos com mitocOndrias isoladas
de tubérculos de batata e de raizes de beterraba.

Antes de se fazer investigag¢des mais detalhadas a
respeito de qualquer atividade mitocondrial, ¢é necessario
ter controle sobre a qualidade das prepara¢des obtidas.
Dentre as maneiragz de se avaliar a integridade dasg
mitocOndrias isocladas, foram investigédos C seu grau de aco-
plamento e a magnitude do potencial elétrico transmembrana.

Os tragados da Figura 3 permitem a avaliagdo
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destas caracteristicas em mitoctHndrias de coleéptilez de
milho, isoladas apés 3 ou 9 dias de germinagdo. Observa-se
que a adigdo de ADP ao meio de reac¢do resultou em incremento
na velocidade de consumo de €. (estado rezpiratério 3), que
voltou a valores inferiores, logo apés a fosforilacdo de
todo © ADP adicionado (estado respiratério 4). 0Os controles
respiratérios, medidos apds a segunda adigdo de ADP, foram
de 3,2 (para as mitocdndrias iscladas aocs 3 dias) e 1,8

(para aquelas de 9 dias). Tais valores indicam que, sistema-

ticamente, o isolamento feito aos 3 dias de idade dos

coledptiles resultou em mitocOndrias com melhor grau de
acoplamento, embora fossem obtidas mitocOndrias acopladas em
ambas as situagdes.

A anadlise do potencial elétrico transmembrana
indica que ambas foram capazes de construir potenciais com
valores muito préximos, entre 150 e 160 mV, tanto para as
mitocOndrias de coleédptiles de 3 dias gquanto de 9 dias de
idade. As quedas no potencial de membrana, apés cada adicglo
de ADP, confirmam o acoplamento indicado pelo controle
respiratorio e evidenciam a capacidade fosforilativa destas
mitocOndrias.

Deve~ze observar ainda que, em ambos os casos, &
adigao de Ca*" ao meio de reagdo resultou em decréscimo no
potencial de membrana, acompanhado de pequeno aumento na
velocidade de consumo de O . Estas duas alteragSes indicam
captagdo do Ca®* adicionado, dirigida pelo potencial
elétrico de membrana (SCARPA & AZZONE, 1970; NICHOLLS &
AKERMAN, 1982).

A Figura 4 mostra o0 mesmo tipo de experimento,

executado com mitocdndrias isoladas de tubérculos de batata
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e de raizes de beterfaba. Analogamente ao observado com as
mitocdndrias de coleéptiles de milho, estas mitocHndrias en-
contram-se acopladas; mostrando estimulo respiratério tran-
sitdério, em reSpostaéé adigdo de ADP, acompanhado de queda
no potencial de membfana, seguida de rapida recuperacdo.
Deve ser destacado c%alevado valor do controle respiratério
obtido com as mitocoédrias de batata (5,1), bem superior ao
comumente observado ém mitocdndrias de plantas e indicativo
de uma excelante preéaragéo mitocondrial. Observa-se, ainda,
que a adigao de Ca?*éao meio de incubaglo ndo foi seguida de
egtinulo respiratéri@, nem de queda no potencial elétrico de
membrana, indicando que o cAtion ndo deve ter sido captado
pelas mitocOndrias déstas duas espécies.

Embora a céptagéo de Ca®* posga sger inferida a

partir das alterag¢des no consumo de 0. e no potencial de

membrana, a confirmagdo deve ser feita atraveés de
determinagBes diretas. Por exemplo, pode-se acompanhar as
variagdes na concentragdo do Ca®* livre no meio de reagdo,

utilizando-se um eletrodo seletivo.
A Figura 5 mostra as variagBes na concentracso de

Ca®"* no meio de raagéo, apés a adigdc de mitocdHndrias de
diferentes fontes, eéergizadaa por succinato. Observa-se que
as mitocOndrias de coledptiles de milho de 3 dias de idade
exibem maior atividade de captac8o do ion (160 nmoles. mg—*,
min~*), embora as de:Q dias também sejam ativas na sua
captacgdo (130 nméles.mg”*.min“l). A capacidade de
tamponamente do Cg“*éexterno tambem foi maior nas organelas

obtidas dos tecidos de menor idade, que congeguiram manter a

concentragdo de Ca®* externo livre em torno de 3 WM, contra
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valores de 5 uM para;aa.de 9 dias de idade. Apesar das
diferengas detectadaé; os valores obtidos nos dois casos sd&o
muito préximos e p@dem ser facilmente explicados pelowg
diferentes graus de é@oplamentozobtidos para as duas idades,
Os coledptiles maiﬁé velhos apresentam tecidos mais
diferenciados, e éépecial maior quantidade de fibras
lenhosas, exigindo uﬁéperiodo mais prolongado para o seu
rompimento durante ;QS procedimentos de extracgdo. I=sto
reflete-se na qual%dade dasg :preparagées nitocondriais,

resultando em organelas com menor grau de acoplamento,

conforme ¢ gque pode sér constatado pela anaélise da Figura 3.

Na Figura 5 pode-se ver, ainda, gque nao  houve
captagao de Ca#+ quaﬁdo mitocOndrias de tubérculos de batata
ou de raizes de bete#faba foram adicionadas ao meio. Tal
comportamento nao se;dave a problemas no isoclamento destas
mitocdOndrias, nem a félta de acoplamento das mesmas, uma vez
que a analise da Figufa 4 ja evidenciou que as mitocdndrias
utilizadas apresent#vam controle respiratério elevado
(pricipalmente no caé§ da batata) e potencial de membrana
suficiente para promdﬁer a captagédo de Cam«, Portanto, a
explicagao mais plausivel € a inexisténcia do transportador
de Ca™" nas mitocéndpias destes Orgfos, nestas espécies.
Resultados semelhantéé foram obtidos anteriormente neste
Laboratério, estudandﬁuse mitocOndrias isoladas de folhas
brancas de repolho (MARTINS & VERCESI, 1985) e de brotos de

cana-de-agucar (Ione S. MARTINS, comunicacao pessoal).
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4.2. DEPENDQNCIA DE FOSFATO PARA A CAPTAGAO DE Ca** POR

MITOC@NDRIAS DE COLEOPTILES DE MILHO

As mitocénérias isoladas de tecidos animais s3o
capazes de captar Ca?* sem exigir a adi¢d3oc de ions fosfato
ne meio de reacgdo. Sé O PpProcesso ocorrer na presenca de
dnions permeantes {como [} proprio fogfato, acetato,

bicarbonato, butiraio, etc...), malores quantidades do

cation podem ser acumuladas na matriz, porque estes Aanions
penetram em co—transéorte com H* e regeneram o potencial de
membrana diminuido péla entrada de Ca®* (LEHNINGER, 1974;
SARIS & AKERMAN, iQBO; NICHOLLS & AKERMAN, 1982). No
entanto, numerosos séo 08 registros relativos 4 exigéncia
da presenga de ions fosfato no meio de reagdo, para que as
mitocOndrias de pl@ntas sejam capazes de captar Ca=+
(AKERMAN & MOORE, 19@3; DAY & WISCKISCH, 1984; MARTINS et
alii, 1988).

Os experiéentos seguintes foram executados no
sentido de investigaf a possibilidade de substituigdo dos
ions fosfato por out#os pogsiveis aAnions permeantes, asaim

como avaliar a participagdo dos translocadores de Fi no

mecanismo de captagﬁ@ de Ca®*, em mitocdndrias de milho.
Para isso, em determinadas situagdes, foi utilizado um
inibidor do transporte mitocondrial de Pi, o mersalil, de

natureza mercurial e?nao penetrante (BRYLA, 1980), que inibe
os dois translocadores de fosfato, o trocador Pi/OH- e o

translocador de dicarboxilatos, na faixa de concentragdo
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utilizada (FONYO, 1979; WOHLRAB, 1986).

No experimento da Figura 6 procurou-se comparar o
comportamento de mitocOndrias de figado de rato com as de
coledptiles de milho. Observa-se que ambos oz tipos de mito-
cOndrias captam Ca®* quando o fosfato esté pPresente no meio
de reacdo. A presenga de mersalil inibe totalmente a
captagdo de Ca®™" em mitocOndrias de milho e dominui muito a
captagio dQ cadtion por mitocOndrias de figado. Entretanto,
em presenga deste inibidor, apenas as mitocOndrias de figado
recuperam sua capacidade de retirar Ca®* do meic, se a ele
forem acrescentados iohs acetato. A pequena captacdo de
Ca#*, por mitocdndrias de milho, antes da adigdo de
succinato (parte B da Figura 6) & provavelmente devida &
existéncia de substratos enddgenos, néo completamente
inibidos pela rotenona (MOLLER & LIN, 1986; DOUCE &
NEUBURGER, 1987). Além disso, a deflexao obzervada no
momento da adigdo de succinato deve-se a sua complexacdo ao
Ca®" . Estes resultados indicam gque a captagsao simultinea de
Ca®* & Pi {(ou outro &nion permeante), em mitocdndrias de
figado deve-se apenas A& necessidade de recomposigcdo do
potencial de membrana (LEHNINGER, 1974; NICHOLLS & AKERMAN,
1982). Por outro lado, em mitocOndrias de milho (e
provavelmente de plantas, em geral) ha real exigénecia de
transporte de Pi, simultlneo ao de Ca@®+ .

Como ha registros de que arsenato e sulfato s3o
também translocados pelos translocadores de fosfato (HANSON,
1985), estes Anions também foramn testados, no sentido de
induzir captag¢do de Ca®", tendo =sido ambos inefetivos

{(resultados ndo mostradops).

Os registros da figura anterior indicam a captacdo
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de Ca®™* com base na diminuicdo da concentragdo deste cation
no meio de reagdo. Procurou-se entdoc avaliar e8te mesmo
proce=zg¢ de captacgdo através da dosagem de Ca®* e de Pi
acumulados na matriz. Pela Figura 7 vé-se que o Ca®* o o Pi
foram acumulados na matriz de mitocdOndrias de milho,
mantendo, no equilibrio, uma relagio Ca®*/pi proxima a 1,5,
indicativa da precipitacdc de hidroxiapatita (ELZAM &
HODGES, 1968). Quando as mitocdndrias foran pré-incubadas
com mersalil, os niveis endégenos destes dois ions
mantiveram-se praticamente inalterados e préximos aos
valores iniciais, confirmando que se a entrada de Pi astiver

blogueada ndo h& captacdo de Ca=+ .

4.3. EFLUXO DE Ca®* EM MITOCONDRIAS DE COLESPTILES DE
MILHO

As mitocdndrias retiram Ca®* do meio ateé que seja
alcangado um estado de equilibrio dindmico, no qual as
velocidades de captagdo ¢ de efluxo do ion g  lgualam,
efetivando-se um verdadeiro movimento ciclico do mesmo
{AKERMAN & NICHOLLS, 1983). ¥ possivel alterar este
equilibrio pelo use de determinados inibidores, gquando passa
a ser observado efluxo liquido do Ca=~ para o meio de
reagi&o. Nos experimentos gque se seguem foram analisadosg
alguns aspectos relativos ao efluxo de Ca®" em mitocdOndrias

de coledptiles de milho.

Na parte A da Figura 8 observa-se que, apds ter
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Figura 7.Captacgdo de Ca™* e fosfato por mitocdndrias de cole-~

tptiles de milho. A captacdo foi iniciada pela adigdo
de succinato (2 mM) apds as mitocdndrias terem sido
incubadas por 4 minutos, no meio basico de reac¢io
contendo fosfato (i1 mM), rotenona (5 MY e Camv (g2
MM), na presenga de 40 uM de mersalil {gimbolos
€SCUros}, ou na sua auséncia {simbolos vazios). (A,A)
Ca intramitocondrial; (0,e) fosfato intramitocon-
drial. 0Og dados sdo médias, * desvios padrdes (n=5).

71




Cal* EXTERNO L|VRE (um)

ol
— 06
£
c

s
< o o
] | | ]

=
z —

2L

72

dD04d

g3W




sido alcangada a situagdoc de equilibrio, as adic¢Bes de
vermelho de ruténio ou de FCCP ao meio de reagioc permitem a
observagdo de efluxo liquido de Ca2+ mitocondrial. Nota-se
que o efluxo promovido pelo vermelho de ruté&nio & mais lento

(em torno de 1,0 nmol.mg"* .min"'). Neste caso, h& inibicgdo
especifica da via de captacgdo (por ligagdo do inibidor ao
transportador}, passando a prevalecer a via de efluxo
(MOORE, 1971; NICHOLLS & AKERMAN, 1982). Em presenga de FCCP

o efluxo & mais réapidoe (em torno de &5 nmoles.mg"* min-*).
Neste caso, o efluxo observado ocorre pelo reverso da via de
entrada. Isto porque o FCCP, atuando como protonéforo,
impede a manutengdo do potencial elétrico de membrana, que
representa a forga motriz para a captacdo witocondrial de
Ca®=* (SCARPA & AZZONE, 1970; NICHOLLS & ARKERMAN, 1982). Como
a via de influxo & muito mais ativa que a de efluxc, o
movimento de saida, neste caso, & mais rapido.

