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RESUMO

Embora o radical éxido nitrico (NO) seja um importante sinalizador em plantas, pouco
se conhece sobre 0os mecanismos que controlam sua homeostase na célula. Acredita-
se que a enzima S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR) tenha um papel relevante no
metabolismo de S-nitrosotidis (SNO), e consequentemente na homeostase do NO,
através do catabolismo da S-nitrosoglutationa (GSNO). Apesar de a mitocdndria ser um
importante alvo do NO, o papel da GSNOR na funcionalidade de mitocondrias vegetais
ainda nao foi descrito. Este trabalho teve como objetivo caracterizar mitocéndrias
isoladas a partir de cultura celular liquida de Arabidopsis thaliana transgénicas com
maior (L1) e menor (L5) expressdo da GSNOR em relacdo ao tipo selvagem. O
conteudo de S-nitrosotidis e perdxido de hidrogénio e a emissao de NO, determinados
espectrofotometricamente e fluorimetricamente com DAF-2, respectivamente, foram
comparados entre células nas fases de crescimento linear (5 dias de cultivo) e
estacionaria (10 dias de cultivo; estresse nutricional). O consumo de oxigénio e a
degradacao de NO por mitocondrias isoladas nas diferentes fases de cultivo celular
foram determinados com eletrodos especificos. Na fase linear o L1 apresentou menor
(81%) e o L5 maior (162%) conteudo de S-nitrosotidis, em relagédo ao tipo selvagem. Na
fase estacionaria o conteudo de S-nitrosotidis foi reduzido e o padrao foi invertido. A
emissdo de NO pelas células ap6s 5 dias de cultivo foi maior no L5 e nao diferiu
estatisticamente entre o L1 e o selvagem. Apds 10 dias de cultivo os trés gendtipos
apresentaram incremento na emissdao de NO, porém o L5 apresentou menor emissao
gue os outros gendtipos. Apds 5 dias de cultivo microcalos dos transgénicos L1 e L5
apresentaram menor contetdo de peréxido de hidrogénio que o tipo selvagem. Porém,
em uma condicao de estresse nutricional o conteldo de perdxido de hidrogénio foi
estatisticamente igual para todos os genétipos. Ensaios com mitocdndrias isoladas
mostraram que o transgénico L1 foi o Unico incapaz de aumentar a atividade da oxidase
alternativa (AOX) e teve as atividades do complexo | e da NADH desidrogenase externa
inibidas na situacdo de estresse. O L5 apresentou maior atividade da NADH
desidrogenase externa de modo constitutivo e da proteina desacopladora (UCP) no
décimo dia. Ainda, na situacdo de estresse a capacidade de degradacdo de NO foi
aumentada nos transgénicos L1 e L5. Entretanto, o L5 apresentou maior resisténcia a
inibicdo da respiracao provocada pelo NO, provavelmente devido a maior atividade da
AOX. O conjunto dos resultados sugere um importante papel da GSNOR em controlar
as alteragdes funcionais de mitocéndrias de A. thaliana mediadas por NO.
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ABSTRACT

Although the radical nitric oxide (NO) is an important sign in plants, little is known about
the mechanisms that control it's homeostasis in cell. It is believed that the enzyme S-
nitrosoglutathione reductase (GSNOR) has an important role in the metabolism of S-
nitrosothiols (SNO), and consequently of NO homeostasis through catabolism of S-
nitrosoglutathione (GSNO). Although mitochondria are an important target of NO, the
role of GSNOR on plant mitochondria functionality has not been described yet. This
study aimed to characterize mitochondria isolated from liquid cell culture of transgenic
Arabidopsis thaliana with higher (L1) and lower (L5) GSNOR expression relative to wild
type. The content of S-nitrosothiols and hydrogen peroxide and the NO emissions,
determined spectrophotometrically and fluorimetric with DAF-2, respectively, were
compared between cells in the linear (5 days culture) and stationary (10 days culture,
nutritional stress) growth phases. Oxygen uptake and NO degradation by mitochondria
isolated at different stages of cell culture were determined with specific electrodes. In the
linear phase L1 showed lower (81%) and L5 increased (162%) content of S-nitrosothiols
compared to wild type. At stationary phase S-nitrosothiols contents has been reduced
and the pattern was reversed. The emission of NO by the cells after 5 days of culture
was higher in L5 and do not statistically different between the L1 and wild type. At 10
days culture the genotypes showed an increase in the NO emission, but L5 showed
lower emissions than the other genotypes. At 5 culture transgenic lines L1 and L5
showed a lower content of hydrogen peroxide than the wild type. However, in a
condition of nutritional stress, the content of hydrogen peroxide was statistically the
same for all genotypes. Tests with isolated mitochondria showed that transgenic L1 was
the only one unable to increase the activity of alternative oxidase (AOX) and had the
activities of complex | and NADH dehydrogenase at stress. The L5 showed a
constitutive higher activity of the external NADH dehydrogenase and uncoupling protein
(UCP) activity at the tenth day. Furthermore, NO degradation capability by mitochondria
at nutritional stress situation of NO was increased in transgenic L1 and L5. However, L5
mitochondria showed greater resistance to respiration inhibition caused by NO, probably
due to increased activity of AOX. The overall results suggest an important GSNOR role
in controlling the mitochondria functional changes of A. thaliana mediated by NO.
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1. INTRODUCAO



1.1 Oxido nitrico

O radical livre éxido nitrico (NO, monéxido de nitrogénio) é um importante
sinalizador em todos os organismos superiores (Neil et al. 2008; Leiper et al. 2011). Sua
primeira meng¢ao na literatura com acao sinalizadora foi em 1987, quando Palmer e
colaboradores (1987) sugeriram que o NO seria o fator de relaxamento derivado do
endotélio. Desde entao, o NO tem sido relacionado a diversos processos metabdlicos e
fisiologicos em mamiferos, tais como o controle da pressao sanguinea, a contracido
muscular, a atividade neuronal e a resposta imune (revisado por Gao, 2010).

Em plantas, o NO também tem sido descrito como uma importante molécula
sinalizadora enddégena que medeia varios processos fisioldégicos e de desenvolvimento,
como a germinagéo (Beligni e Lamattina, 2000; Bethke et al., 2006), gravitropismo (Hu
et al., 2005), desenvolvimento do xilema (Gabaldon et al., 2005), movimento estomatico
(Garcia-Mata et al., 2003), transicao e desenvolvimento floral (He et al., 2004; Seligman
et al., 2008) e senescéncia (Guo e Crawford, 2005). Adicionalmente, o NO esta
envolvido na resposta a estresses bibticos e abibticos através da inducdo da resposta
hipersensitiva (HR), ativacdo de genes de defesa e inducdo da producdo de compostos
antimicrobianos (Delledonne et al., 2001; Modolo et al., 2005).

A diversidade de efeitos do NO em processos metabdlicos e fisiolégicos € um
reflexo de suas propriedades fisico-quimicas’. O NO possui um elétron
desemparelhado e pode ser reduzido ou oxidado, formando NO™ (ion nitroxil) ou NO*
(ion nitrosénio), respectivamente. Cada uma destas espécies reativas de nitrogénio é
capaz de interagir diferentemente com moléculas bioldgicas (Gow e Ischiropoulos,
2001). O NO pode também reagir com o O, atmosférico produzindo nitrito (NO2", Wink
et al., 1996) e outras espécies reativas de nitrogénio, como o diéxido de nitrogénio
(NO2), ou com o anion superéxido (O2) formando peroxinitrito (ONOO", Radi et al.,

TA bioquimica do NO se mostra bastante complexa, abrangendo diversas reagdes potenciais. Uma
divisdo didatica de seus efeitos, a fim de auxiliar na compreensdo, € comumente feita entre diretos e
indiretos. Esta divisdo permite a consideracao de tempo, local e fluxo de sintese do NO e seus alvos
potenciais. De forma geral os efeitos diretos sdo reflexos da reacdo direta do NO com moléculas
biolégicas ou outros possiveis alvos; enquanto que os efeitos indiretos sdo mediados por moléculas
derivadas do NO, como 0 ONOO'. Considera-se que os efeitos diretos sejam prevalentes em situagdes
fisiologicas normais, ja os efeitos indiretos em situagbes de estresse, quando ha maior sintese do NO.



