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FIGURA 1 - Calibragdo do eletrodo seletive de Catt (A) e grafico
linearizado dos dados de calibrac3oc (BY. A adigao de 200 nmol de
Ca™ em aliquotas de 20 nmol, en meio bisico de reacd3c (4,0 mi a
25-3000), permite observar a resposta n3o linear do eltrooo (A) e
fornece os dados parvra a linearizagao grafica da parte H., & cali-
bracgdn, em termos de Ca'?t livre, 401 feita com adicl3oc inicial de
uma mistura Catt—FEGTA para produzir uma concentracio de Catt 1i-
vie  itgual a 2,0 uM, seguida de adighes seqguenciais de EGTA  para
=& ohter 0 pontos correspondentes a 1,50, 1.0, 0.75% & 0,5  uM.
Comon exemple, #€sta sendo mostrado gue a adisdc de mitocdndrias de
figado (1,0 my) era seguida de diminuicido do Catt presente no
mein, a uma velocidade de 180 nmoles/ma min até que a concentra-
cdo de Catt livre extramitocondrial atingisse valores na faixa de
0,5 uM.
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FIGBURA 2 ~ Representacao esquematica do si1stema utilizado para
avaliar o potencial elétrico de membrana de wmitocdndrias. (A)

eletrodo de TPP+; {B) diagrama da aparelhagem utilizada, () cur—
va ge calibragao do eletrodo.
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3 - Efeito de diamida e t—butOOH sobre o fluxo de Ca™t em

FIGURA
de figado de rato na auséncia de ATP & Mgtt. Mito-

"mitocdéndrias

condrias (3,0 mg prot/ml) foram incubadas a 30°C em me:0 basico
de reacdo ao gual foram adicionados 30 nmoles Ca¥*/mg prot {a)
Catt {(controle); (b)) t—-butlOH 100 uM, (c) diamida 1,0 aM.
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FIGURA 4 - Efeito de diamida e t—but0OH sobre o fluxo de ca™ em
mitocéndrias de figado de rato na presenca de ATP e Mgt? Mito-
cincdrias (3.0 mg protsml) foram incubadas nas mesmas condigdes da
figura 3, na presenga de ATP 3 mM e Mgtt 4 mM  (a) Ca™t (contro-
led. (b3 t—butOOH 100 uM,; (c) diamida 1,0 mh.
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FIGURA 5 - Efeito de Catt © Pi sobre o fluxo de Ca™ em mitocdn-
drias de figado de rato. Mitocéndrias (3,0 mg prot/mly foram in-

rubadas a EQDC_em melio basico de reagao ao gual foram adicionados
200 rnmoles Ca¥ /mg prot e P12 mM na presenga (3) e na auséncia
(h) de ATP 3 mM e Ma™t 4 mM.



FIGURA & -~ Analise de Acidos araxos livres em cromatografia de
camada delgada em silica gel de suspensies mitocondriais de figa-
do de rato. Mitocéndrias (3,0 mg prot/ml) foram incubadas a 309C
em meio basico de reac3c, na auséncia (A, B e C) e na presenca
(D) de ATP 3 mM e Mg* 4 mM. Em A e B incubagbes de 10 e 90 minu-
toe respectivamente: (a) 50 nmoles Catt/mg prot; (b) B0 nmoles
Cat*/mg prot + t—butDOH 100 uM; (c) padr3p (icido linoleico 4
nmol;  (d) EGTA 1,0 mM; (e) EGTA 1,0 mM + t-but0OH 4100 uM. Em C e
D incubagio de 10 minutos: (a) 50 nmoles Catt/mg prot; (b) 200
nmovles Catt/mg prot + Pi B mM; (c) padrdo.
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FIGURA 7 - Efeito de diamicda e t—but00OH subre o fluxo de Ca¥™t em
mitocondrias de ceérebro. Mitocdndrias (3,0 ma prot/ml) foram in—
cubadas a 30°C em meio Lasico de reagac, na presenca (a), (b)Y e
(c) e na auséncia (d), (e) e (f) de ATP 3 mM e Mgtt 4mM. Em todos
os experimegntos foram adicionados 30 nmoles Ca¥t/mg prot. (a) e
(). Catt (controles); (b) e (e): t—butOOH 100 uM; (c) e (f) dia-
mica 1,0 oM.
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FIGURA B - Efeito de Ca®™ e pj sobre o fluxo de Ca’™t em mitocdn-
dgrias de cerebro. Mitocéndrias (3,0 mg prot/ml) foram incubadas a
309C em meio basico de reacdo mais 200 nmoles Ca**/mg prot e Pi
mM, na presenca (a) e na auséncia (b) de ATP 3 M e Mg™t 2 oM



FIBURA ¢ - Andlise de aAcidos graxos livres em cromatografia de
camada delaada em silica gel de suspensoes mitocandriais de cere-
bro de rato. MitocHndrias (3,0 mg prot/ml) foram incubadas a 30°C
em meio basico de reagao, na ausencia (A e L) ou presenga (B) de
ATP 3 mM e Mgttt 4 mM. Em A (a) S0 nmoles Ca**/mg prot + diamida
1,0 mM (b)) EGTA 1,0 mM + diamida 1.0 mM apés 10 minutos de incu-

hagdo; () padrao {acido linoleico 4 nmol); (d) e (e} carrespon—
dem a (a) e (b) respectivamente, apos 990 minutos de incubac3do Em
B- (a) 50 nmoles Ca*¥/mg prot; (b) S0 nmoles Ca™'/mg prot + dia-