Nota-se, ainda, que a adigd3o de FCCP & incapaz de
acelerar significativamente o efluxo promovido paelo vermelho
de ruténio. Tal observagdo vem confirmar as interpretag¢des
feitas no parégrafo anterior. O colapso no potencial de

menbrana ndo ¢ suficiente para garantir o retorno do Ca=+

captado, via reverso da via de influxo, uma vez que ala esta

inibida pelo vermelho de ruténio.
Na parte B da Figura B observou-se que a adigdo de

mersalil também foi capaz (apdés cerca de 2 minutos) de

promover efluxo liguido de Ca®*, Aléem disso, a velocidade

deste efluxo ndo foi alterada pela adigdo de vermelho de

ruténio. Como o mersalil impede a entrada de Pli, e o seu

transporte ¢é essencial para o captacgdo de Ca= en
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mitocdndrias de plantas, o efeito deste inibidor ¢ analogo
ao do vermelhe de ruténio, ambos bloqueando a via de
captagdo e permitindo a prevaléncia da via de aefluxo.

A ocorréncia de efluxo em presenca de mersalil,
com ou sem vermelho de ruténio, ¢ um primeiro indicio de que
a via de efluxo mitocondrial de Ca®* nio envolve o]
transporte simultianeo de fosfato, ao contrario do que ocorre
para o influxo. Este aspecto foli o motivo da realizagdo das
investigagles que se seguem, onde prdcﬁrouwse avaliar a
interferéncia do mersalil sobre o efluxo de Ca=®* ean
mitocOndrias de milho.

Inicialmente foi feita uma avaliagdo dos efeitos
do mersalil sobre o potencial elétrico de membrana, pela
import&ncia deste componente como responsavel pelo processo
de captagdo de Ca=*, em mitocdndrias. Na Figura 9 {(parte A)
vé-se que a adigdo de mersalil ao meio resulta en queda

gradativa de 2y, cuja magnitude ¢ dependente da concentracgio
utilizada do inibidor. Observa-sze que o decréscimo no
potencial foi de apenas cerca de 10 mV, para a concentracio
mais baixa de mersalil {10 pM}, e em torno de 33 mV para a
maior concentracdo (mersalil 40 M), considerando-ze o
pariodo de 6 minutos de acompanhamento do processac. Quanto
ao movimento de Ca®*, a parte B da Figura 9 mostra que a
adigdo de mersalil resulta en ef luxo liquido, cuja
velocidade & independente da concentragdo do inibidor, e que
80 se inicia apéds cerca de 2,5 minutos da sua aplicagdo ao
melio. Estes dados indicam quie | embora o mersalil reduza Ay,
0 seu efeito {(nos limites de concentragdo utilizados) ndo é

suficiente para colapsar totalmente o potencial de membrana,
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e se restringe a inibir 4 operagdo da via de captag3o de Pi
e consequentemente é de Ca=+

Em seguidé; foi investigado o efeito do mersalil
sobre o efluxo mitdcondrial de Ca®*, conforme pode ser
observado na Figuragio. A semelhan¢a das observagdes refe-
tes 4 Figura 8, noté~se inicialmente que o efluxo promovido
por FCCP & mais intéhso que o desencadeado pelo vermelho de
ruténio. Constata—sé( ainda, que apenas o efluxo promovido
por FCCP teve a sua velocidade reduzida pela presenca de
mersalil. Seguindo{se o mesmo raciocinio anteriormente
exposto, supde-se que a gaida de Ca#+ promovida pelo
vermelho de ruténiozocorra pela via de efluxo, independente
da via de captacido é de movimento de Pi. A operacdo da via
de influxo, atuando pelo seu reverso, explicaria a
necessidade de movimento de Pi e a interferéncia do mersalil

ao reduzir o efluxo provocado pelo FCCP.

4.4. INDEPENDENCIA DE FOSFATO PARA O EFLUXO DE Ca®+ EM

MITOCSNDRIAS DE COLEGPTILES DE MILHO

A utilizagﬁo de mersalil, como inibidor do trans-
portador de Pi, permitiu algumas dedugdes a respeito do
movimento deste énion, acompanhando ou ndo o transporte de

Ca®*, em mitocéndrias de milho. No sentido de confirmar as

Sugestoes feitas no itenm anterior, procurou-se avaliar

simultaneamente o movimento de Ca** o de Pi, durante o

efluxo promovido por FCCP e por vermelho de ruténio, em
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Cal* EXTERNO LIVRE (uM)

Figura 10.Efeito do mersalil sobre o ef luxo de Ca=+

10

, 1induzido
por FCCP { A )}, ou vermelho de ruténic ( B )}, enm

mitocOndrias de coledptiles de milho. As condicdes
experimentals s3o as mesmas da Figura 5. Foram adici-
onados, onde indicado: mitocdndrias de milho (MM, %
mgl; FCCP (2 {M); mersalil (MER, 60 pM); vermelho de
ruténio (VR, 5 pM). Os tracgados continuos representam
experimentos controle, onde o mersalil néo foi adici-

onado. Estes experimentos s3o representativos de uma
série de S, '
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presenca ou ndo de mersalil. Nos experimentos segulintes
foram feitas medidas do conteldo intramitocondrial de Ca®+ a
de Pi, a partir do momento da adigdo do agente promotor de
efluxo, conforme descricd3o do item 3.7.

No experimento da Figura 11, desenvolvido en PH
7,2, observa-se o efluxo de Ca** e de Pi, promovido por
FCCP. Na auséncia de mersalil, a saida de Ca=+ & acompa-
nhada por Pi, com uma estequiocometria variando-de 0,9 a 1,6,

durante os 8 minutos de andlise. Quando mersalil estava

presente antes da adigdo de FCCP, a inibigd&o no efluxo de

Ca®* foi maior que a inibicio no efluxo de Pi. Neste caso,
a razdéo Ca®*/Pi variou de 0,6 a 1,2. Deve-se destacar que
praticamente ndo houve inibig3oc da liberagédo de Pi, embora
mersalil estivesse presente na concentragdo de 60 uM.

A agdo do FCCP como protonéforo resulta enm redugdo
do pH da matriz, e hé& registro de que a acidificacao
intramitocondrial diminui a reatividade dos grupos SH dos
translocadores de Pi com o mersalil (LICETI & FONYO, 1987,
1989) . Por isso, este experimento foi repetide em pH 7,6
(Figura 12). Na auséncia de mersalil, os resultados foram
semelhantes aos anteriores, mas um comportamento diferente
foi observado na presenga do inibidor. Neste casgso, as
velocidades de efluxo de Ca®* e de Pi foranm reduzidas

para
valores semelhantes (2 nmoieswmg”l.min"l) & constantes,
ao longo do tempo, com estequiometria em torno de 1,4, A
persisténcia de efluxo de Pi pode ser devida A& inibigdo
incompleta pelo mersalil, permitindo saida de Ca®+* & de Pi

pelo reverso da via de entrada, além do efluxo de cCa=+

resultante da operagdo do possivel antiporter Ca#®*/2H+
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Figura 11 .Efluxo de Ca**a de fosfato induzido por FCCP, a pH
7,2, em mitocOdndrias de coledptiles de wilho. Ag
condigdes sdo as mesmas da Figura 5. A cada 2 minutos
foram recolhidas amostras, como descrito em Materiais
e Métodos, para determinaciio de Ca®* o Pi. O tempo
zZero corresponde ao momento da adigdo de FFCP, feita
4 minutos apds o inicio da captagdo. Controle em
auséncia de mersalil (linhas continuas); presencga de

60 1M de mersalil (linhas tracejadas); concentragdo
intramitocondrial de Ca®* ( 4 ); concentragdo intra-
mitocondrial de Pi (@). Os dados s&o médiag, *

desviog padrdes (n=9).
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INTRAMITOCONDRIAIS

Ca?*E Pi

Figura 12.

(nmoles mg™')

70

min

Efluxo de Ca®" e de fosfato, induzido por FCCP, a pH
7,6, em mitocdOndrias de coledptiles de milho. As
condigdes sao idénticas as da Figura 11, exceto que a
concentragdo de Hepes, no meio de reacgdo foi elevada
para 10 mM, & o pH mantido em 7,6. 0Os simbolos
representam as mesmas condig¢des da figura anterior.
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No experimento da'Figura 13 a via de influxo foi
blogueada por vermelho de ruténio, permitindo que o efluxo
de Ca®* ocorresse em potencial de membrana elevado. Sob
estas condigles, a liberagdo de Ca%* foi gseguida por Pi
somente nos 2 minutos iniciais. Nesta condigdo, embora o
mersalil iniba totalmente a liberagdo de Pi, o padrdo de
efluxo de Ca®* foi o mesmo que na auséncia do inibidor, em
concordancia com os resultados j& mostrados nas Figuras 8 e
10. Portanto, tudo indica que o efluxo de Ca®* induzido

por vermelho de ruténio ¢ independente de Pi.

4.5. NUCLEOT{DEOS. DE PURINA E ACOPLAMENTO EM MITOCSN-

DRIAS DE TUBERCULO DE BATATA

A observagdo de alguns experimentos analisados
anteriormente (parte A4 das Figuras 3 e 4) mostra que
mitocOndrias de milho e de batata apresentam-se com melhor
grau de acoplamento apés a fosforilagdo do ADP adicionado ao
meio de reagdo. Muita discussao existe a este respeito,
envolvendo explicacgdes variadas que incluem o controle pela
razdo ADP/ATP (DRY & WISKICH, 1982; RUSTIN & VALAT, 1986,
DAY et alii, 1987), a opera¢gao de vias alternativas (DAY et
alii, 1987; BRYCE et alii, 1990) e o comportamento ndo
Shmico da membrana interna nitocondrial (WHITEHOUSE et alii,
1989} .

Com o objetivo de examinar com mais detalhe estas

observa¢des, foram desenvolvidos os experimentos seguintes,
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Figura 11, assim como os
diferenga de que o tempo

da adigdc de vermelho de
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Figura 13.Efeito do mersalil sobre o efluxc de Ca®* a fosfato,

ruténio, em mitocd4ndrias de
condigdes s80 as mesmas da
simbolos utilizados, com a
Zero corresponde ac momento
ruté&nio (5 uM).



utilizando-se mitocdndrias isoladas de tubérculos de batata,
onde tais alteragdes mostraram—ée mais pronunciadas. Na
Figura 14 observa-ze que o potencial de membrana alcancado
apds a fosforilacido do ADP adicioﬁado foi maior (170 mV) que
o inicialmente estabelecido (162§ mv). Iste pode indicar
redugdo na permeabilidade da @embrana interna a H*,
confirmada pelo fato de que a atividade respiratéria no
estado 4 passou a valores inferio}es (33 ng O.mg~*.min—*)
aos observados antes da adic&o de:ADP {52 ng O.mg"*.min-1).
Observa-se, ainda, que a adic3do d§ ATP regulta nas mesmas
alteragdes descritas acima. |

E importante esclareceré que os nucleotideos de
adenina s6 foram adicionados nos momentos indicados nos
tragados, ndo estando presentes désde o inicio da incubagdo.
Nog experimentos do presente trabalho, toda vez que se
pretendia trabalhar com mitoc&ndréas energizadas, o succi-
nato foi utilizado para este fim,ésem a utilizacgdoc simulta-
nea de ATP. Alguns pesquisadores incorporam ATP ao meic de
reagdo, antes mesmo da adigdo de ﬁitoc@ndrias, com o suposto
objetivo de ativar a succinato fdesidrogenase {(NEUBURGER,
1985; DJEBAR & MOREAU, 1987). Comé pode ser observado pela
Figura 14, a zuccinato desidrogenése ja& se encontrava ativa,
mantendo uma atividade respiratéria relativamente elevada,
assim como um potencial elétrico ée membrana suficiente para
promover a atividade fosforilativé. Portanto, o2 nucleoti-
deos adicionados estdo agindo tamﬁém de uma outra forma, ao
contribuirem para o maior acoplaméntojalcangado.

A literatura tambén registra amplamente que, para

se obter mitocOndrias de plantas acopladas, ¢ necessario o
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Figura 14 .Efeitos de nucleotideos de adenina sobre o potencial
de membrana (4Yy) e o consumo de Cuw, em mitocédndrias
de tubérculos de batata. As condicdes sio

as nesmas
onde indicado:

1 mg); ADP (100 nmoles);

Os numeros entre parénteses 1ndlcam
, em ng étomos de O.min"?* mg-»*
Estes experlmentos S8 representatlvos de uma série
de 5.

da Figura 3. Foranmn adicionados,
mitocdndrias de batata (MB&
ATP {100 nmoles).

o consumc de O.