2002). Devido a sua baixa solubilidade, o éxido nitrico € altamente mdvel nos sistemas
celulares, se difundindo livremente atraves de membranas e pode facilmente vaporizar-
se (Mur et al., 2006). Assim, apesar da aparente simples estrutura, suas caracteristicas
quimicas complexas em sistemas biol6gicos possibilitam a formacdo de produtos
secundarios e terciarios multiplos, aumentando muito a dificuldade de compreensao dos

efeitos deste radical.

nitrito

ion nitros6nio /02' ion nitroxil

\4

ONOO’

peroxinitrito

Figura 1. Reagdes quimicas caracteristicas do NO. O NO pode ser reduzido ou oxidado, formando NO
(fon nitroxil) ou NO™ (ion nitrosénio), respectivamente. O NO pode também reagir com o O,
atmosférico produzindo nitrito (NO,). Outra possivel reagdo é com o anion superoéxido (O,)
formando o potente oxidante peroxinitrito (ONOO).

A funcgéo sinalizadora do NO é um reflexo de suas agées como modulador do
estado redox e da atividade protéica. O NO é capaz de agir como antioxidante
(reagindo com outros radicais) ou pré-oxidante (pela producao de espécies reativas de
nitrogénio — Zaninotto et al., 2006), alterando o estado redox celular. Ja a modulagéo da
atividade protéica pelo NO pode ser uma consequéncia de trés tipos de reagdes. O NO
pode reagir com o grupamento tiol (SH) de residuos de cisteinas (Cys) presentes em
proteinas, formando um S-nitrosotiol (SNO), reacdo chamada de S-nitrosacdo ou S-

nitrosilacao (Lindermayr et al., 2005; Aracena-Parks et al., 2006). Pode também se ligar



a ions metdlicos de grupos heme ou centros de ferro-enxofre de proteinas,
caracterizando neste caso uma reacao de metal-nitrosilacdo (Besson-Bard et al., 2008).
Ainda, espécies reativas NO-relacionadas, como o peroxinitrito e o didéxido de
nitrogénio, podem reagir com o atomo de carbono na posi¢cao 3 do anel fenélico de um
residuo de tirosina causando a nitragéo de proteinas (Zaninotto et al., 2006). Devido a
quantidade de reacdes e alvos possiveis do NO, a precisa determinacao do mecanismo

de acéao deste radical em processos fisiol6gicos vegetais permanece um desafio.

{ \} OH
NO,

on

% CHs
OH
\*/

ONOO~

CH,—S~ 0,
-
NO-

3 NO* 4#

N

CH;—S—NO

Figura 2. Modificagbes pos-traducionais mediadas por NO. 1. A S-nitrosag&o de um residuo de Cys em
uma proteina leva a formagéo reversivel de um SNO e é responsavel pelo favorecimento ou
inibicao da formacdo de pontes dissulfeto entre os grupamentos tidis préximos.
Macanisticamente, a reagdo de S-nitrosacdo corresponde ao ataque eletrofilico do céation
nitrosdnio ao grupamento tiol. Mecanismos alternativos tém sido propostos e serdo discutidos
oportunamente. 2. O radical NO pode doar elétrons e reagir com metais de transigdo. A
interacao covalente reversivel entre o NO e centros de ferro-enxofre, grupamentos heme ou
atomos de zinco presentes em proteinas leva a formagdo de metaloproteinas (MNO),
caracterizando uma reacao metal-nitrosilacdo. 3. A nitracdo de residuos de tirosina é
mediada por espécies derivadas do NO, especialmente o perdxinitrito (ONOO), formadas na
presenca de anion superédxido (O,). Essa reacdo é normalmente considerada irreversivel,
porém ha controvérsias.

Adaptado de Besson-Bard et al., 2008.



Um exemplo da complexa sinalizacdo do NO em sistemas fisiol6gicos € sua acao
moduladora da atividade da enzima redutase de nitrato (NR), uma enzima essencial no
processo de assimilagdo de nitrogénio?. Resultados recentes demonstraram que o NO é
capaz de ativar a NR, porém esse efeito esta inversamente relacionado com a
concentracao de nitrato (Jin et al., 2009). Plantas de tomate pulverizadas com NO na
presenca de 5 mmol.L" de nitrato apresentaram inibicdo da NR, enquanto que quando
as plantas foram pulverizadas com NO na presenca de 0,5 mmol.L" de nitrato a
atividade da NR foi estimulada. Interessantemente, quando o NO foi removido pelo
concomitante fluxo de nitrogénio (N2), o efeito modulador do NO apenas foi revertido na
presencga de baixa concentracéo de nitrato (Jin et al., 2009).

A despeito de sua importancia, ainda ha controvérsias a respeito de como o NO
€ sintetizado em plantas. A NR tem sido apontada como uma enzima chave na sintese
do NO. Esta sintese ocorreria através da sucessiva reducao do nitrato a nitrito e, entao,
do nitrito a NO; ambas as reac¢des ocorreriam através da catalise realizada pela NR
(Yamasaki e Sakihama, 2000). Evidéncias indicam que o elétron necessario para a
reducao do nitrito a NO também pode ser provido pela cadeia respiratéria mitocondrial
(Planchet et al., 2005) ou pelo sistema fotossintético (Jasid et al., 2006).

Estudos de nosso grupo sugerem que durante a interacdo incompativel entre
Arabidopsis thaliana e Pseudomonas syringae a reducdo de nitrito pelo sistema de
transporte de elétrons mitocondrial seja o principal mecanismo responsavel pela
producdo de NO (Modolo et al.,, 2005). Neste caso, a NR seria responsavel pelo
fornecimento do substrato para esta sintese, ou seja, o nitrito. Acredita-se que a
reducdo de nitrito a NO pela mitocondria ocorra por acdo de elétrons liberados na
cadeira respiratoria, ja que a inibicdo do transporte de elétrons por mixotiazol, inibidor
do complexo lll, inibe tal redugcdo, como demonstrado por nosso grupo (Wulff et al.,
2009).

Outra via proposta para a sintese de NO seria através de uma atividade sintase

de 6xido nitrico (NOS). Neste caso L-arginina seria convertida em citrulina, utilizando

2 A nitrato redutase (NR) é uma importante enzima do processo de assimilacdo de nitrato pelas plantas.
Esta enzima é responséavel pela catalise da reducao do nitrato (NO3) a nitrito (NO,) dependente de
NAD(P)H. O nitrito é reduzido pela nitrito redutase (NiR) a aménia, que € entao incorporada a estrutura
dos aminoacidos através do sistema enzimatico glutamina sintase-glutamina-2-oxoglutarato transaminase
(GS-GOGAT).



NADPH como doador de elétrons e O, como co-substrato, produzindo NO e agua. Em
mamiferos trés isoformas desta enzima foram descritas: NOS neuronal (nNOS), NOS
endotelial (eNOS) e NOS induzida (INOS — revisado por Alderton et al., 2001). No
entanto, em plantas a existéncia de uma NOS permanece controvérsia (Guo et al.,
2003; ver também Zemoijtel et al., 2006). Recentemente foi descrito em duas espécies
do género Osteocroccus (algas verdes) uma enzima com atividade NOS (O. tauri NOS).
Estudos filogenéticos da NOS de O. tauri demonstraram que ha 45% de homologia com
a NOS animal presente no endotélio (Foresi et al, 2010). Interessantemente, a
atividade da NOS de O. tauri parece ser modulada positivamente por alta irradiancia
luminosa. Em plantas superiores, no entanto, a enzima responsavel por essa conversao
ainda nao foi determinada.