mida 1.0 mM; (<) padr3o; (d) EBTA 1,0 aM; (e) EGTA 1.0 mM + dia~
mida 1.0 mM, todos apés 10 minutos de incubagd3o Em O (a) 200
nmoles Catt/mg prot + Pi 2 oM, apos incubacdo de 10 minutos; (b)
mesma condigdo anterior apds 90 minutos de incubacdo, (£) padrdo.
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FIGURA 10 — Efeito de diamida e t-butDOH sobre o fluxo de Ca™' em
mitocfndrias de vim de rato. Mitocdndrias (1,0 mg prot/ml) foram
incubadas a 309C em meioc basico de reacdo, na auséncia de ATP e
MgTt. Em todos os experimentos foram adicionados 50 nmoles Cat™
/mg  prot. (a) Ca’t (controle); (b) t-butbOH 100 uM; (c) diamida

1,0 M.
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FIGURA 11 - Efeito de diamida e t—-butOOH sobre o fluxo de Ca’™™ em
mitocondrias de rim rato. Mitocbdndrias {(4,0 mg prot/ml) foram 1n-—
cubadas a 30°PC em meio basico de reacac na presenca de ATP 3 mM e
Mgtt 4 mM. Em todos os experimentos +oram adiciocnados 50 nmoles

Cat¥t/mg prot.  (a) Ca’? (controle); (b)) t-butOHH 100 uM; (c) dia-
mida 1.0 mM
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FIGURA 1P - Efeito de Ca’t e Pi sobre o fluxo de rcatt em mitocon-

drias de vim de rato. Mitocéndrias (1,0 ma protsml) foram incuba-
das a 2300C em meio basico de reacdo ap foram adicionados 200 nmo-
les Ca¥t/mg prot e Pi B mM na presenca {a) & na ausencia (b) de

ATP 3 mM e Mgttt 4 mM.
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FIGURA 13 - Analise de acidos graxos livres em cromatografia de
camada delgada em silica gel de suspensies mitocondrials de  rim
de rato. Mitocdéndrias (1,0 mg prot/ml) foram incubadas a 30YC em
meic basico de reac3o na auséncia de ATP e Mg™t . (a) S0 nmoles
tcatt/mg prot + diamida 1,0 mM, incubac3oc de 10 minutos; (b) mesma
condi¢do anterior apds 90 minutos de incubacdo; (o) padr3o (acido
iinoleico 4 nmol; {(d) 30 nmoles Ca™%/mg prot + t-butDOH 100 uM,
ifncubagin de 10 minutos; (&) mesma condigdo anterior apés 0 mi-
rnutos de incubacao.
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FIGURA 14 -~ Efeito de Ca*t e oxidantes no potencial de membrana

de mitocondrias de batata. MitocHndrias (1,0 mg prot/ml) foram
incubadas a 309C em meio bésico de rea¢3o. Na presenca de ATP 3
mM e Mg*™ 4 mM as condigBes de 1— EGTA 1,0 mM; 2- EGTA 1,0 mM  +
f—putO0OH 100 uM; 3- EGTA 1,0 mM + diamida 1,0 sM; 4- 50 nmoles
catt/mg  prot; 5- 50 nmoles Ca¥™/mg prot + t—butOOH 100 uM; &- OO
nmoles Catt/mg prot + diamida 1,0 mM resultaram sempre no perfil
representado em (a). Com £ssas meEsmas adigtes, porem na auséncia
de ATP e Mg*t exdégenos, obteve—se o tracado (b)), com excecao da
adigdo de 30 nmoles Catt/mg prot e diamida 1,0 mM, representada
por ().
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sanalice de acidos araxos livres &b craomatogratia de
camada delgada em silica asl de cuspensbes mitocondrials e bata-

(1,0 mg prot/ml) foram incubadas a 30°C em meio
reacgie durante 10 minutos, na Presenta ge &TP 3 mM e
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FIGURA 146 - Efeito de diamida e t—butdOH sobre o fluxo de Ca¥t em
mitoctndrias  de milboo Mitacéndrias (1,0 ma protfml) foram 1RCu—
padas a 30°9C em meio basico de reac3o na auséncia de ATP e Mgt
Em todos 0% experimentos foram adicionados %0 nmoles Catt/mg
erat . (a) Ca®* (contrele); (b) t—butOOH 100 uM; (c) diamida 1.0

i
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FIGURA 17 - Efeito de CLa™ e oxidantes no potencial de membrana

gee mitorciéndria de milhe, Mitpesdndrias (1,0 mg prot/mlYy foram in-
cubadas a 309 em meio basico de reaci3o, na auséncia de ATP e
Mgt (a) EGTA 1,0 mM; (b)) S0 nmoles Ca™%/mg prot); {(c) EGTA {,0
mM + diamida 1,0 mM; {(d} 30 nmoles Ca++/mg prot + diamida 1,0 mM.
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FIGURS 418 - fAnalise de Acidos araxos livres em cromatogratia de
cameda delgada em silica gel de suspensbes mitocondriais de mi-—
lho. Mitocdndrias (1,0 mg prot/ml) faram incubadas a 309C em melo
basico de reagdoc na aus@ncia de ATP e Mg't com periodos de 1ncu-
bacdo de 10 (A) & 90 minutos (D) (a) EGTA 1.0 mM, (b)Y S0 nmoles
Ca**/mg prot; (¢} padrico (acido linoleico 4 nmel),; (d) EGTA 1.0
mM + diamida 1,0 mM; (e) 50 nmoles Ca**/mg prot + diamida 1,0 mM.
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