84



uso de BSA no meio de reagdo (DUCET, 1979; DIOLEZ & MOREAU,
1983, 14988} . Diante disso, procurou-sea avaliar a
interferéncia do BSA nas alteragdes descritas nos paragrafos

anteriores. Para isso, foram isoladas mitocdndrias de
batata, sem a presenca de BSA en quaisquer dos meios
utilizados (desde o de extracd3o até o de reagdo). Os
experimentos degsenvolvidos com estas mitocOndrias
encontram-se representados na Figura 15. Vé-ge que, na
auséncia de BSA, o potencial de membrana inicialmente
construido & muito baixo { em torno de 125 mV) & gque o sey
valor é aumentado pela incorporac¢do de BSA e/ou ATP ao meio
de reagdo. O uso isolado de cada uma destas subst3ncias 6
foi capaz de elevar o potencial para cerca de 140-145 mVv.
Entretanto, o seu uso simultaneo permitiu que fossem
atingidos potenciais de 160 v, andlogos aos obtidos com
mitocOndrias isoladas em presenca de BSA desde o inicio.
Como o acréscimo de BSA acarreta  aumento no potencial de
membrana, e esta proteina ¢ tida como capaz de se ligar a
acidos graxos livres (WOJTCZAK & WOJTCZAK, 1960; DIOLEZ &
MOREAU, 1983), um fator adicional tem que ser considerado.
De inicio supde-ze que a presenga de Aacidos graxos aumente a
permeabilidade da membrana interna nmitocondrial e que  a
atuagao dos nucleotideos seja independente deste efeito, uma
vez que o os seus efeitos sdo0 aditives e independentes da
ordem em que sSd0 acrescentados ao meio.

Pelos experimentos anteriores ndo se pode dizer se
as alteragdes observadas eram devidas ao ATP produzido, ou
ac proprio ADP adicionado, nem se era necessaria a presenca
destes nucleotideos no interior das mitocOdndrias. Na tenta-

tiva de esclarecer estes aspectos, langou-se mic de unm
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Alteragdes no potenulal elétrlua de membrana (4y),

promovidas por BSA e ATP, em mitocOndriasz de tubércuw
los de batata, isoladas na auséncia de BSA. As condi-~
¢cBes sdo 1déntlcas as da Figura 3, exceto gque o melo
de reagdo ndo continha BSA. Foram adicionados, onde
indicado: mitoec®ndrias de batata (MBa, 1 mg); BbA (1

mg); ATP (100 nmoles). Estes experlmentos 2880 repre-
sentativos de uma série de 5.
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inibidor da translocase de nuéleotideos de adenina (ou
translocador  ADP/ATP), e lécarboxiatractilato (CAT)
(KLINGENBERG et alii, 1978), aséim como de& um inibidor da
sintese de ATP, a oligomicina (NrCHOLLS, 1382) .,

Os experimentos desenﬁdlvidos na presenca destes
inibidores encontram-ze repré#entados na Figura 16,
Observa-~-se que ¢ potencial iniciglmente estabelecido foi de
cerca de 160 mV e que a prépria ﬁﬁigéo de CAT resultou no
aumento de cerca de 6 unidades éﬁ AY. A adicdo de ADP ao
meio ndo foi acompanhada de quedaitemporaria no potencial,
indicando que o inibidor foi ativo em impedir a entrada do
nucleotideo, e que este ndo foi fosforilado. Ao contrario, a
adigso de ADP resultou em elevag3§ imediata na magnitude do
potencial para valor préximo a 175 mV. Observa-se, ainda, o
mesmo resultado quando o nuclaotideo adicionado ¢ ATP, ou
meamo GDP. Estes resultados indicém qua o afeito obtido &
resultante da atuacdo de nucleoiideos de purina no lado
externc da membrana mitocondrial:interna. Embora a proépria
translocase de nucleotideos de adenina possa interferir no
nivel de acoplamento destas mitoCbndrias, o efeito da adicgdo
de nucleotideos de purina deve sé? independente deste trans-
locador, uma vez quea, neste expefimento, O mesmo encontra-se
inibido.

Ainda na Figura 16, podé sear visto que, mesmo em
presenca de oligomicina, a adigabgde ATP resultou em aumento
no nivel do potencial de membrana; Isto indica que o efeito
obtido ndo e devido a hidrélige dé ATP. O mesmo pode ser
dito em relacdo ao outro tipo Eae nucleotideo de purina

testado (GTP). Deve ser ressaltado, entretanto, gque o resul-
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MBa " MBa

Alteragdes no potencial elétrico de membrana (4Y), em
mitocOndrias de tubérculos de batata, promovidas por
nucleotideos de purina, em presenga de carboxiatrac-
tilato (CAT) ou de oligomicina (OLIGO). As condicgdes
880 as mesmas da Figura 3. Foram adicionados, onde
indicado, mitocéndrias de batata (MBa, 1 mg); CAT (20
MM); oligomicina (2 ug); ATP, ADP, GTP ou CDP (100
nmoles) . Estes experimentos s3o representativos de
uma seéerie de 5. 3
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tado da adigdo de nucletideos de. adenina foi semnpre mais

réapido e conduziu a niveis mais elevados de 4§ do que os

obtidos com o uso dos nucleotideos de guanina.

4.6. LIGAGAO DE NUCLEOTiDEOS DE PURINA A MITOCSNDRIAS

DE FiGADO E DE BATATA

Diante dos resultados @eacritos no item anterior,
indicativos da atuacdo dos nucleétideos ao nivel externo da
membrana interna, procurou-se avéliar a ligacd3o de ATP & de
GTP a mitocOndrias de batata, emicomparagéo com mitocdndrias
de figado de rato, cujo valor de;AU ndo & afetado por estes
nucleotideos. Neste caso as é organelas encontravam-se
desenergizadasz, e os resultados éencontrammse representados
na Figura 17. Nota-se gque a liga§§o, tanto de ATP quanto de
GTP a mitocOndrias de figado, maﬁtevewse em niveis senpre
inferiores aos observados com aséorganelas de batata. Além
disso, a ligag¢io em figado mostréu~se independente do pH, ao
contrario do observado em batata: onde a ligacdo foi maxima
no pH mais baixo testado (6,0). ﬁeste pPH, a ligagdo de ATP e
de GTP a mitocOndrias de bataﬁa foi cerca de 3 vezes
superior & de figado. Em ambos 05 casos houve maior 1ligagdo
de ATP que de GTP. Deve ser resséltado que, nos experimentos
desenvolvidos com ATP, o meio deéreagéo era acrescido de CAT
(no sentido de evitar a ligagéo- a translocase de
nucleotideos de adenina) e de ApﬁA (para inibir a atividade
da adenilato quinase). N3o se egﬁerava ligagdo alguma dos

nucleotideos, zob estas ccndigﬁes, a mitocOndrias de figado.
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Figura 17.

1:6-—1

1,2

NUCLEOTIDEO LIGADO (nmotes.mg™)

| A

HP

Ligagdo de nucleotideos de purina a mitoctndrias iso-
ladas de figado de rato e de tubérculos de batata, em
fungdo do pH. As mitocOndrias foram incubadas em
"meio basico de reagdc", conforme descritoc em Materi-~
ais e Métodos. MitocOndrias de batata (0,e); mitoctdn-
drias de figado (A4,4); incubagdo com GTP (0,A); incu-
bagdo com ATP (@,A). Os dados representam médias =+
deavios padrdes (n=9).
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O0s wvalores encontrados podem éser devidos a ligagdes
inespecificag, ou mezmo a retengéo no espago intermembranas.
Os niveis mais elevados e a depeﬁdéncia do pH indicam que,
noe caso das mitocdndrias de bataéa, 08 valores obtidos devem

corresponder & ligacdo efetiva, além das ligagdes

inespecificas.

4.7. ALTERAGDES NA PERMEABIQIBADE A K* E/0U Cl- PROMO-
VIDAS POR BSA E NUCLEO?iDEOS DE PURINA EM MITOCSN-

DRIAS DE BATATA

Em mitocOndrias de plantas esté presente um anti-
porter RK*/H* 6  extremamente ati@o, que  lhes confere uma
elevada permeabilidade ao K~ {HENSLEY & HANSON, 1975; JUNG &
BRIERLEY, 1979: FLUEGEL & HANSON; 1981). A atividade deste
antiporter & responsabilizada peio reduzido valor de ApH e
elevado Ay apresentado por est#e mitocdndrias (DIOLEZ &
MOREAU, 1987). Além disso, MURPHYé (1989) considera que a
atuagdo deste trocador resulta éem vazamento de prétons
(leak), acarretando em transdugaoéincompleta do 2pH* em ATP.

Como a atividade deste &rocador K*/H* interfere no
potencial de membrana, foi procurédo um relacionamente entre
a atuagdo de BSA e dos nucleotﬁdaos de purina sobre a
rermeabilidade a K* e ¢1-. Par? iéto, foram executados
exXperimentos de inchamento mitocohdrial, emn meio isosmdtico

de KC1 (150 mM), wutilizando-se mitocOndrias isoladas de
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tubérculos de batata, na auséncié de BSA.

Um experimenio tipico3de inchamento mitocondrial
encontra-se representaﬁo na Figurh 18. Observa-se que em pH
7,8 a simples incorporégac de miﬁocandrias ao meio ja& resul-
ta em inchamento egpontineo, indﬁﬁativo da elevada permea-
bilidade destas mitocdndrias ao :k+ € ao Cl”, neste pH.
Esta permeabilidade ¢ reduzida sé;no meio estiverem presen-
tes GDP ou BSA. Com o SSA observbh—se redu¢do mais intensa,
sendo que a presenca de ambos raé@ltou em efeito cumulativo.

Este fendmeno & extremémente dependente do pH,
conforme pode ser visté na Figuf% 19, onde se evidencia
queda no inchamento es@onténeo, é#ompanhando a gqueda no pH
do meio de reagd3o. A presenca aé BSA e/ou GDP no meio
reduziu o inchamento observado, cbm efeitos mais pronuncia-
dos em valores de pH mais elevadoé. E importante notar que
56 a presenga de BSA foi suficieh#e para reduzir drastica-~
mente o inchamento egpontineo desﬁe tipo de mitocHndria. Sem
a presenga de BSA, apenas o aba?xamento do pH para 6,0
também resultou em 5upfess§o quaé% completa do inchamento.
Isto indica uma participagao de égidoa graxos, gue poderiam
estar ativando algum canal dep@nﬁ?nta de pH ou o préprio
trocador B+ /H+

Pela Figura 20 pode seféobservado gque também o ATP
& capaz de inibir o inchamento eéponténeo de mitocOndrias de
batata, em meio sem BSA a pH 7,8;§com efeito mais acentuado
que o do GDP. Notawse,:ainda, quéétais efeitos ndo podem ser
atribuidos & ligagso d@s nucleotiﬁaos de purina ao trocador
ADP/ATP, uma vez que a:presenga dé CAT ndo interfere nos

seus efeitos, nem altera 0 ¢ inchamento inicialmente

observado.
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Efeito de BSA e de GDP sobre o inchamento de mitocédn-
drias de tubérculos de batata. 0,5 mg de proteina mi-
tocondrial foi adicionada (onde indicado por MBa) a
1,0 ml de meio contendo KC1 (150 mM), HEPES (2 mM},
PH 7,8 e oligomicina (2 wg/ml). Controle (a); meilo
acrescido de 1 mM de GDP (b); BSA 0,5 mg/ml {c); BSA

+ GDP (d). Estes experimentos s30 representativos de
uma série de §.
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Figura 19. Efeito de BSA e de GDP sobre o inchamento de mitocédn-
drias de tubérculos de batata, em fun¢do do pH. As
condigBes foram as mesmas da Figura 18, considerando-
se intervalos de 4 minutos. Controle (®); GDP (A );
BSA (0O); GDP + BSA (A). Os dados sdo médias + desg-
vios padrdes (n=3). : .
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Figura 20.