Atualmente a forma como o NO pode ter sua biodisponibilidade afetada pela
reacdo com a glutationa (GSH), um antioxidante presente em altas concentracées
intracelulares (2-3 mmol.L-" em células vegetais), tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores. A reacao espontdnea do NO com o grupamento tiol do GSH, formando
S-nitrosoglutationa (GSNO), é analoga a sua reacdo com residuos de cisteina em
polipeptideos. Tem sido proposto que o GSNO apresente uma importante funcéo na
atividade regulatéria do NO, agindo como um reservatério intracelular natural do NO e,
particularmente, no processo de S-nitrosacdo® de grupamentos tidis de proteinas
através da transnitrosacao (Ji et al., 1999; Liu et al.,, 2001). A transnitrosacdo é uma
reacdo caracterizada pela transferéncia do grupamento NO de um S-nitrosotiol para
outro grupamento tiol formando S-nitrosotidis de meia vida mais longa. Um crescente
namero de proteinas vegetais tem sido descrito como alvos do processo reversivel de
nitrosacdo em residuos de cisteinas (Perazzolli et al., 2004; Lindermayr et al., 2005,
2006; Belenghi et al., 2007; Holzmeister et al., 2011). Esta modificagdo reversivel
frequentemente altera a atividade e a funcdo enzimatica e, assim, deve ocorrer em
situacdes fisiologicas. Diferentemente, a nitracdo de residuos de tirosina € uma

modificacao protéica permanente, favorecida em situacdes de altos niveis de NO e

® Este tipo de modificagdo tem sido chamado de “a nova fosforilacdo”. Em bioquimica,
fosforilacao é um dos principais mecanismos de modulagéo covalente da atividade protéica e consiste na
adicao de um grupo fosfato a molécula. Porém, diferentemente da fosforilagéo, até o momento é
desconhecido o concurso enzimatico ou qualquer mediagao protéica no processo de nitrosagao.



espécies reativas de oxigénio (ROS); situacao na qual ha geracéo de espécies reativas
de nitrogénio (RNS). O acumulo RNS, resultantes do aumento da sintese ou da
diminuicao de degradacao do NO, tem sido chamado de estresse nitrosativo (Ridnour,
et al., 2004) e a nitragdo de residuos de tirosina vem sendo considerado um marcador
deste estresse em animais (Ischiropoulos, 2003; Gow et al., 2004) e plantas (Corpas et
al., 2009).

Neste contexto, a probabilidade de ocorrer a transnitrosacdo e,
consequentemente, a nitrosagcdo de proteinas € um reflexo dos niveis de GSNO
intracelulares. O controle dos niveis intracelulares de GSNO ¢ dado através de sua
degradacao e que é catalisada pela redutase de GSNO (Jensen et al., 1998). Esta
enzima apresenta duas atividades enzimaticas, sendo que a primeira a ser descrita foi a
atividade formaldeido desidrogenase dependente de GSH (FALDH). De fato, tem sido
proposto que a principal acao da enzima GSNOR/FALDH seja controlar os niveis de
GSNO e nitrosotidis (SNO) em geral, em detrimento da desintoxicacao celular por
formaldeido (Liu et al, 2001). A GSNOR cataboliza GSNO para uma mistura,
dependendo das condigbes, de GSSG, hidroxilamina, NH; e GSH (Jensen et al., 1998).
O resultado da acdo desta enzima é a deplecdo do nivel de GSNO e a reducédo da
probabilidade de formacdo de SNO pela reacdo de transnitrosacdo. Por tanto, a
GSNOR desponta como uma promissora enzima responsavel pela modulagdao de vias

de sinalizacdo mediadas pelo NO.

NO + GSH GsNo GSNOR, osG 4+ NH;

CH2-S CH2>-S-NO + GSH

Figura 3. Formagdo e degradagdo do GSNO. O radical NO pode reagir com o grupamento tiol do
antioxidante GSH espontaneamente, formando GSNO. O controle dos niveis intracelulares
de GSNO é dado através de sua degradacao catalisada pela enzima GSNOR. A GSNOR
cataboliza GSNO em GSSG e NHj3, resultando na depleg¢éao do nivel intracelular de GSNO e
a reducao da probabilidade de formagéao de SNO pelo processo de transnitrosagao.



Em plantas, hda um numero limitado de estudos sobre a GSNOR, mesmo
considerando sua atividade desintoxicadora de formaldeido (Uotila e Koivusalo, 1979;
Giese et al., 1994; Martinez et al., 1996; Dixon et al., 1998; Achkor et al., 2003) ou sua
atividade redutora de GSNO (Sakamoto et al., 2002; Feechan et al., 2005; Rusterucci et
al. 2007; Lee et al., 2008; Chen et al., 2009). Em Arabidopsis thaliana, GSNOR é uma
proteina citossolica codificada pelo gene (At5g43940), previamente denominado
ALCOHOL DEHYDROGENASE2 (Martinez et al., 1996). Este gene parece ser expresso
em toda a planta e modulado positivamente por acido jasménico e negativamente por
acido salicilico (Diaz et al., 2003).

Estudos sobre a suscetibilidade a patégeno em plantas com alterado nivel de
GSNOR produziram resultados contraditérios. Feechan e colaboradores (Feechan et
al., 2005) relataram que plantas mutantes para a enzima GSNOR apresentaram
resisténcia R-mediada e basal comprometidas, sendo incapazes de estabelecerem uma
resposta de defesa baseada na via de sinalizacao do acido salicilico. Em contrapartida,
as plantas transgénicas de A. thaliana com menor nivel de GSNOR apresentaram maior
resisténcia a Peronospora parasitica (Rusterucci et al., 2007). Além disso, a resisténcia
adquirida sistémica (SAR) e a expressado do gene PR1 apresentaram-se aumentadas
na planta antisense e comprometidas em plantas que superexpressavam a enzima
GSNOR. Porém ambos os grupos encontraram um conteudo, aproximadamente, duas
vezes maior de SNO em plantas com reduzido nivel de GSNOR, consistente com a
acao desta enzima no metabolismo de nitrosotidis. Embora a disparidade nos
resultados permaneca até a presente data sem uma explicagdo conclusiva, ndo ha
duvida de que a GSNOR desempenhe um importante papel na resposta de defesa de
plantas a patégenos.

Recentemente mutantes de A. thaliana incapazes de se aclimatar a alta
temperatura e com niveis elevados de espécies NO-derivada (hot5) foram identificados
como sendo mutantes para a GSNOR (Lee et al. 2008). Foi também recentemente
identificado por clonagem posicional que plantas de A. thaliana resistentes ao herbicida
paraquat (par2-1) sdo mutantes para o gene da GSNOR (Chen et al., 2009). O paraquat
€ um herbicida ndo seletivo que favorece o vazamento de elétrons no fotossistema I,

provocando um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e,



consequentemente, resultando em um estresse fotooxidativo (Babbs et al.,, 1989). Foi
sugerido que a resisténcia ao herbicida paraquat observada no mutante par2-1 seria
uma incapacidade de ativar a via de sinalizacdo de morte celular NO-mediada (Chen et
al., 2009). Estes resultados sugerem que o controle da homeostase de nitrosotidis pela
enzima GSNOR seja crucial para as respostas a estresses de origem abidtica, em
adicdo ao seu papel na resisténcia a patdgenos.

1.2 Bioenergética vegetal

Mitocondrias sdo organelas presentes em todos os eucariotos compostas de
duas membranas. Na membrana interna, altamente invaginada, localizam-se complexos
protéicos, conjuntamente chamados de cadeia transportadora de elétrons (CTE),
responsaveis pela oxidacao de substratos e producao de energia na forma de ATP.

A aquisicao das mitocondrias por um evento endosimbiético ha 1,5 - 2 bilhdes de
anos € tido como um marco evolutivo no surgimento dos eucariotos. Sua capacidade de
sintetizar ATP utilizando o O, atmosférico representou uma adaptacao imprescindivel
para o desenvolvimento da multicelularidade. Nao apenas sua manutencao nas células
hospedeiras, mas a transferéncia de parte de seus genes, seguido do controle de sua
divisdo pela célula hospedeira, demonstram a estreita interacdo biodtica desenvolvida ao
longo dos anos. Porém as mitocéndrias ndo foram apenas colocadas sob o controle
quase completo da célula hospedeira, elas também estdo intimamente ligadas a
processos de sinalizacdo, como por exemplo, a inducdo de morte celular programada
em todo o reino animal, fungi e vegetal.

Inicialmente descrito como uma seqUéncia de grupos prostéticos (flavinas e
citocromos) embebidos em matriz protéica que transportavam elétrons em ordem
crescente de potencial redox (Chance e Williams, 1995), a visdao da cadeia
transportadora de elétrons sofreu algumas alteragdes ao longo dos anos. Atualmente, a
CTE é vista como uma sequéncia funcional de, principalmente, quatro grandes
complexos localizados aleatoriamente na membrana mitocondrial interna, denominados
NADH-coenzima Q redutase (Complexo ), Succinato-coenzima Q redutase (Complexo
I), Ubiquinol-citocromo C redutase (Complexo Ill) e Citocromo ¢ oxidase (Complexo IV
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ou COX). Nesta visdo atual, os complexos estariam conectados por duas moléculas
moveis (uma quinona lipofilica chamada de Coenzima Q — CoQ; e uma proteina-heme
hidrofilica chamada Citocromo ¢ — CitC; Lenaz et al., 2010).

Contudo, sdao comumente encontradas grandes variagdes na CTE de diferentes
organismos. A membrana mitocondrial interna possui, em quantidades inferiores, outros
complexos protéicos que apresentam atividade de transferéncia de elétrons. Entre eles
ha flavoproteinas capazes de transferir elétrons a CTE por vias independentes do
Complexo | (por exemplo, glicerol-3-fosfato desidrogenase ou flavoproteinas de
transporte de elétrons — ubiquinona oxidoredutase), além de NAD(P)H desidrogenases
alternativas em diversos organismos, especialmente em fungos e plantas. Ainda, ha
uma via alternativa (ou ramificacao) que desvia o fluxo de elétrons a partir da CoQ em
procariontes, fungos e plantas. Neste caso, os elétrons sdao doados diretamente para o
O, pela Oxidase alternativa (AOX; Blokhina e Fagerstedt, 2010).

Citoplasma

4 NAD(P)H

Succinato

Matriz

Figura 4. Modelo esquematico da cadeia transportadora de elétrons. Em detalne os complexos
protéicos e seus substratos localizados na membrana mitocondrial interna. I. NADH-
coenzima Q redutase; Il. Succinato-coenzima Q redutase; Il Ubiquinol-citocromo C redutase;
IV Citocromo C oxidase; NDe e Ndi. NAD(P)H desidrogenase externa e interna,
respectivamente; AOX. Oxidase alternativa; UCP. Proteina desacopladora; CoQ. Coenzima
Q; C. Citocromo C. (Adaptado de Lenaz e Genova, 2009).



11

A transferéncia de elétrons pela CTE até o oxigénio molecular é realizada
através de reacdes altamente exergbnicas. Essa variacdo na energia livre é utilizada
para bombear protons da matriz para o espaco intermembranas. Esta energia
eletroguimica inerente da diferenca de concentracdo de prétons e da separacao de
cargas representa uma conservagdao temporaria da energia de transferéncia de
elétrons. A energia armazenada no gradiente eletroquimico é denominada forca préton-
motriz e dirige a sintese de ATP através do fluxo de prétons pela ATP sintase nas
mitocondrias. Este modelo foi sugerido pelo bioquimico Peter Mitchell* e denominado
modelo quimiosmotico (Mitchell, 1961).

As mitocdndrias sdo importantes alvos do NO, um potente inibidor do fluxo de
elétrons na cadeia respiratoria (revisado por Yamasaki et al., 2001). Em concentracdes
nanomolares, o NO se liga reversivelmente aos sitios de ligacao do oxigénio na COX,
resultando em um decréscimo do consumo de oxigénio (Cleeter et al., 1994). Esta
competicdo pelo sitio ativo tem sido considerado um mecanismo fisioldgico pelo qual o
NO regula a respiracdao celular (Borutaite e Brown, 1996). Recentemente foi
demonstrado que o Complexo | de mitocéndrias isoladas a partir de figado de rato
também pode ter sua atividade reduzida por S-nitrosacado (Borutaite e Brown, 2006),
aumentado a producao de peroxido de hidrogénio (H2O,). O tratamento com agentes
oxidantes ou com a exposicdo a luz reverteu a inibicdo, demonstrando que esse
processo é facilmente reversivel (Borutaite e Brown, 2006).

No entanto, em situacdes de estresse nitrico, a COX pode ser irreversivelmente
inibida pelo NO, através de uma reacao de nitragdo (Millar e Day, 1996). Ainda, a
exposicao prolongada ou a altas concentragdes de NO acarreta a inibicdo permanente
da respiracdo através da nitracdo do Complexo | (Clementi et al, 1998).
FreqUentemente, estas alteracdes levam a indugao da morte celular pelo efeito adverso

que acarretam na organela.

*A formulagcédo da hipétese quimiosmatica por Peter Mitchell veio antes mesmo da descricdo da ATP
sintase e seu mecanismo de acdo. A teoria quimiosmética sofreu duras criticas até vencer o ceticismo
cientifico. Mitchell, ao ser laureado com o Prémio Nobel, disse em seu discurso: “O aspecto da presente
posicao de consenso que eu considero mais marcante e admiravel, € o altruismo e a generosidade de
cada antigo oponente da hip6tese quimiosmética que nao apenas vieram a aceita-la, mas a promoveram
ao status de teoria.”
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Diferentemente das mitocondrias de mamiferos, em plantas, a membrana
mitocondrial interna contém enzimas alternativas, como a oxidase alternativa (AOX) e
as NAD(P)H desidrogenases, para o transporte de elétrons (Blokhina e Fagerstedt,
2010). Estas enzimas nao sao bombeadoras de prétons e, portanto, ndo contribuem
para a conservacdo de energia na fosforilacdo oxidativa. Variagdes no nivel de
expressao destas enzimas em diferentes tecidos, assim como durante o
desenvolvimento e floracdo, influenciam diversos processos celulares, como estado
redox e assimilacdo de nitrogénio, sugerindo uma importante fungdo destas enzimas
em plantas (Hachiya e Noguchi, 2011; Zhu et al, 2011; Smith et al, 2011).
Diferentemente da COX, a AOX é insensivel ao NO (Millar e Day, 1996) e estudos
recentes de nosso grupo de pesquisa mostraram que as NAD(P)H desidrogenases
externas sdo capazes de degradar o NO (de Oliveira et al., 2008).