Alterag®es no inchamento de mitocdndrias de tubércu-
los de batata, promovidas por ATP ou GDP, em presenca
de carboxiatractilato. As condigdes foram as mesmas
da Figura 18. As linhas tracejadas representam condi-
¢Oes onde o CAT estava presente, na concentracgdo de
30 uM, e as linhas continuas na sua auséncia. Contro-
le {a); meio acrescido de GDP 1 mM (b); meio com ATP
1 mM (c). Estes experimentos sao representativos de
uma série de 5. 5
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O experimento da parte A da Figura 21 permite
observar o reduzido inchamento mitocondrial que ocorre em pPH
7,2. Nesta situagdo foi necessiria a adi¢8o de wvalinomicina
bara a ocorréncia de um inchamento mais pronunciado. Como a
valinomicina atua como iondforoe de KR+ (PRESSMAN, 1976)
pode~se inferir que o abaixamento do PH reduz a atividade do
antiporter K* /H+ | sen interferir no transporte de

Cl-. Como, mesmo em presenga do iondforoc de K*, houve

redugdo do inchamento pela adigdo prévia de GDP ou ATP ao
meio, € provavel que os mesmos estejam atuando ao nivel do
transporte de Cl-, reduzindo a atividade de algum canal da
membrana interna mitocondrial.

Resultados anadlogos sdo obtidos a pH 7,8, desde
que B3SA esteja presente no meio{ conforme representado na
parte B da Figura 21. A anidlise & semelhante, sugerindo que

o0 trocador K*/H* seja ativado por acidos graxos (uma vez que

sua atividade é inibida por BSA). Também nezte casgs, 08
nucleotideos adicionados devem atuar sobre o transporte de

Cl™, ao nivel de algum possivel canal.

4.8. ISOLAMENTO DE UMA PROTEfNA DE MITOCONDRIAS DE

TUBERCULOS DE BATATA CON POSSIVEL FUNGRO DESACO-

PLADORA

Algumas das caracteristicas de mitocOndrias de
plantas, evidenciadas pelos resultados apresentados nos
itens anteriores, fazem lembrar as caracteristicas especiais

de mitocOndrias de tecido adiposbé marrom (JEZEK et alii,
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Inchamento de mitocdndrias de tubérculos de batata,
promovido por valinomicina. As condigdes foram as
mesmas da Figura 18, sendo que em A o pH do meio
foi reduzido para 7,2 e em B foi mantido em 7,8,
mas acrescido de BSA (0,5 mg/ml). As linhas
tracejadas representam controles desenvolvidos sem
adigdo de valinomicina. Controle {a}; 1 mM de GDP (b)
e 1 mM de ATP {c). As setas indicam a adig3o de

valinomicina (0,06 uM). Estes exparimentos s8o repre-
sentativos de uma série de 5.
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1988). Em uma revisdo, NICHOLLS (1979) relata que as
primeiras preparagles de mitocOndrias de tecido adiposo

marrom nado demonstravam controle reapiratério e falhavam em
executar qualquer fungdo relacionada com conservacao de
energia. As falhas foram relacionadas a presenca de
concentrag¢des desacopladoras de acidos graxos, suplantadas
pelo uso de altas concentracBes de BSA. Resultados anadlogos
encontram-se representados na Figura 15, considerando-se
mitocdndrias de batata. Nicholls cita, ainda, que adigles
seqllenciais de ADP geralmente conduziam a uma melhoria
progressiva do controle respiratério, com o aumento da
concentragao total do nucleotideo no meio. & o que também
ocorre com mitocdndrias de plantas, conforme encontra-se
registradoc nas Figura343 e 4. Este mesmo autor cita que um
grupo de nucleotideos (GTP, GDP, ATP E ADP) & efetivo na
promogdo da melhoria citada. No caso de mitocdndrias de
batata foram observados resultados semelhantes {Figuras 14 a
16).

Cutras semelhangas podem ser destacadas. Dentre
elas a capacidade de mitocéndrias de batata ligarem GTP e de
manterem ligagio elevada de ATP, enm presenca de CAT (Figura
17), semelhantemente a0 registrado por NICHOLLS (1976).
Outro aspecto refere-se a inibig&o do inchamento
mitocondrial por BSA e nucleotideos de purina, aqui
ilustrado pelas Figuras 18 e 19, de modeo extremamente
semelhante ao registro de NICHOLLS (1974} .

Estas semelhangas sugerem a possibilidade de
existéncia, nas mitocébndrias de batata, de uma proteina que

permeabilize a membrana mitocondrial interna a protons e
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Cl-, a semelhanga do que faz a proteina desacopladora de
mitocOndrias de tecido adiposo marrom (NICHOLLS, 1974b,
1979; NICHOLLS & RIAL, 1984; GARLID, 1990).

Procurou-se, entd3o, isolar uma proteina com
possivel atividade desacopladora a partir de mitocdndrias de
tubérculos de batata. Contando com a colaboragdo dos
Professores Ant6nio ¢. Bianco (USP- 5P) e Wamberto A.
Varanda {(USP- Ribeirio Preto} foi feito um primeiro
isolamento utilizando-se paralelamente mitocdHndrias de
tubérculos de batata e de tecido adiposo marrom de ratos. O
metodo utilizado é especifico para a proteina citada (por
razdes gue serdo discutidas posteriormente) e resulta, no
caso do tecido adiposo marrom, na obten¢dc uma Unica banda
proteica de peso molecular de 32 kDa.

A eletroforese mostrada na Figura 22 & resultante
de um dos isolamentos feitos com mitocdndrias de tubérculos
de batata. Ap6s um tratamento inicial com Lubrol, =
solubilizagdo das proteinas de membrana com Triton X~100, o
extrato foi passado através de uma coluna de hidroxiapatita,
4 temperatura ambiente. Amostras das fragdes que apresenta-
vam proteina foram aplicadas ao gel de SDS~-poliacrilamida
(12%), e correspondem as colunas de 3 a 6 na Figura 22.
Veé-ge que as fragdes encontram-se altamente purificadas,
apresentando uma banda protéica mais evidente, com peso
molecular em torno de 35 kDa. Muitos foram o8 ilsolamentos
com resultados semelhantés. Em alguns{ onde a resolucgdo da
eletroforese parece ter sido maior, foram observadas duas
manchas fortes (de igual intensidade e muito préximas) nas

faixas de 35 e 34 kba, além de uma mancha muito fraca na
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Fipura

|2

Eletroforese em z2l de SDS—PDliacrilamida de  fragdSes
contendo uma proteina com possEivel fungio desacopla-
dora, purificada de mitocdHndrias de tubérculos de

batata. Coluna 1: padrdes de peso molecular; 2:
anidrase carbdnica; 3: Fragao A; 4: Fragdo B; 5
Fragdo C; 6: Fraclo D. As fragdes A a D foram
recolhidas, em seqiiéncia, apéds a pasgagem do extrato
em coluna de hidroxiapatita, conforme deserito no

item 3.11. Os valores & esquerda correspondem aos
pesos moleculares (em kDa) dos padrdes utilizados.
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regiac de 30 kDa, conforme pode %er observado na Figura 23.

E dificil comparar est%s resultados com outros de
vegetais, uma vez que sio rariss?moa 08 registros de isola-
mento de proteinas integrais de @itocéndriaﬁ de plantas. Una
das excegdes se refere ao isciamanto da translocase de
nucleotideos de adenina, a parti% de mitocébndrias de milho,
registrado por HAWKESFORD & LEAV?R (1987}, que ¢é mostrada
como tendo peso molecular em torﬁo de 30 kbDa, como tambémn
ocorre com este translocador e@ mitocOndrias de animais
(KLINGENBERG et alii, 1978). Po?tanto, & provavel que a
mancha na faixa de 30 kbDa, obsefvada na Figura 23, seja
correspondente a esta translocasé.

E interesante reaaalta% que o método utilizado
Para o isolamento da proteina deéacopladora & uma adaptacdo
daquele utilizado para o isolameéto do trocador ADB/ATP (LIN
& KLINGENBERG, 1982; KLINGENBERG & LIN, 1986). A dnica
diferenga refere-se a passagen péla coluna de hidroxiapati-

ta, gue para a UCP & feita & temperatura ambiente, ao inves

de 4 °*C.

4.9. INCORPORAGAC DAS PROTEiNAS ISOLADAS EM BICAMADAS

LIPiDICAS

O resuyltados descritog a geguir foram obtidos =&
partir da incorporacdo da protéina isolada a bicamadas
lipidicas planas. Este tipo de ' experimento baseia-gse na

possibilidade de observacdo eletrbfisiolégica de viasg condu-
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Figura 23.

A B

94 i

67

43

30

Eletroforese em gel de SDE-Poliacrilamida da proteina
com possivel fungdo desacopladora de mitocdndrias de
tubérculos de batata. Os padrdes de pesoc molecular
foram corridos na coluna ‘A (com pesos anotados a
esquerda) e o extrato resultante do isolamento
aplicadoe na coluna B. :
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tivas induzidas por proteinas (canaisg). Para tanto, mede-se,
num primeiro passo, a condutancia da bicamada pura e, entdo,
na presenga de um agente supostamente formador de canal. A
incorporagdo do canal é evidenciada por saltos discretos na
conduténcia do sistema, indicando a transic¢gdo entre os esta-
dos conformacicnais abertoz e fechados, possiveis de serem
adotados pela proteina. A Figura 24 mostra um experimento
tipico. Em A a condutdncia da membrana foi medida na ausén-
¢ia da proteina. Nota-se que a aplicag¢do de uma diferenca de
potencial de +50 mV (seta) resulta apenas num transiente
capacitivo, com a corrente estacionaria muito préxima de
zero, apesar da manutengdo da voltagem. A resisténcia desta
membrana ¢ maior que 10*® ohms. Em B temn-se a mesma mem-
brana em presenga da proteina, adicionada ao lado cis. A
aplicagdo de + 20 mV resulta no aparecimento de uma corrente
que flutua entre niveis discretos, indicando a incorporacdo
de vias condutivas na membrana (canais). O painel € mostra o
nesmo canal, porém em escalas de tempo e corrente ampliadas.
Chama a ateng¢do o fato do canal permanecer a maior parte do
tempo no estado aberto (probabilidade de encontra-lo aberto
é maior que 90%), com fechamentos episddicos de duracgdo
nédia ao redor de 500 ns.

Os tragados da Figura 25 mostram o comportamento
do canal em funcdo da voltagem aplicada através da membrana.
Nota~-se que a c¢inética de abertura e fechamento é
praticamente independente da voltagem; ou seja, para
qualquer voltagem o canal permansce aberto pelo menoa 90% do
tempo de observagdo. Outro dado que chama a atengdo & o fato

de ndo observarmos saltos de conduténeia com tamanho Gnico.
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Figura 24. Fluxos de corrente idnica através da proteina  com

possivel fungao desacopladora, isolada de mitocdn-
drias de tubérculos de batata, incorporada en
bicamada lipidica, em condicBes controle. Em A a

voltagem foi fixada em + 50 mV, a partir do momento
indicado pela seta. Nos demais a voltagem foi fixada
em +20 mV, sendo que em B 0O registro foi feito com
ganho baixo e em C com ganho , aumentado. AS setas
indicam o sentido de abertura do canal.
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Figura 25,

Fluxos de corrente i®nica através da proteina com
possivel funcdo desacopladora, isolada de mitocbdn-
drias de tubérculos de batata, incorporada em
bicamada lipidica, submetida a diferentes voltagens .
A: membrana submetida a +40 mV, a partir do momento
indicado pela seta; B: idem A, com g8anho ampliado;
C: ~40 mV; D: +80 mV. As setas indicam o sentido de
abertura do canal.
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Assim, na parte B (Figura 25) pode-se distinguir claramente
pelo menos 3 niveis discretos de conduténcia, indicados
pelos nimeros 1, 2 e 3. 0 tragado D, além de confirmar todag
as informag¢Bes descritas, mostra que quando um dos estados
grandes desaparece (fecha) o menor nio ase manifesta (parte
final do tragade). Isto indica que o canal incorporado é
Unico, com estados diferentes de abertura, ndo se tratando
de trés canais diferentes.

As condutdncias observadas indicam que pelo menos
107 ions devem permear o canal por segundo, o© que indica
que a proteina obtida n3oc se trata de una translocase
(BENTRUP, 1989; HEDRICH & SCHROEDER, 1989). No caso de um
carregador ndo se espera mais que 10" ions por =egundo, e
isto ndo seria detectavel pelo sistema, j& que a corrente
resultante seria muito pequena.

A anadlise de diversos tracados de corrente contra
tenpo permitiu a montagem da Figura 26, onde se relacionan
as voltagens aplicadas & as correntes correapondentes a cada
transigdo encontrada. As transigdes de 235 pS foram as mails
fregilentes, seguidas pelas de 110 PS. As de 300 pS s8o raras
e permanecem quase 100% do tempo no estado aberto. A
linearidade observada em todos 0s casos sugere que o canal
possuil um comportamento Ohmico, ndo variando sua condutlncia
com a voltagem.

Na Figura 27 observa-se a relagdo IxV, para o
canal em estudo, submetide a um gradiente de concentracdo de
RCl de 3:1. No lado cis da cémara havia KCl 0,3 M e do outro
lado KC1 0,1 M. Nota-se que a reta gue descreve os pontos

experimentais ndo passa pelo zero, ou seja, nesta condigdo
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(pA)

CORRENTE

Figura 26.