Em baixas concentragcdes de NO, a inibicao da COX favorece o escape de
elétrons da cadeia respiratoria e a conseqliente degradacédo do radical, 0 que cessa a
inibicdo da respiracao (Wulff et al., 2009). Ainda, a exposi¢éo de células de Arabidopsis
thaliana ao NO é capaz de induzir a expressdo da AOX (Huang et al., 2002). Este
aumento da expressao parece ser importante para o aumento da meia vida do NO
(Wulff et al., 2009), protegendo os tecidos dos efeitos deletérios da anoxia ou hipdxia.
Como esta proteina é responsavel pelo desacoplamento do transporte de elétrons da
fosforilacdo oxidativa, sua atividade possibilita a continua reducao da tensdo de
oxigénio, necessaria para a degradacdo do NO via reagcdo com radicais de oxigénio.
Interessantemente, parece existir uma regulacdo do nivel de NO pela mitocéndria,
sugerindo uma agéo das enzimas alternativas na prevengéo dos efeitos deletérios do
radical NO na planta (Wulff et al., 2009).

Ainda, a membrana mitocondrial interna apresenta proteinas desacopladoras
(UCP) responsaveis pela dissipacdo do gradiente eletroquimco e, consequentemente,
reducao da eficiéncia de fosforilacdo (Vercesi et al., 2006). Acredita-se que a atividade
da UCP e AOX protejam as células da producdo de espécies reativas de oxigénio
durante estresses bibticos e abibticos (Maxwell et al. 1999; Brandalise et al.2003; Van
Aken et al. 2009). No entanto, ndo ha relatos sobre a modulagéo da atividade UCP em
mitocondrias vegetais pelo NO até o momento.
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Apesar da singularidade das mitocbndrias vegetais e da importancia da
regulacdo da respiracdao mitocondrial pelo NO, as alteracées funcionais destas
organelas quando expostas a uma situagcdo de estresse nitrico tém sido pouco
estudada. Modelos com niveis alterados de GSNO parecem adequados para este
estudo, ja que permitem uma analise comparativa das alteragdes funcionais da cadeia

respiratéria e possiveis consequiéncias na homeostase do NO.

1.3 Modelo vegetal para estudo

Arabidopsis thaliana é uma angiosperma dicotiledénea herbacea pertencente a
familia das Brassicaceae, a mesma da mostarda, e se encontra distribuida por varios
continentes, principalmente nas regides temperadas do hemisfério Norte. Esta planta
tem sido utilizada extensivamente em estudos genéticos e fisioldgicos gragcas as
vantagens de cultivo e manutencdo em laboratérios, como pequeno porte, rapido ciclo
de vida e alto grau de endogamia (Arabidopsis Home, 2006). Além de inumeras
informacgdes disponiveis sobre essa espécie, seu genoma foi o primeiro seqlienciado
dentre as plantas superiores. Foram descritos 5 cromossomos contendo 125 milhdes de
pares de bases e 26000 genes, a maioria dos quais ainda continuam sem funcao
conhecida (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Desde sua primeira aparicdo na literatura ndo taxonémica em 1873 quando
Alexander Braun (Arabidopsis Home, 2006) descreveu uma planta mutante
provavelmente no gene AGAMOUS, relacionado com a regulagao floral ABC, muito se
tem descrito e estudado da fisiologia e genética vegetal. A partir da década de 1950
iniciou-se grande avancgo na constru¢cdo de uma cole¢do de mutantes, porém apenas
em meados da década de 1980 foi publicado a primeira insercao de um gene exégeno
(An, et al. 1986; Lloyd, et al. 1986), seguido da descricdo da transformacao
extremamente eficiente pelo método de infiltracdo a vacuo (Bechtold e Pelletier 1998),
0 que abriu portas para diversos estudos de base genética.

Em 1996 Carmen Martinez e colaboradores (Martinez et al., 1996) descreveram
o gene ADH2, codificante para a enzima formaldeido desidrogenase dependente de
glutationa (FALDH), presente no cromossomo 5 de Arabidopsis thaliana (Dolferus et al.,
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1997). Esta enzima participa da principal via do metabolismo de formaldeido em
plantas, sendo responsavel pela primeira reacdo de oxidacdo da S-
hidroximetilglutationa, com reducdo de NAD" e formagado de S-formilglutationa. A S-
formilglutationa é, entdo, majoritariamente hidrolisada a formato, que é oxidado a CO.
em mitocondrias e cloroplastos (Olson et al., 2000). Neste mesmo artigo de Martinez
(Martinez et al., 1996), a FALDH foi caracterizada e seu cDNA clonado. A analise por
northen-blot mostrou que esta enzima é expressa em baixa concentragdo (5x107
unidades.mg') e de forma homogénea nos diferentes tecidos de A. thaliana, de forma
analoga a expressao em animais (Smith et al., 1988). De fato, ja era conhecida, nessa
época, a catalise oxidativa promovida por esta enzima frente a alcodis de cadeia longa
e acidos graxos. No entanto, foi em 1998 que, pela primeira vez, ainda em animais, foi
descrito que a molécula S-nitrosoglutationa (GSNO) seria também substrato desta
enzima (Jensen et al., 1998). Os pesquisadores Jensen e Belka observaram a primeira
evidéncia da presenca de uma enzima responsavel pela reducao da GSNO, por um
processo dependente de NAD™ (Jensen e Belka, 1997). Nesta época a enzima foi
denominada de “GSNO terminase” pela sua caracteristica catabdlica, mas atualmente é
descrita como S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR). Em seu artigo, Jensen e
colaboradores (1998) propuseram que esta promiscuidade enzimatica seria
consequéncia da similaridade dos substratos em questdo e demonstraram que nesta
reacao o doador de elétron é a coenzima NADH. Ainda, através da determinacado dos
valores de K, para as diferentes reacoes, mostraram que a GSNO é o principal
substrato para a enzima GSNOR (Jensen e Belka et al., 1997). Concomitantemente,
outro grupo ao estudar o estresse nitrico em doencas cardiovasculares, mostrou que a
enzima FALDH apresentava maior atividade como GSNOR e que era evolutivamente
conservada de bactérias a humanos (Liu et al., 2001). Dessa forma, foi proposto que a
atividade da GSNOR era crucial para a homeostase de nitrosotidis (SNOs) e protecao
contra o estresse nitrico.

Todo esse cenario indicava que a enzima descrita por Martinez deveria também
apresentar atividade GSNOR. Realmente, em 2002, foi demonstrado pela primeira vez
essa atividade em plantas através de ensaios enzimaticos e clonagem do gene vegetal
em levedura (Sakamoto et al., 2002). Com o objetivo de estudar as funcdes dessa
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enzima no metabolismo vegetal, o grupo de Martinez desenvolveu linhagens de A.
thaliana transgénicas transformadas com as construcées sense e antisense do gene
ADH2 sob o controle do promotor 35S do virus mosaico da couve-flor, 0 que garantiu
uma expressao constitutiva do gene (Achkor et al, 2003). As linhagens com as
construgdes sense e antisense foram denominadas L1 (gene superexpresso) e L5
(gene silenciado), respectivamente. Desde entdo, estas plantas vem sendo utilizadas
como modelo experimental também com o objetivo de se conhecer mais sobre os
efeitos do radical 6xido nitrico, ja que a GSNO é considerada um reservatério natural de
NO capaz de alterar a expressao génica em situagdes de estresse (Park et al., 1988;
Durner et al., 1999).
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2. OBJETIVOS
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O presente estudo buscou proporcionar um melhor entendimento das alteragdes na
funcionalidade mitocondrial em células vegetais com nivel alterado de S-nitrosotibis
(SNO) e relacionar com o metabolismo do radical O6xido nitrico (NO). Mais

especificamente, ele teve como objetivos:

= Estabelecer um protocolo de cultivo para a cultura liquida de células do tipo
selvagem de A. thaliana e dos transgénicos com alta (L1) e baixa (L5) expressao

da enzima S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR).

= Determinar e correlacionar alteragdes no nivel de emissdo de NO e o conteudo
de SNO em células em suspensao do tipo selvagem de A. thaliana e dos

transgénicos L1 e L5.

= Caracterizar a funcionalidade dos complexos e a indugdo das proteinas
alternativas da cadeia transportadora de elétrons de mitocOndrias isoladas de
cultura de células de A. thaliana selvagem e dos transgénicos L1 e L5.

» Analisar a atividade de degradacdo de NO por mitocéndrias isoladas dos
transgénicos L1 e L5, verificando o envolvimento da cadeia respiratoria vegetal,

em especial da NADH desidrogenase externa, nesse processo.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Reagentes

Sacarose foi obtida da Merck (Darmstadt, Alemanha), DAF-2 da Allexis (San
Diego, EUA), Coomassie Plus da Pierce (Rockford, EUA). Os outros reagentes foram
obtidos da Sigma (Saint Louis, EUA).

A solucdo saturada de NO foi preparada borbulhando-se o gas NO puro
(armazenado em cilindro) em um frasco selado com tampa de borracha contendo
tampao fosfato (pH 7,2) 0,1 mol.L" previamente deaerado com argdnio. A concentragio
da solucao saturada de NO foi considerada como sendo aproximadamente 1,7 mmol.L’
' que corresponde a saturagdo maxima deste gas em solugdo aquosa a 25°C (Henry et
al. 1997).

3.2 Material vegetal

Sementes de Arabidopsis thaliana L. Ecotipo Columbia e das linhagens
transgénicas L1 e L5, obtidas por Martinez (Achkor et al., 2003), foram esterilizadas
com hipoclorito de sédio 0,3 % durante 8 minutos e germinadas in vitro utilizando meio
sélido (phytagel 0,28%) com de nutrientes Murashige e Skoog (MS — 1962) acrescido
de vitaminas de Murashige e Tucker (MT). As plantas foram mantidas em uma camara
de crescimento com fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro e temperatura
controlada de 24°C.

Para o estabelecimento da cultura de calos, folhas de 20 a 25 dias de idade
foram retiradas das plantas e incubadas em meio sélido de nutrientes MS modificado
(nitrato de potassio, 5 mmol.L™"; nitrato de aménio, 5 mmol.L™") acrescido de vitaminas
de MT, extrato de malte 0,5 g/L e horménios 2,4-D (acido 2,4-diclorofenilacético) 4,5
umol.L™ e cinetina 0,025 pmol.L™". A cultura de calos foi mantida no escuro, a 25°C, por
30 dias para um aumento de massa celular. Os calos foram entédo transferidos para
culturas liquidas com a mesma composicdo do meio de cultura, exceto phytagel. As
culturas liquidas de microcalos foram mantidas no escuro a 25°C com rotagdo
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constante de 150 rpm (Shaker modelo C25KC, New Brunswick Scientific) e um ciclo de
crescimento de 7 dias. Semanalmente, para os trés genétipos, a cultura dos microcalos
foi repicada para uma densidade de 2 g de massa fresca/50 mL. Todo o trabalho de
esterilizagcdo das sementes e das folhas, o estabelecimento das culturas sélidas e
liquidas e a repicagem dos calos e células foram feitos em condi¢des assépticas, em
uma camara de fluxo laminar (Fluxo Laminar Modelo H1FS-12-M, Veco).

As curvas de crescimento foram obtidas através da determinacdo da massa
fresca e da massa seca em funcdo do tempo. A massa fresca foi determinada pela
filtragem dos microcalos em filtro de papel sob pressédo negativa, com o auxilio de uma
bomba de vacuo. A massa seca foi determinada pela secagem dos microcalos em forno
a 60°C por 24 horas. O dia do repique foi considerado como tempo zero e as medigdes
foram realizadas até o décimo quinto dia de cultivo. A linha de tendéncia foi obtida
através do ajuste polinomial de ordem 4 (R? > 0,9).

3.3 Quantificacao do conteudo de S-nitrosotidis totais

O conteudo total de SNO foi determinado pelo método de Saville (1958), com
algumas alteragdes. Proteinas totais foram extraidas de células em suspensédo dos
gendtipos selvagem, L1 e L5 em tamp&o de extragdo (fosfato 0,1 mol.L”", pH 7,2, EDTA
0,1 mol.L" e EGTA 0,1 mol.L"). Os extratos foram incubados por 10 minutos em
solugdo A (1% sulfanilamida em 0,5 mol.L™" HCI) e em solugdo B (solucdo A acrescida
de HgCl,), obtendo a formacgédo do sal diazénio. A formagédo do corante azo foi obtida
pela reacdo das solugdes de incubacdo com a solugdo C (N-(1-naftil) etilenodiamina
dihidroclorida 0,02% em 0,5 mol.L™" HCI) equivolumetricamente por 10 minutos. A
absorbancia foi lida em seguida a 550 nm em um espectrofotometro (Simadzu
MultiSpect 1501 - Japao). A quantificacdo do conteudo de SNO do extrato de proteinas
foi determinada pela diferenca na absorbancia entre a solugado B e a solugdo A (B-A).
Os valores obtidos foram comparados com uma curva padrdao previamente construida
utilizando-se  GSNO. Os resultados foram normalizados pelo conteldo protéico,
determinado pelo método de Bradford (Rusterucci et al., 2007).
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3.4 Quantificacao da emissao de oxido nitrico

A quantificacdo da emissdo de NO na cultura de microcalos foi realizada pela
incubacgao direta com a sonda DAF-2 para eliminagdo da interferéncia de compostos
intracelulares que podem reagir com NO (Zhang et al., 2002). Este método foi adaptado
por nosso grupo de pesquisa (Seligman et al., 2008) baseado no método descrito por
Ye e colaboradores (2004). Em cada andlise, 10 mg de microcalo foi incubado por 1 h,
a 25°C, no escuro e na presenca de DAF-2 75 umol.L™" diluido em tampao fosfato 0,1
mol.L™" (pH 7.2). Em seguida, a suspensdo foi centrifugada a 7.500 xg para a
precipitacdo celular e o sobrenadante diluido 9x em tampéo fosfato 0,1 mol.L™ (pH 7.2).
A emisséao de fluorescéncia de DAF-2T foi analisada em espectrofluorimetro (Hitachi F-
450 — Inglaterra) entre 500 e 550 nm sob excitagdo de 495 nm. A quantificacdo da
emissdo de NO foi calculada através de uma curva padrdo obtida utilizando-se uma

solucao aquosa saturada de NO.