30 ¢

-30 1

VOLTAGEM (mV)

RelacBo entre corrente e voltagem através da membrana
para o canal da proteina com possivel fungdo desaco-
pladora, isolada de mitocfOndrias de tubérculos de
batata, incorporada em bicamada lipidica. Canais com
condutancia ao redor de: 35 pS (+ ); 110 pS (A y; 300
pS (0 ). Cada ponto representa a média de pelc menos
50 leituras, nosg tracados de corrente contra tempo. O
erro padrdo ndo foi mostrado, por ser despregsivel.
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Figura 27.
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Relagdo entre corrente e voltagem para o canal da
proteina com possivel fungio desacopladora, isolada
de mitocdndrias de tubérculos de batata, incorporada
em bicamada lipidica, na presenca de um gradiente de
concentragao de KCl de 3:1. No , lado cis havia KCl
0,3 M. © canal em evidéncia ¢ o de 110 pS. Cada ponto
representa a média de pele menos 50 leituras, nos
tragados de corrente c¢onta tempo, nas voltagens
indicadas. A seta indica o potencial de reversio.
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existe corrente através da membr%na, mesmo sem a aplicacgdo
de qualquer potencial externo. Na?verdade, a corrente s6 &
zero quando a diferenga de poteﬂcial aplicada ¢ igual a
+16 mV. Este é o potencial de r&versao, que, pelo valor
positivo obtido, indica seletivid?de a dnionsg maior que a
cations, ou seja, os Anions migrah preferencialmente do lado
cis ao trans. A magnitude do mesm? indica que o cloreto é
cerca de 10 x mais permeédvel que ; potassio, por este canal.
Esta razdo de permeabilidade podeéser calculada aplicando-se
a equagao de Goldman, Hodgkin & éKatz a¢ sistema. Embora
tenha sido representada apenas a ?transiqéo de 110 pS8S, a
mesma seletividade & observada co@ as outras (35 e 300 ps).
Procurou-se investigar 5 efeito do ATP sobre o
canal incorporado a bicamada. £ o;que se observa na Figura
28, que apresenta tracados de co}renta contra tempo, com
voltagem fixada em +20 mV, tendo %ido adicionado ATP (0,5
mM) ao lado cis. Nota-se, no tragédo A, que a corrente total
qua passa pela membrana em praaebga de ATP, ¢ cerca da
metade da que passava na situagéo? controle (tragado B da
Figura 24). Com as escalas expandidas (tragado C) observa-se
que as subunidades maiores desaparecem do tragado. Além
dizso, as subunidades de conduténéia menores  invertem seuy
comportamento cinético em relagdsé ao controle, ou seja,
ficam agora grande parte do tempoéfechadas e 08 saltos de
corrente sdo mais freqiientes no s%ntido de abertura. Estes
dados evidenciam que o ATP tem ef%ito gobre o© canal aqui
reconstituido semelhante ao ob%ervado em mitocOndriasg
intactas (maior acoplamento). Isté vem reforgar a idéia de

que a proteina isolada possa funcionar como desacopladora.
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Figura 28.
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Efeito do ATP sobre a corrente ifnica atravéas da
proteina com possivel fungdo desacopladora, isolada
de mitocOndrias de tubérculos de batata, incorporada
em bicamada lipidica. As condigBes s3o idénticas as
da Figura 23, exceto que ATP foi adicionado ao lado
cis, na concentracdo de 0,5 mM. Em A o ganho esta

reduzido em relagdo a B . A seta indica o sentido de
abertura do canal. 5
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Na Figura 29 observa-se o comportamento do mesmo
canal submetido a -20, -40 e - 80 mV. Em todos os tracados
observa-se que a magnitude da ccfrente total que passa pelo
canal € muito menor gue as obsef?adas na auséncia de ATP
(Figura 25). Em A obssrva-se o ;fechamento progressivo do
canal, restando, apés alguns segundos, apenas o subestado
menor, Este subestado menor éncontramse registrado no
tragado B (com escalas ampliédaﬂ), onde se ressalia a
tendé&ncia no sentido de tantativés de abertura, mas permane-
cendo fechado a maior parte do témpo, isto &, inverte-se o
padr&o c¢inético. No trégado D no{anse a abertura curta do
estado grande e seu fechamanéoo definitivo em  poucos
segundozs. Apds este fechamento, %6 a subunidade menor se
manifesta.

Esta série de experimeétos tambeém foi desenvolvida
utilizando vesiculas lipidicas, éontendo as mesmas proteinas
isoladas, e a incorporagdo destaé vesiculas & bicamada. Os
resultados foram semelhantes aoséjé descritos, e por isso
ndo estio mostrados.

Também fol testada a a@igao da CAT a0 meio de
incubagdo, sem que fossem obser§§daa alteragdes no comporta-~
mento dog canais incorporados.

E ainda importante res;altar que' foram tentados
isolamentos protéicos semalhanteé, bartindo—se de mitocdn-
drias de figado de rato, e que a% fragdes obtidas foram tes-
tadas em bicamadas, ndo ge obtehﬁo nenhum resgultado gue se
assenelhasse aos obtidos com:§a3 proteinas isoladas de

batata.

E pouco provavel que o Triton presente esteja
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Figura 29.

Comportamento do canal da proteina com possivel fun-
¢do desacopladora, isolada de de mitoctHndrias de

tubérculos de batata, submetido a diferentes
voltagens, em presenca de ATP. Em A o canal foi
submetido a ~20 mV, assim como em B , onde o ganho
esta ampliado. Em € , -40 mV, e em D , -80 mV. As

setas indicam o sentido de abertura do canal.
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determinando os fen®menos observados, uma vez que a sua
concentragdo final no neio dé incubag¢do ficou em torno de
0,005 % e que a perfusdo da camara (com solugdo 1livre de
Proteina e Triton) ndo remove os canais J& 1incorporados a
bicamada. Além disso, foram feitos experimentos controlea,
com a adig8o de apenas Triton a cdmara, na mesma faixa de
concentragdo utilizada anteriormente, sendo que a bicamada

nao mostrou altera¢des significativas de condutancia.
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5. DISCUSSAO

5.1. ASPECTOS RELACIONADOS AO TRANSPORTE DE Ca=+

Os sistemag_transportaﬁores da Ca@w Prezentes em
mitocOndrias de plantas tém reveiado mais semelhancas aos
encontrados em animais do que 8& pensava inicialmente. Com a
intensificag8o das pesquisas, muitas interpretag¢des iniciais
puderam ser revistas, sendo possivel atualmente distinguir
as interferéncias decorrentes gde alguns artefatos de
preparagac das organelas, daqu@lés caracteristicas realmente
particulares de mitocO®ndrias de_@egetais.

Trabalhos recentes téméconfirmado & presenga de um
sistema transportador de Ca®*  semelhante aoc de animaig, em
mitocOndrias isoladas de pléntulés de milho, feijdo, soja e
cafe (MARTINS & VERCESI, 1985{ MARTINS et alii, 1986;
CARNIERI et alii, 1987; VERCESI et alii, 1989) e en
mitocdndrias de tubérculos de alcachofra-de~Jerusalénm
(RUGOLO et alii, 1990).

Og registros iniciais indicavam a preszenga de uam
sistema transportador de Cas=+ emé apenas algumas espécies
vegetals. CHEN & LEHNINGER (1973}?concluiram que apenas as
mitocdndrias obtidas d@ batata egﬁe batata-doce apresentavam
sitios de alta afinidade e céptavam Ca®=*  através de
mecanismos bastante rudimentares;fquando comparados aos de

mitocdndrias de animais. Segundo estes autores, asg
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mitocOndrias das outras espécfes analisadas {cenoura,
beterraba, nabo, cebola, repolho; alcachofra, couve~flor,
abacate, feijdo e milho) ndo é apresentavam transporte
eletroforético de Cam+ DIETER & éMARME (1980) também nado
obtiveram captacdo de Ca®=« am mitﬁcdndrias de coledptiles de
avela e mostarda, bem como eh raizes de nmilho, mas
registraram resultados positivos ém coledptiles de abdbora,
ceélulas de cenoura em suspensio e%coleéptilea e folhas de
milho. Regsalta-se a discordanciaéentre estes autores no que
se refere as mitocOndrias de ;milho. Este aspecto foi
esclarecido por MARTINS & VERCE%I (1985), mostrande que
mitocdndrias de coleSptiles de miiho se comportavam como as
obtidas de raizes, com atividade ae captagdo de Ca®* pguito
mais elevada gque as anteriormenteéragistradas, para qualqguer
outro tipo de materisl végetal. Eétes tltimos autores tambén
registraram auséncia do transportédor de Ca®* em folhasa de
repolho, em concorddncia com os dédos iniciais de CHEN &
LEHNINGER (1973}. |

No presente trabalho, eétao apresentadas evidén-
cias de que também as mitocOndria% de tubérculos de batata e
de raizes de beterraba nio aéreaentam trangportadores
mitocondriais de Ca=-+ (Figuras 4 € 5). No que se refere &
beterraba, estes dadoz coincidem éom os de CHEN & LEHNINGER
(1973}, mas sdc discordantes en relagdo aocs tubérculos de
batata. Diante dos valores de controle respiratério obtidos,
assim como dos niveis alcangados de potencial de memnbrana
(em torno de -160 mV) e da capacidade fosforilativa,
evidenciada pela resposta a adigdo de ADP, torna-se claro

que a ndc captagdo de Ca®* por parte de mitocdndrias de
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batata e de beterraba se deve a inexisténcia do

trangportador nas organelas destasg egpacies.

E de se esperar que o rol de especies vegetais com
mitocOndrias capazes de captar Ca®" ge altere ao longo do
tempo, a medida que forem obtidas preparagdes com maior grau
de integridade e capacidade de gerar potencial elétrico de
membrana, condicdo essencial para o influxro eletroforético
do cation,

Ndo hé registros na literatura de possiveis expli-
cagdes sobre a inexisténcia do transportador mitocondrial de
Ca®* em alguns tipos de plantas. Os autores apenas se refe-
rem ao fato de ser uma caracteristica geneticamente determi-
nada e prépria de determinada egpacie ou tecido. Apenas CHEN
& LEHNINGER (1973) tentaram alguma andlise a respeito, ava-
liando o teor de Ca®* no interior das mitocOndrias das 13
espécies de plantas por eles investigadas. & dificil discu-
tir os dados apresentados por estes autores, uma vez que ha
grandes discordéncias quanto as espécies consideradas por
eles como capazes de captar Ca®* ., & o8 resultados do pre—
sente trabalho. & importante considerar que as divergéncias
foram atribuidas a4 qualidade das preparagSes mitocondriais,
como um reflexo do grau de integridade da membrana interna,
que pode alterar os valores dos niveis 2nddézencs de Ca¥+ o
outrog ions,

Existe a possibilidade de qQue a inexisténcia do
transportador mitocondrial de Ca=+ ge deva a algum mecanismo
protetor das mitocondrias déstas espécies. Dados obtidos pela
analise das cinzas mostraram teores de Ca%+ en batata e

beterraba mais de duas vezes superiores acs de coledptiles
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de milho (20,4 nmoles.mg~"* de maiéria seca no milho, con-
tra 48,5 e 71,5 na batata e na beterraba, respectivamente) .
Ao contrario, o teor de Mg+ nosjéoleéptiles de milho & o
dobro (102,1 nmoles.mg"*) do enco%trado nos tubérculos de
batata e nas raizes de beterraba.g Assim, na batata e na
beterraba a razdo Ca®* /Mgz+ & ceréa de 5 vezes maior que
nog coledptiles de milho. Estes dédos 830 importantes quando
se& considera que o complexo Mgm*—ADP & o verdadeiro subs-~
trato da ATP sintetase, e que o Céﬁ* atua como inibidor da
fosforilacgdo oxidativa, por competir com o Mg®* na forma-
¢80 deste complexo (FAGIAN et alii, 1986; VERCESI et alii,
1989). Além disso, assim como a :fosforilagée oxidativa, a
captacac mitocondrial de Cam«+ é% dependente do potencial
elétrico de membrana. Tanto que, se ADP e Ca®* forem
adicionados simultaneamente a umé suspensdo mitocondrial,
enquanto todo o Ca®* adicionado néo tiver sido captado o
ADP né&o ¢ fosforilado (ROSSI & LEHNINGER, 1964; VERCESI et
alii, 1978). Com isso, a inexisténcia do transportador mito-
condrial de Ca®* nestas espéciesi§oderia ger um importante
mecanismo protetor no sentido:;de_ garantir uma plena

atividade fosforilativa.