3.5 Quantificacao do conteudo de peréxido de hidrogénio

A quantificacdo do conteudo de H,O. foi realizada de acordo com Gay e
colaboradores (1999), com algumas modificacoes. As células (50 mg) de células foram
maceradas em 250 uL de metanol, com o auxilio de nitrogénio liquido. Apds a extragao,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 xg por 5 minutos. Uma aliquota de 100 pL do
sobrenadante foi retirada, & qual foram adicionados 500 pL de FeSO4 1 mmol.L™" e 100
uL de HSO4 1 mmol.L™". A mistura foi incubada por 5 minutos no escuro. A seguir, foi
adicionado 100 L de alaranjado de xilenol (xylenol Orange) 1 mmol.L™ e a mistura foi
novamente incubada no escuro por 20 minutos. A absorbancia foi lida em seguida a
595 nm em um espectrofotdmetro (Simadzu MultiSpect 1501 - Japao). Os resultados

foram normalizados pela massa fresca inicial das células de cada amostra.
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3.6 Preparacao da suspensao mitocondrial

As mitocdndrias foram isoladas da cultura liquida de células de A. thaliana e dos
transgénicos (L1 e L5) adaptando-se método descrito por Martins e Vercesi (1985). As
células em cultura liquida foram filtradas utilizando-se filtros de papel sob presséo
negativa. Quarenta gramas de células foram lavadas em 50 mL de meio para lavagem
de células (sacarose 0,4 mol.L"' e tampdo HEPES 10 mmol.L™", pH 7,2) e filtradas, para
entdo serem ressuspendidas em 500 mL de meio de extracdo (sacarose, 0,4 mol.L™;
tampao HEPES 10 mmol.L™" pH 7,2; BSA, 0,1%; EGTA, 1 mmol.L" e cisteina, 3
mmol.L’™)

A suspensao foi homogeneizada com o auxilio de um homogeneizador de
tecidos (Potter, Tecnal, PT10/35 velocidade 4) por aproximadamente 15 segundos. O
pH do homogeneizado foi ajustado para 7,2 com NaOH e centrifugado a 1.500 xg por
10 min. As mitocdndrias foram coletada na fracdo sobrenadante para uma
centrifugacao a 19.000 xg por 15 min. O sedimento obtido foi ressuspendido em 25 mL
em meio de lavagem (sacarose 0,25 mol.L™'; BSA 0,1%; tampdo HEPES 10 mmol.L™
pH 7,2; EGTA 0,2 mmol.L™" e cisteina 3 mmol.L™") e centrifugado a 1.100 xg por 10 min.
A fracdo sobrenadante resultante foi centrifugada a 18.000 xg por 15 min. O sedimento
foi ressuspendido em volume minimo de meio de lavagem de modo que a concentracao
da proteina medida pelo método de quantificacao de proteinas Coomassie blue fosse
em torno de 20-50 mg/mL.

As preparacdes mitocondriais ainda foram purificadas em gradiente de Percoll,
adaptando-se o método descrito por Petrussa e colaboradores (2008). Neste caso, o
sedimento obtido da ultima centrifugacao foi ressuspendido em um gradiente de Percoll
(13,5:21:45%) (sacarose 0,25 mol.L™", tampdao HEPES 10 mmol.L™' pH 7,2; EGTA 0,3
mmol.L'") e centrifugado a 40.000 xg por 40 min, em swing rotor (Beckman
Instruments, Palo Alto, CA). A banda correspondente a mitocdndria intacta (banda entre
os gradientes 21:45) foi coletada com pipeta e diluida 10x em meio de lavagem e
centrifugada a 18.000 xg por 10 min. O sedimento correspondente as mitocondrias

purificadas foi coletado em volume minimo de meio de lavagem de modo que a
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concentracdo da proteina determinada pelo método de quantificacdo de proteinas
Coomassie blue fosse em torno de 20-50 mg/mL.

Todas as etapas da preparacdo da suspensdao mitocondrial foram realizadas
entre 0 e 4°C .

3.7 Medida do consumo de oxigénio e éxido nitrico pelas suspensoes
mitocondriais

As concentracoes de O, e NO no meio de reacao foram determinadas
simultaneamente com sistema eletroquimico que inclui: eletrodo Clark de NO (ISO-
NOP, WPI; Sarasota, FL, USA) calibrado em solugdo de CuCl, 0,1 mol.L™" com SNAP
como doador de NO, nas concentragdes 10 pmol.L”" , 20 pymol.L™", 40 umol.L™", 80
pumol.L™, eletrodo Clark de O, (ISO-OXY-2, WPI) e camera de 2 entradas para
circulacdo externa de agua (NOCHM-4, WPI). A suspensdo mitocondrial foi incubada a
25°C em meio igual ao meio de reacao utilizado para medir a atividade respiratoria
(sacarose 0,25 mol.L™!, tampao fosfato de potassio 10 mmol.L”" pH 7,2 e BSA 0,1%).

Outras adicoes estdo especificadas nas legendas das figuras.

3.8 Atividade respiratoéria

O consumo de oxigénio por mitocondrias isoladas foi medido utilizando um
eletrodo de oxigénio do tipo Clark (Yellow Springs Instruments Co.) conectado a uma
camara de reacao mantida a 25°C. A curva obtida foi registrada com um aquisitor de
dados AD 04 (LabTrade, SP, Brasil) conectado ao software Field Chart Novus, 1.57
version (Novus Eletronic Products, SP, Brasil). As mitocdndrias foram incubadas em um
meio de reagdo (sacarose 0,25 mol.L™”, tampé&o fosfato 10 mmol.L™" pH 7,2; BSA 0,1%).
Outras adicbes ao meio de reagdo estdo especificadas nas legendas das figuras e
tabela.



24

3.9 Determinacao do controle respiratério

Para avaliar a integridade das mitocdndrias isoladas a partir de microcalos dos
diferentes gendtipos foram determinados os controles respiratérios (CR) apods
sucessivos pulsos de ADP em mitocondrias energizadas com malato 10 mmol.L™" e
glutamato 10 mmol.L™. O CR foi obtido pela relagdo numérica entre a velocidade de
consumo de oxigénio da mitocéndria no estado Ill (velocidade maxima, na presencga da

ADP, Pi e MgCl,) sobre a velocidade no estado IV (repouso apés fosforilacao).

3.10 Determinacao da atividade da oxidase alternativa

Para a determinacao da atividade da AOX, aceptor final de elétrons alternativo a
citocromo c oxidase, foi adicionado antimicina-A (Anti-A), um inibidor do complexo lll, as
suspensdes mitocondriais energizadas com malato 10 mmol.L™" + glutamato10 mmol.L™
e analisado o consumo de oxigénio resistente a este inibidor. Subseqientemente foi
adicionado n-propil galato 100 pmol.L™ (GAL), inibidor da AOX (Millar et al., 1996), a fim
de inibir completamente o consumo de oxigénio. A adicao de Anti-A foi feita ap6s as

mitocoéndrias terem consumido 50% do oxigénio no meio.

3.11 Analise de dados

Os resultados apresentados nas figuras sao representativos de pelo menos trés
experimentos independentes. Alguns resultados sdo expressos pela média + desvio
padrdao. As andlises estatisticas foram feitas utilizando o Student ttest com p < 0,05

indicando significancia.
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4. RESULTADOS
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4.1 Caracterizacao da cultura liquida de microcalos

4.1.1 Estabelecimento da cultura liquida

Foi caracterizado o crescimento celular da cultura liquida de microcalos do tipo
selvagem e dos transgénicos L1 e L5. As culturas liquidas dos trés gendétipos foram
iniciadas em uma densidade de 2 g de massa fresca por 50mL. Conforme observado na
Figura 5, as culturas dos trés genétipos apresentaram uma variacdo de massa celular
tipico em funcao do tempo (fases de aclimatagao, exponencial, linear, estacionaria e
morte)°. Na cultura do genétipo selvagem (Figura 5B) a fase de aclimatagdo se
estendeu até o segundo dia de cultivo, quando se inicia a fase exponencial de duracéo
de um dia e, subseqlentemente, a fase linear até o sétimo dia de cultivo. Do sétimo ao
décimo dia de cultivo estende-se a fase estacionaria, seguida entdao da fase de morte
celular. O gendtipo L1 (Figura 5A) apresentou um perfil de crescimento similar ao
gendtipo selvagem, com a fase de aclimatacao de dois dias de duracdo, seguida das
fases exponencial e linear, que se estende até o sétimo dia. A fase estacionaria do
genotipo L1 também perdura até o décimo segundo dia de cultivo, quando é iniciada a
fase de morte celular.