Outros aspectcos do preéente trabalho podem ser

comparados aos apresentados por DﬁETER & MARME (1980}, que
mostraram resultados dependentesédo método de preparagdo, da
@espécie, do tecido ou meamo da idéda do tecido utilizado.
Por exemplo, considerando-se mitéqudbiaa de plantulas de
milho, as de coleéptiles de 3,5 dias de idade apresentavam

caracteristicas semalhantes, ihdepandente do método de
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isolamento. Entretanto, aos 6,5.§iaa de idade a atividade
encontrada, ao utilizarem um dosfmétodos, era 5 vezes menor
que aos 3,5 dias, e apenas duas: vezes inferior quando o
outro método era utilizado. |

Ao contraric, no preseﬂte trabalho foi possivel
mostrar que mitoctndrias obtidas de coleéptiles de milho de
3 dias e de 9 dias de idade apreéentam atividades semelhan-
tes de captagdo de Ca=+ (Figura'é), apesar das diferengas
obtidas no grau de acoplamento destas organelas (Figura 3).
Também neste caso a qualidade daé preparagdes mitocondriais
deve ser responsavel pelas diferengas. Ressalta-se que
DIETER & MARME (1980) obtiveﬁam resultados diferentes,
dependendo do método de isolameﬁﬁo utilizado. Os dados aqui
apresentados resultam de isolamentos feitos de modo idéntico
ac executado por MARTINS & VERCESi (1985), que consideram a
melhora na qualidade da preparagiao mitocondrial como a
responsavel pela maior atividade? de captagdo do cé&ation.
Reforgando esta idéia, deve ser 1émbrado que a velocidade de
captacéio de Ca®* foi dependente do grau de acoplamento dos
isolamentos obtidos (Figuras 3 e.S).

Todos os dados discutid@s até aqui foram obtidos
através de experimentos desenvolQidos em meio de reagdo
contendo fosfato, em fmngﬁo dog n;merosos registros de que
mitocdndrias de plantas exigen a @resenga deste &anion para
sfetuar captagio de Ca®* (ELZAM & HODGES, 1968; DAY et alii,
1978; MOORE & AKERMAN, 1984; MARTiNS et alii, 1986; RUGOLO
et alii, 1990). As tentativas de:éubstituir o fosfato por
acetato (Figura 6) e por sulfatéé ou arsenato (dados ndo
mostrados} foram infrutiferas,;fconfirmando todos estes

registros. Estes resultados tambénm estdo de acordo com os de
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WILSON & MINTON (1974), que tentaram substituir o Pi por
arsenato, acetato e oxalato (em mitocdndrias de feijdo), com
08 de AKERMAN & MOORE (1983), que tentaram o uso de acetato,
sulfato e tiossulfato (em feijdo), e com o8 de MARTINS et
alii (1986), que tentaram o uso de acetato, tiossulfato e
B-hidroxibutirato (em milho).

Adicionalmente, foi possivel avaliar a entrada de
fosfato, acompanhando a captagdo de Cam+ (Figura 7). Foi
obtida uma razfo de 1,5 Ca#*/Pi, indicando a precipitacio de
fosfato de calcio sob a forma de hidroxiapatita em concor-
dancia com a sugestdo de ELZAM & HODGES {(1968) e a observa-~
¢do de acumulo de granulos eletrondensos na matriz
(GREENAWALT, 1964; PEVERLY et alii, 1974).

O conjunto destes dados indica que ha uma real
exigéncia pelo fosfato, sendo pouco provavel a sua simples
atuagdo como &nion permeante. Ficam reforgadas as sugestdes
de gque o fosfato entra em cotransporte com o Caw~ |
carregando menos que duas cargas positivas (DAY et alii,
1978; MARTINS et alii, 1986). Entretanto, ndo se pode
excluir a possibilidade do fosfato estar se movendo
separadamente, através do carreador Pi/H", em resposta ao
gradiente de pH gerado pela ejegdo de H* durante o influxo
de Ca®* Neste caso, o papel do fosfato poderia ser, nao
apenas colapsar ApH e regenerar AY, mas, também, promover a
retengdo de Ca®*, na forma de precipitado de fosfato de
calcio. |

Na expectativa de esclarecer este problema,

tentou-se investigar a liberagdo mitocondrial de Ca=+

induzida por FCCP ou por vermelho de ruténio, en presenga ou
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ndo de mersalil. O primeiro colapsa AY, resultando em
liberagBo de Ca®* pelo reverso da;via de influxo (NICHOLLS &
AKERMAN, 1982). 0 segundo inibef seletivamente a via de
influxo (MOORE, 1971; NICHOLLS & AKERMAN, 1982) permitindo a
determinagd3o do efluxo de Ca®+ so@ Ay elevado, € 0 mersalil
inibe a translocacdo de fosfato {EONYG, 1979; BRYLA, 1980;
WOHLRAB, 1986).

G uzo de vermelho de rufénio resultou em efluxo
liguideo de Ca=+*  gemelhante aé obtido pela adicdo de
mersalil (Figuras 8 a 10}, sen qué um alterasse o efeito do
outro. Estes dois inibidores acabam resultando em efeitos
semelhantes, certamente como conséquéncia da inibic¢d@o da via
de influxo, indicando uma possive@ atuagdo sobre um mesmno
gitio, que estaria envolvido, ao ﬁesmo tempo, no transporte
de Ca®* e fogfato. Sugere-se éa participacdo de um
transportador calcio/fogfato, sensivel a vermelho de ruténio
e mersalil. Nestes casos, com a iéibigéo da via de entrada,
detecta-se a operacio da via dé efluxo, gque se mostra
insensivel ao wvermelho de ruténio = ao meraalil,
presumivelmente um antiporter C%ﬁ*/zﬁ*, semelhante ao
encontrado em mitocOndrias de vertebrados {FISKUM &
LEHNINGER, 1981; GUNTER et alii, 1@83; GUNTER & PFEIFFER,
1990). A analise da Figura 13 conf;rma que a gaida de (Cam+
pela via de efluxo ndo precisé ser acompanhanda por
movimento de fosfato.

Ao contrario, o efluxo Ede Ca®** promovido pelo
colapso no potencial de membrana {?rovécado pela adi¢do de
FCCP)}, além de ter um comportament; cinético diferente, &

dependente do movimento simultineo. de Pi. Isto pode sger
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obgservado pelos dados das Figurasélo a 12, onde se nota que
0 mergalil (inibindo a translocagéo de Pi) & capaz de inibir
o efluxo promovido pela incorpora@éo de FCCP ao meio. Isto
porque, neste caso, a maior pafte do Ca®* acumulado &
liberada pelo reverso da via de céptagéo, que ¢ dependente
de Pi e de A§y. O efluxo de Ca=~ pfomovido por FCCP ndo &
completamente inibido pelo meréalil devido a operagio
simultanea da via de efluxo, qué, conforme discutido no
paragrafo anterior, ¢ insensivel éo mersalil e independente
do transporte de Pi. Neate caso, é saida residual de Pi &,
provavelmente, devida a redugéé na sengibilidade do
translocader de Pi ao mersalii, am conzeqiiéncia do
abaixamento do pH intramitocondriél, resultante do uso do
agente desacoplador (LIGETI & FON%O, 1889) .

Os dados referentes ao éfluxo de Ca®* concordam,
em sua maior parte, com o registré recente de RUGOLO et alii
{1990} . Entretanto, estes autoresiobtiveram efluxos de Ca=+
semelhantes, tanto pela adigdo d&;mersalil, guanto de FCCP.
Eles responsabilizam a queda e@ AY pelo efluxo rapido
promovido por mersalil, néo-levané0 em conta o fato deste
inibidor poder estar bloqueand@ a via de captacdo
(dependente de transporte zimultaneo de Pi), também pelo seu
reverso. Na verdade, sles mesmos mostram efeitos diferentes
do mersalil e do FCCP sobre o poténcial de membrana, onde o
mersalil nd3o foil capaz de colapsar totalmente Ay, promovendo
apenas uma gueda em torno de 20 wmV, analoga & obtida no
presente trabalho (Figura 9). A aéélié@ desta figura permite

a constatacac de efeitos independentes do mersalil sobre o

potencial de membrana e sobre o efluxo de Ca#* . Enquanto o
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efeito do mersalil sobre o potencial foil dependente da dose
utilizada, a resposta foi sempre a mesma, considerando-se o
efluxo de Ca®+v g 5 concentragdo do inibidor. Adicionalmente,
0 conjunto dos dados das Figuras 8 a 13 reforca as
interpretacSes feitas nosg paragrafos anteriores, indicando
independéncia de movimento simultanec de Pi apenas para a
via de efluxo eletroneutra, insensivel ao vermelho de
ruténio e ac mersalil.

O significado fisiolégico do movimento ciclico de
Ca®* continua sendo motivo de discuss8o. £ possivel que as
mitocOndrias desempenhem apenas um papel secundario
(juntamente com o reticulo endoplasmdtico)} na regulagic da
concentragdo citogélica de (amw (MOORE & AKERMAN, 1884,
CARAFOLI, 1988). O papel mais importante nesta regulacio
deve ser desempenhado pela Ca®* - ATPase da membrana
plasmaética (GUNTER & PFEIFFER, 1990). g importante lembrar
que além dos szistemas transportadores de Ca=+ mais ativos,
presentes nas células animais, as de plantas possuem
sistemas adicionais localizados nas membranas dog
cloroplastos (MOORE & AKERMAN, 1984; CHIANG & DILLEY ,1987;
KAUSS, 1987) e no tonoplasto (MARME, 1985; BUSH & SZE, 1986;
MacROBBIE, 14$89).

Considerando-se as cé&lulas animais, alguns autores
defendemn que o transporte mitocondrial de Ca#« serviria para
regular a prépria concentragdo intramitocondrial do cation,
no sentido de controlar o npivel de ativag3oc de tréas
desidrogenases sensiveis ao Ca®*  (SOMLYO et alii, 1981,
DENTON & McCORMARK, 1985; HANSFORD, 1985). Nio ha evidén-

cias, até o momento, de que o mesmo ocorra enm relacdo as
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mitocOndrias de plantas. Ao contrario,as tré&s desidrogenases
preparadas de mitocdndrias de plantas nao exibenm
sensibilidade ao Ca®* (McCORMACK & DENTON, 1986; 1Ione 3.
MARTINS, comunicagdo pessocal). Apenas alguns dados mais
recentes indicam que o Ca®* livre na matriz de mitocOndrias
de plantas pode participar da regulagdo de algumas enzimas
mitocondriais. Por exemplo, RUSTIN & LANCE {1989)
registraram que o Ca** redusz fortemente o efeito do Mp=-~
sobre a enzima malica dependente de M= localizada na
matriz mitocondrial. MIERNYK & RANDALL (1987a,b) avaliaram
algumas propriedades regulatoérias do complexo piruvato
desidrogenase de mitocéndrias de ervilha, mostrando a
exigéncia de cation divalente, melhor gatisfeita por Mg=* e
Mn#*  gendo que o Ca®*, além de ndo atuar como ativador,
pode antagonizar a ativagdo por outros cations divalentes.
Merece mengd@o, ainda, o controle exercido pelo Ca®* gobre a
atividade da NADH desidrogenase localizada no lado
citosdlico da membrana interna de mitocdOndrias de plantas
(COLEMAN & PALMER, 1971; MOLLER & PALMER, 1981; EDMAN et

alii, 1985; MOLLER & LIN, 1986).

5.2. ASPECTOS RELACIONADOS AOQ ACOPLAMENTO EM MITOCON-

DRIAS DE BATATA

Guando se trabalha com mitocOndrias isoladas de
tecidos vegetais, s3o necessarios maiores cuidados para que

as organelas obtidas apresentem-se integras e perfeitamente
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acopladas. Isto devido, em Parte, & necessidade de aplicagio
de forgas drasticas Para a ruptura dos tecidos, em conse-
qiiéncia da pPresenga de paredes celulésicas rigidag. Além
disso, o rompimento dos vacuolos 4&cidos pode resultar na
liberagdo de hidrolases €& fenol-oxidases, cCapazes de
acarretar danos estruturais e funcionais nas organelas
isoladas.

Dentre os expedientes normalmente utilizados para
superar algumas destas dificuldades éncontra-ge o uso de BSA
nos meios de extragdo, isolamento e reagic., % de aceitagdo
geral gque a BSA, presente nos meios de extragdo e isolamen-
to, tem um efeito protetor, atuando como substrato alterna-
tivo para as hidrolases ou como gquelante de Acidos graxos,
que poderiam estar presentes en niveis desacopladores {DOUCE
et alii, 1985; NEUBURGER, 1985).

£ possivel obter mitoc®ndrias de tubérculos de
batata acopladas, sem o uso de BSA no meio de extragdo,
desde que nele esteja presente um agente anti-oxidante {como
a cisteina). Neste caso, a presenga de BSA no meio de reag¢ao
naoc é dispensada, conforme foi observado na Figura 15, onde
se constata, também, a importancia da presenga de ATP exége-
no. O efeito analogo da adigdo de ATP poderia indicar que a
atividade de hidrélise de ATP seria a responsavel pelo
incremento no potencial de membrana, observado na Figura 15,
Entretanto, a presenca de oligomicina ndo consegue evitar a
ocorréncia de aumentos em AY (Figura 186), o© que descarta
esta possibilidade. Tambeénm nac se pode langar m8o da
necessidade de ativacgdo da succinato desidrogenase,

defendida por NEUBURGER (1985) e DJEBAR & MOREAU (1987), uma
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VezZ que 0 conjunto de dados deste experimente (em especial
os da Figura 14) mostra que esta enzima ndo necessita ser
ativada pela adigdo de ATP.

A exigéncia de BSA nos meios de reagio, para
experimentos com mitocdndrias de plantas, tem sido
amplamente registrada, conm destaque para os trabalhos de
DUCET (1979} e DIOLEZ & MOREAU {1983, 1985}). Apesar de
existirem outras linhas de pensamento, prevalece a sugestdo
de WOJTCZAK & WOJTCZAKR (1960) e de DALCARNO & BIRT (1963),
reforgada pelos resultados de DIOLEZ & MOREAU (1983), de que
a atuagdo do BSA se deve a sua ligagdo a &cidos graxos.

Quanto ao modo de acdo dos Acidos graxos, alguns
autores defendem a sua atuagdo direta como protondforos, A
semelhanga dos desacopladores classicos (WOJTCZAK, 1976,
LUVISETTO et alii, 1987). Entretanto, uma atuagdo indireta,
ao nivel de determinadas proteinas de membrana, ¢ reforgada
pelos dados experimentais de ANDREYEV et alii (1988) e de
SCHONFELD (1990}, que relacionam o contetdo de translocase
de nucleotideos de adenina com o efeito desacoplador dos
acidos graxos livres. Um caszo excepcional se refere ao papel
dos acidos graxos no controle da atividade da proteina desa-
copladora de mitocOndrias do tecidoe adiposo marrom de certos
vertebrados. Esta proteina & a responsavel pela elevada con-
dutdncia a H* e Cl-, sendo estimulada por acidos graxos de
cadeia longa e inibida por nucleotideos de purina
(STRIELEMAN et alii, 1885a,b; KLINGENBERG & LIN, 1986;
MURPHY, 1989).

De acordo com este raciocinio, & provavel que o

efeito do BSA sobre mitocoHndrias de batata (e provavelmente
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de plantas em geral) se deva, témbém, a sua ligac3o com
acidos graxos, impedindo a atuagé% destes sobre a atividade
de alguma proteina de membrana. ﬁgpossivel que a translocase
de nucleotideos de adenina tenha uma pequena participacdo no
fendmeno de desacoplamento. Isto porque a inibig80 de sua
atividade, pela adig3o de carbh%iatractilato, resulta en
ligeira queda na permeabilidade_;da membrana mitocondrial
interna, evidenciada pelo acréscimo em AY, observado na
Figura 16. Entretanto, a andlise desta mesma figura mostra
qQue, mesmo se este translocador estiver inibido, outros
nucleotideos de purina s3o tambémfcapazes de promover novos
incrementos em Ay, Constata-se, témbém, qua 03 nucleotideos
nao necessitam penetrar nas mitocéndrias para efetivarem sua
atuagdo, o que indica gue eles dévem estar atuando sobre
gitios localizados na superficie ¢itoplasmética da membrana
mitocondrial. Portanto, supfe-se a participagdo de uma ocutra
proteina, gque possa explicar, ao_@esmo tempo, os efeitos da
BSA & dos nucleotideons de purina,;

Comparando-se a ligagdo de ATP e GTP, em mitocdn-
drias de figado e de batata, os dados da Figura 17 também
indicam a participag3c desta QQtra proteina. Apenas as
mitocOndrias de batata.mostraram:iigagéo dependente de PH,
mantendo, a pH 6,0, una ligacgao iﬁsensivel ac CAT trés vezes
superior a obtida  para asg organelas de figado.
Considerando-se os niveis mais bafxos como correspondentes a
ligacBes inespecificas, .os dadoé indicam que apenas em
batata devem existir sitios de ligagﬁo‘ de GTP. AQuando ge
lembra que os experimentos d@i ligagdo de ATP foram
executados em presenca de CAT, pé}cebe—se que, novamente,

apenas em mitocdndrias de batata devem existir sitios
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adicionais de ligagdo de ATP, insensiveis ao inibidor da

translocage de nucleotideos de adenina.

Existem sugestdes sobre a existéncia de uma via
adicional de transporte de ADP, em mitocOndrias de plantas,
insensivel ao CAT (ABOU-KHALTL & HANSON, 1977; 1979a,b). A
existéncia de um translocador adicional explicaria, pelo
menos em parte, o2 nivelis slevadoz de ligagd3o observados.
Entretanto, se tal translocador adicional estiver presente
nas mitocdndrias aqui utilizadas, ele também se mostrou
sensivel ao CAT, uma vez que este inibidor foi efetivo en

bloquear a entrada e consequente fosforilagdo do ADP (Figura

16, parte A).

Experimentos de inchamento mitocondrial (Figuras
18 a 21) evidenciaram que BSA e nucleotideos de purina
também foram capazes de reduzir a permeabilidade a K* &/ou
Cl”, em mitocodHndrias de batata. Tal inchamento & ezpontdneo,
principalmente em pHs mais elevados (Figura 19), sendo que a
participa¢do do trocador ADP/ATP deve ser descartada, uma
vez que a presenca de CAT nd8o interfere na atuagao dos
nucleotideos (Figura 20).

A ocorréncia‘de inchamento esponténec & indicativa
da elevada permeabilidade da membrana mitocondrial ao K+,
provavelmente devida a atuagao do trocador R*/H*, nmuito
ativo em mitocOndrias de plantas (HENSLEY & HANSON, 1975;
JUNG & BRIERLEY, 1979; FLUEGEL & HANSON, 1981). A atividade
deste trocador resulta em um tipo de vazamento de proétons

{"leak"), acarretando em transdugdo incompleta do ApH* an
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ATP (MURPHY, 1%89), sendo a respénsével pelo reduzido wvalor
do 4pH apresentado por mitoccndrias de plantas (DIOLEZ &
MOREAU, 1987).

A redugdo no inchamenté, resultante do abaixamento
do pH ou da incorporacdo de BSA ao meio, pode ser suplantada
pela adigde de valinomicina (Figﬁra 21). Como a valinomicina
é um iondforo da K+ (PRESSMANé 1976), estes resultados
indicam atuacgdo dos Acidos graxoé ao nivel do trocador K+*/H+
sem a interferéncia direta sobrefu transporte de Cl-. Mesmo
quando o inchamento ¢ promovido pela adigdo de valinomicina,
ha inibig¢do por nucleotideos ;de purina {Figura 21},
indicando o se&u controle ao nivél do transporte de (Ol
Assim, o trocador seria ativads por pH elevado e/ou por
adcidos graxos livres, enquanto gue os nucleotideos estariam
controlando o movimento de €1~ $ste dnion pode estar sendo
trangportado por outro sitio desﬁe antiporter, outro tipo de
translocador ou por alguma proteina que funcione como canal,
como o canal anidnico da meﬁbran@ interna (IMAC), caracteri-
zado por BEAVIS & GARLID (1987, iQBB) e BEAVIS (198%9a,b).

De maneira geral, os efeitos de BSA e dos nucleo-
tideos de purina sobre as mitocéédrias de tubérculos de ba-
tata s8o extremamente semelhanteé aocs seus efelitos sobre asg
mitocdndrias de tecido adiposo fmarrom de wvertebrados. A
maioria dos resultados apresentaéos neste trabalho s3o com-
paraveis (com extremo grau de idéntidade) aos registros ini-
ciais de NICHOLLS (1974a,b, 1976é 1979}, que utilizouw mito-
cOndrias de tecido adiposo marroﬁ. Nestes tecidos animais, a
presenga de uma proteina desacopiadora € a responsavel pelas
particularidades observadas (LIN?et alii, 1980, CANNON et

alii, 1982; RIAL et alii, 1983; NICHOLLS & RIAL, 1984, 1988) .
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Foram acumuladas evidéncias de que a ligagdo de nucleotideos
de purina & proteina desacopladora inibe sua atividade de
translocagdo de H*, @ que os acidos Eraxos atuam deslocan-

do os nucleotideos (STRIELEMAN et alii, 1985a,b; KLINGENBERG

& LIN, 1986; KLINGENBERG, 1987 MURPHY, 1989).

Diante das semelhancas constatadas, a existéncia,
em tubérculos de batata, de unma proteina desacopladora
gsemelhante 3 de tecido adiposo marrom, conseguiria explicar
a maior parte dos dados apresentados no pPresente trabalho.
Por isso, foram feitas tentativas de igsolar, a partir de
mitocOndrias de batata, uma proteina que apregentasse
caracteristicas semelhantes & do tecido adiposo marrom de
vertebrados.

Existem alguns métodos (muito semelhantes) tidos
como especificos para o isolamento da proteina desacopladora
de tecido adiposo marrom (RICQUIER et alii, 1979; LIN &
KLINGENBERG, 1980, 1982; STRIELEMAN et alii, 14835a;
KLINGENBERG & LIN, 1986). Esta proteina apresenta um peso de
32 kDa, se caracterizando pela capacidade exclusiva de ligar
GTP ou GDP, com maior afinidade em PH acido, num processo
inibido por Mg#* (KLINGENEBERG =t alii, 19886).

Seguindo o procedimento descrito por LIN &
KLINGENBERG (1982) foi possivel obter, a partir de mitocén-
drias de batata, algumas fracdes protéicas altamente puras,
constituidas por apenas uma ou duas bandas de proteinas, com

peso molecular aparente em torno de 34-35 kDa (Figuras 22 e

23).
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A simples obtengdo de proteina com pego molecular
proximo, através do método considerado como especifico, ja
representa um ponto positivo. Entretanto, muita cautela deve
ser tomada, uma vez que estes dados s3o insuficientes éara
assegurar que a proteina purificada corresponde a uma prote-
ina desacopladora similar & de tecido adipogo marrom. Maior
cuidado, ainda, deve ser tomado, quando se considera que o
metodo utilizado é extremamente semelhante ao que permite o
isolamento da translocase de nucleotideos de adenina. Ambos
og métodos se baseiam no  mesmo principio, ou seja, a
exclusdo da proteina, durante a passagem do extrato POr  uma
coluna de hidroxiapatita (KLINGENBERGC & LIN, 1986). Duas
pequenas diferengas sdo fundamentais. GQuando se deseja iso-
lar o trocador ADP/ATP, a eluic¢do, para retirada da proteina
da coluna, deve ser feita a 4°C, no sentido de presarvar a
estrutura do peptideo, que ¢ extremamente termolabil. Além
disso, é necessario adicionar CAT ao preparado mitocondrial,
porque o complexo inibidor-translocador & mais estavel e,
assim, se preserva melhor durante a passagem pela coluna de
hidroxiapatita. Ao contrario, a proteina desacopladora é
mais estavel, devendo ser eluida a temperatura ambiente = na
auséncia de CAT. Nesta temperatura a translocase de nucleo-
tideos de adenina desnatura-se e fica retida na coluna,
permitindo a obtengdo da proteina desacopladora purificada,
sem contaminacgdes,

Descarta-se a possibilidade da proteina isoclada no
presente trabalho ser a translocase de nucleotideos de ade-
nina, por duas razdes. A primeira leva en consideragio as
explicagfes feitas no paragrafo anterior, argumentando, que

nas condigdes utilizadas, tal carreador deve ficar retido na
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coluna. Um argumento mais forte deve-se ao registro de
HAWKESFORD & LEAVER (1987), mostrando que este translocador,
de mitocdHndrias de milho, apresenta-se com peso molecular na
faixa de 30 kba, a gemelhanga do 4que ocorre em animais
(KLINGENBERG et alii, 1978; AQUILA et alii, 1987).

Ainda deve ser considerado o fato de que a prote-
ina desacopladora apresenta varias caracteristicas estrutu-

rais e funcionais semelhantes as de outro tranglocador da

membrana interna mitocondrial: o carreador de fosfato.
AQUILA et alii (1987) chegaram a propor, mostrando
evid@ncias conclusivas, que a proteina desacopladora, a

tranalocase de nucleotideos de adenina e o carreador de
fosfato fazem parte de uma mesma familia de proteinas
hom&logas, provavelmente derivadas de um Bene ancestral
comum. Portanto, ndo & ao acaso que também o carreador de
fosfato pode ser isolado de maneira semelhante {mas ndo
idéntica) aos outros dois transportadores, envolvendo o uso
de hidroxiapatita, a 4 °¢C (WOHLRAB, 1980; KOLBE et alii,
1982; WOHLRAB & FLOWERS, 1982: WOHLRAR et alii, 1984). Os
melhores resultados foram obtidos com o uso adicional de SDS
€ ureéia, durante a cromatografia com hidroxiapatita, nas,
como  todos os outros, mantendo caerta gquantidade de
contaminagdo pela translocase de nucleotideos de adenina
(KOLBE et alii, 1984). Esta translocase apresenta-se comno

uma banda na regifo de 30 kDa, enquanto que o carreador de

fosfato constitui-se de duas bandas (d e 8, na razgo 1:1}),

com mobilidades similares (34 kDa).

A diferenciagdo entre estas proteinas & feita com
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base no transporte de seus substratos egpecificos, ou
através do uso dos inibidores caracteriticos de cada unma
delas. Nem sempre & possivel avaliar a ligagdo simples do
translocador com o substrato, ou com o inibidor, sendo
necessaria a incorporag¢do, da proteina isolada, em vesiculas
lipidicas, para que seja possivel detectar a sua atividade
(BOUILLAUD et alii, 1983; KLINGENBERG & WINKLER, 1986).

No caso da proteina desacopladora, ¢ mais facil
identificd-la pela sua capacidade de ligar nucleotideos de
purina di ou trifosfatados {em especial GTP e GDP), do que
pela sua atividade de translocagdo de H*. Alguns métodos de
ligagdo foram descritos por KLINGENBERG et alii {1986), além
do utilizado por FRENCH et alii (1988).

No pregente trabalho foi tentada a ligagdo de CTP
& proteina isclada, através de adaptacBes dos métodos de
cromatografia de exclusdo (em Sephadex), descrito por
KLINGENBERG et alii (1986) e de fluorimetria (FRENCH et
alii, 1988). As tentativas de adaptacdeos foram infrutiferas
em ambos os casos (dados ndo mostrados). Ambos o8 métodos
ressaltam a necessidade do Qso de quantidades relativamente
elevadas da proteina isolada e da retirada do SXCcesso de
triton das amostras. Os isolamentos wbtidos semprea
apresentavam concentragdo protéica muito baixa (em torno de
1060 a 200 pg/ml) e elevada concentragado de Triton (de 1 a
5%). Foram feitas algumas tentativas de reduzir o teor de
Triton daé amostras, sem entretanto se obter o sucesso
relatado nos métodos testados (HQLLOWAY, 1973; KLINGENBERG &

LIN, 1986).

Foi possivel incorporar a proteina isolada en
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bicamada lipidica e verificar que ela ali se mostra como um
canal &nion seletivo, com cinética independente da voltagem
aplicada (Figuras 24 a 27). Alénm disso, adigdo de ATP a
solugdo banhante (Figuras 28 e 29) leva a blogqueio do canal,
com mudanga no sSeu padrdo de comportamento. I=to &
condizente com a atividade de uma proteina desacopladora,
regulavel por nucleotideos de purina, cuja funcdo mais
caracteristica ¢ a de permeabilizar a membrana interna
mitocondrial a prétons, mas que também & capaz de
transportar Cl- (NICHOLLS & LINDBERG, 1973; GARLID, 1990;
JEZEK & GARLID, 1990).

Entretanto, novamente, é necessario ter cautela na
utilizagé&o destes resultados como reforgo de que o isolamen-
to, conseguido no presente trabalho, corresponde a4 proteina
desacopladora {anéloga & do tecido adipogo marrom). Existem
discussBes a respeito do mecaniamo de agzdo da proteina
desacopladora, alguns deles argumentando a favor de sua
atividade como translocase e ndo como canal (AQUILA et alii,
'1987; KLINGENBERG, 1990). Estes Gltimos autores consideram a
baixa velocidade com que os protons sd3o transzportados
através da membrana, e o grande ntmerc de moléculas
necessarias para tal atividade, como indicativos da atuagdo
da proteina desacopladora como um translocador. Por outro
lado, embora nd&o haja dados publicados, a proteina
desacopladora isoclada de tecido adiposo marrom também se
comporta como <canal, .guande incorporada a bicamadas
lipidicas, em condig¢Bes semelhantes as utilizadas para a

proteina de batata (Wamberto A. Varanda, comunicagio

pessoal) .
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Outro ponto a ser considerado & a existéncia, em
mitocdndrias de animais, de um canal aniénico {caracterizado
inicialmente por GARLID & BEAVIS, 1986), controlado fisiolo-
gicamente pelo PH & ions Mg®* . Embora tal canal n3o tenha
ainda sido isolado, até o momento, muitos estudos existem a
seu respelto, principalmente envolvando o transporte de
Cl- (BEAVIS & GARLID, 1987, 198&; BEAVIS, 198%a,b; BEAVIS
& POWERS, 1989). Alénm disso, existem atualmente evidéncias
de gque este canal esta presente en mitocdndrias de tubércu-
los de batata (Andrew Beavis, comunicacgdo pessoal). Merece
destaque o fato de que BEAVIS (1989b) fez algumas considera-
g0es a respeito de semelhangas (quanto a gsensibilidade e
a¢do de certoz inibidores) entre este canal e as proteinas
incluidas por AQUILA et alii (1987) como pertencentes a uma
mesma familia de translocadores {(a proteina desacopladora, a
translocase de nucleotideos de adenina e o carreador de
fosfato).

O conjunto de dados, acumulados no presente traba-
lho & indicativo da existéncia de uma proteina desacopladora
em mitocOndrias de tubérculos de batata. Uma proteina como
esta explicaria algumas das caracteristicas especiais de
mitocOndrias de batata destacadas aqui, tais como: a) a
necessidade do uso de BSA para a obtengdo de nmitocodndrias
acopladas; b} a dependéncia de nucleotideos de purina para
un melhor nivel de acoplamento; c¢) a ocorréncia de gitios de
ligagdo de GTP; d) o elevado nivel de ligacgdo de ATP, inszen-~
sivel ao CAT e maior afinidade em pH mais baixo; e) a
ocorréncia de inchamento mitocondrial espontaneo, dependente
de pH, que pode ser reduzido por BSA e nucleotideos de puri-

na; f) a obtencdo de uma banda proteica na faixa de 34-3%
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kDa, quando se procede ao isolamento indicado para a UCP; e

g) o comportamento desta proteina isolada como canal, regu-

lavel por ATP.
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6.0 RESUMO

Com o objetivo de acrescentar dados que pudessemn
ajudar a esclarecer algumas particularidades da fisiologia
de mitocdndrias de plantas, foram investigadas algumas das
caracteristicas do funcionamento de mitocOndrias isoladas de
milho, batata e beterraba.

Numa primeira parte deste trabalho foram astudados
alguns aspectos relacionados. ao trangporte de Ca** om mito-
cOndrias isoladas de coledptiles de milho. Foi possivel
observar que o fosfato é estequiometricamente acumulade com
o Ca** | mantendo uma razdo Ca®* /Pi préxima a 1,5, e que a
atividade do transportador & independente da idade dos
coledptiles utilizados. A inibigdo da via de influxo, por
vermelho de ruténio, induz efluxo liquido de Ca®+ gaep
movimento simultineo de Pi. Ao contrario, em presenca de
FCCP, que colapsa 4y, o efluxc de Ca®+ € acompanhado pelo
efluxo de Pi, podendo ser reduzido pela presenca de
mersalil. Estes dados indicam que mitocdbndrias de milho
possuem duas viag de transporte de Ca®*. yma via de influxo
eletroforética, que trénsporta um  complexo de fozsfato de
cdlcio, com pelo menos uma carga positiva, e outra via de
efluxo, independente de fosfato, que, por analogia com
mitocOndrias de vertebrados pode ser um antiporter Cam g/
2H* . Também foi observado que mitocdndrias isoladas de
tubérculos de batata e de raizes de beterraba s3o incapazes

de acumular Ca=+

Numa segunda parte foram estudados alpuns aspectosg
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relacionados a alterag¢des no grau de acoplamento de mitocon-
drias de tubérculos de batata. A construgdc de um potencial
de membrana em torno de -170 mV & dependente da presenca de
BEA e de ATP no meio de reac3o. A adigdo de nucleotideos de
purina {(di ou trifosfatados) também contribui para um maior
acoplamento, evidenciado por incrementos em AY e por reducdo
no consumo de Oz no estado 4. FRatas alteragdes nic sd3o
devidas & hidrélise de ATP, e os nucleotideos devem agir do
lado externo da membrana interna mitocondrial, uma vez que
seus efeitos continuam a ser observados en presenga de
oligomicina e de carboxiatractilato. BSA e nucleotideos de
purina tambem s3o efetivos em reduzir o inchamento de
mitocdndrias de batata, em meio de KCl, num processo depen-~
dente de pH. Além disso, os dados indicam gue, ao contrario
de mitocdndrias de figado, estas mitocOdndrias devem possuir
sitio de ligac8io de GTP, além de sitio adicional de ligacgdo
de ATP insensivel a carboxiatractilato. Utilizando um proce-
dimento descrito como especifico para o isolamento da prote-
ina desacopladora de tecido adiposo marrom de vertebrados,
foi possivel obter fracgdes relativamente puras, constituidas
de uma banda protéica principal (ds vezes duas muito proéxi-
mas) na regido de 34-35 kDa. A proteina isolada foi incorpo-
rada a bicamadas lipidicas, onde apresentou comportamento
tipico de um canal voltagem independente, com pelo menos 3
subestados de condutdncia. ATP muda a cinética de abertura e
fechamento do canal, mantendo-o fechado a malor parte do
tempo. Este conjunto de dados indica que o acoplamento de

mitocdndrias de batata deve ser regulado pelos niveis de

137



acidos graxos e de nucleotideos de purina, de modo analogo

ao de mitocdndrias de tecido adiposo marrom. Sugere-se que

tal regulacdo seja devida 4 uma possivel proteina desacopla-

dora, com peso molecular aparente de 34-35 kDa.
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7.0 SUMMARY

The first part of thiséwork wag dedicated to some
aspects related to (Cazv tranéport by corn coleoptile
mitochondria. It was observed thét the activity of the Ca=~+
carrier is independent of theé colecoptile age and that
phosphate is accumulated togeﬁhar with Ca®* keeping a
Ca**/Pi ratio near to 1.5. The ;inhibition of the influx
pathway (by ruthenium red) resultﬁin net Ca¥™* afflux without
simultaneous Pi movement. On the - other hand, FCCP-induced
Ca®v efflux is sensitive to mersﬁlyl and 1is followed by
simultaneous efflux of Pi. These ;data indicate that corn
coleoptile mitochondria possessé two pathways for Ca=~
transport; an electrophoretic influx pathway, that transport
a calcium-Pi complex with at least one positive charge, and
a phosphate-indenpendent efflux péthway, that might be &
Ca®*/2H* antiporter, by analogy with vertebrate mito-
chondria. It was also observed th?t mitochondria from potato
tubers and from red beet roots wére unable to accumulate
Ca®" and probably do not possess ﬁhe Ca®™ carrier.

In a second part of thi% work some aspects related
to changes in the coupling dégree of potato tuber
mitochondria were studied. It wasfobserved that the presence
of BSA and ATP in the reaction me?ium,increaaed AW from 120
to 160 mV. Purine nucleotides {d? or triphosphates) also
improved potato mitochondrial cou?ling, as suggested by the

increased 4§ and reduction in state 4 respiration rate.
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These changes are not dué to ATP  hydrolysis and the
nucleotide effects are mediated by their binding to sites
located on the outer surface of the inner membrane because
the effects are still observed in presence of oligomycin and
carboxyvatractylate. BSA and purine nucleotides are also
effective in reducing both the rate and extent of potato
tuber mitochondria swelling in KC1 medium, by & mechanism
sensitive to changes in medium pH. Furthermore, the data
indicate that, contrary to rat liver mitochondria, potato
tuber mitochondria might posgess carboxyatractyloside-
insensitive ATP-binding sites which also bind GTP. The use
of an hydroxylapatite colun permited the isolation of a
34-35 kDa protein. The isolated protein was incorporated in
planar lipid bilayers, where it showed a typically channel
behaviour, voltage-independent, with at least 3 conductance
sub-levels. The addition of ATP changes its kinetic
behaviour, keeping the channel closed near all the time.
These data indicate that the coupling degree of potato tuber
mitochondria may be regulated by free fatty acids and purine
nucleotides, in a way similar to the brown adipose tissue
mitochondria. Probably such regulation is due to the
existence of an uncoupling protein similar to that present

in vertebrate brown adipose tissue,
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