Ja a cultura de células do gendtipo L5 (Figura 5C) apresentou um perfil de
crescimento diferente dos genoétipos selvagem e L1. Neste caso, a fase de aclimatacao
foi mais longa e se estendeu até o terceiro dia de cultivo. As fases exponencial e linear
foram mais intensas que nos outros dois gendétipos. A fase linear estendeu-se até o
décimo dia de cultivo, quando iniciou-se a fase estacionaria. A fase de morte celular
teve seu inicio no décimo segundo dia de cultivo para o gendétipo L5.

Dessa forma, para os trés genoétipos, em nossas condicoes experimentais, o
quinto e o sétimo dia de cultivo representam o meio e o final da fase linear,
respectivamente; enquanto o décimo dia representa a fase estacionaria. A partir desses
resultados estabelecemos o repique dos microcalos no sétimo dia de cultivo e, para os

® As fases iniciais de crescimento celular usualmente sio designadas fase lag e log, porém neste texto
procuramos utilizar os termos correspondentes na lingua portuguesa; sendo fase de aclimatagédo e
exponencial, respectivamente.
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experimentos, o quinto (condicdo de crescimento ideal) e o décimo dia (condigdo de

estresse nutricional/oxidativo) para os trés gendtipos.
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Figura 5. Perfil de crescimento celular em fungdo do tempo cultivo de A. thaliana selvagem e dos
transgénicos L1 e L5. As culturas foram iniciadas em uma densidade de 2 gramas de massa
fresca celular/50 mL de meio de cultura liquido. As curvas foram obtidas através da
determinagéo da massa fresca e da massa seca da cultura liquida dos genétipos L1 (A),
selvagem (B) e L5 (C). D, curvas obtidas pela determinagdo da massa fresca dos trés
gendtipos. Cada ponto representa a média de trés experimentos independentes. A linha de
tendéncia foi obtida através do ajuste polinomial de ordem 4 (R? > 0,9).

4.1.2 Quantificacao do conteudo de S-nitrosotiois totais

O conteudo de SNO totais em microcalos dos genétipos selvagem, L1 e L5 foi

analisado apés 5 e 10 dias de cultivo. Os valores foram normalizados pelo conteudo e

proteinas determinado pelo método de Bradford. Na Figura 6 é possivel observar que

em condicbes oOtimas de crescimento (5 dias), células da linhagem selvagem
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apresentaram 22,6 + 0,6 pmol.mg proteina” de SNO, valor estatisticamente igual ao
observado em células do trasngénico L1 (20,8+ 2,3 pmol.mg proteina™). No entanto,
células do transgénico L5 apresentaram um contetudo de SNO significativamente maior
apos 5 dias de cultivo (aumento de 170%), quando comparado ao tipo selvagem e L1.
Em condicbes de estresse nutricional/oxidativo (apdés 10 dias de cultivo) é
possivel observar uma tendéncia de reducdo do conteudo de SNO pelas células dos
trés gendtipos. Em células do tipo selvagem a reducéao foi de aproximadamente 35%.
Em células do transgénico L1 foi observada a menor reducao, apenas 11%, e nao foi
encontrada diferenca estatistica entre o conteudo de SNO apés 5 e 10 dias de cultivo.
Ja o transgénico L5 apresentou a maior redugéo no contetido de SNO no décimo dia de
cultivo (78%), quando comparado ao quinto dia; apresentando o mais baixo contetdo

de SNO (8,5 + 0,6 pmol.mg proteina™) em relagdo aos trés genoétipos.
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Figura 6. Contetido de SNO totais em microcalos dos genétipos selvagem, L1 e L5 em cultura liquida
ap6s 5 e 10 dias de cultivo. Os valores obtidos foram comparados com uma curva padréo
previamente construida utilizando-se GSNO. Os resultados foram normalizados pelo
conteudo protéico. Cada ponto representa a média de trés experimentos independentes. A
analise estatistica foi realiza pelo Teste t de Student (p<0,05).
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4.1.3 Quantificacao da emissao de 6xido nitrico

A emissdao de NO pelos microcalos em suspensdes celulares dos genoétipos
selvagem, L1 e L5 foi determinada apés 5 e 10 dias de cultivo. Em nossas condicdes
experimentais, como € possivel observar na Figura 7, no quinto dia de cultivo a emissao
de NO por microcalos do gendtipo selvagem foi de 0,40 + 0,02 pmol.mg de massa
fresca™.h™. No genétipo L1 a emissao foi de 0,45 + 0,05 pmol.mg de massa fresca™'.h™,
nao sendo, entretanto, significativamente diferente em relagdo a emissao pelo genétipo
selvagem. No entanto, no genétipo L5 a emissao de NO foi de 0,54 £+ 0,04 pmol.mg de
massa fresca™.h™, valor 25 % superior & emissdo no tipo selvagem e estatisticamente

superior aos genotipos selvagem e L1.
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Figura 7. Emissdo de NO a partir de microcalos dos diferentes genétipos em cultura liquida apés 5 e
10 dias de cultivo. A emissao foi avaliada pela incubacgéao direta de 10 mg de microcalos dos
diferentes genoétipos com a sonda fluorescente DAF-2 por 1 hora, seguida da analise
fluorimétrica (ex. 495 nm; em. 530 nm). Cada ponto representa a média de trés experimentos
independentes. A andlise estatistica foi realiza pelo Teste t de Student (p<0,05).

No décimo dia de cultivo, fase estacionaria de crescimento (condicdo de estresse
nutricional/oxidativo), observamos um acréscimo na emissdao do radical NO pelos
microcalos dos trés gendtipos em estudo. Esta observacao era de fato esperada, ja que
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evidéncias experimentais mostram que ha acentuada emissdo de NO em situacbes de
estresse bidtico e abibtico (Zhao et al., 2004; Piterkova et al., 2009). Microcalos do tipo
selvagem apresentaram incremento de 170%, indice similar ao observado em
microcalos do transgénico L1 (aumento de 200%). Em relacdo ao tipo selvagem e L1
ndo houve diferenca estatistica. No entanto, microcalos do transgénico L5
apresentaram um incremento de apenas 43% na emissao de NO. A emisséo de 0,77 £
0,02 pmol de NO.mg de massa fresca’.h™ foi a menor dentre os trés gendtipos em
condi¢Oes de estresse, sendo a diferencga significativa.

3.1.5 Quantificacao do conteudo de peroxido de hidrogénio

Foi avaliado o contetudo de H-O» de microcalos dos genétipos selvagem, L1 e L5
em condicdes ideais de cultivo e sob estresse nutricional. Apos 5 dias de cultivo,
microcalos do genoétipo selvagem apresentaram o maior conteudo de H.O, em
comparacao aos genétipos L1 e L5 (2,6 e 3,2 vezes, respectivamente). Essa diferenca
foi estatisticamente significativa. No entanto, microcalos do gendtipo L1 apresentaram
contetido de 0,13 + 0,03 nm.mg de massa fresca™, e do L5 de 0,10 + 0,02 nm.mg de
massa fresca’!, valores estatisticamente iguais (Figura 8).

Sob estresse nutricional, o conteudo de H>O, em microcalos do tipo selvagem foi
de 0,26 + 0,03 nm.mg de massa fresca’. Neste caso, foi possivel observar uma
tendéncia a reducao do contetdo de H-O, nos microcalos em relacdo ao quinto dia de
cultivo, apesar da diferenga encontrada nao ter sido significativa. No entanto, nos
transgénicos L1 e L5 o contetudo de H»O, aumentou no décimo dia de cultivo, quando
comparado ao quinto dia. Para o L1, o aumento foi de 2,1 vezes, enquanto que para o
L5 foi de 2,8. Foi significativa a diferenga encontrada entre o conteddo de H,O, dos
microcalos dos transgénicos L1 e L5 apds 5 e 10 dias de cultivo.
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Figura 8. Conteudo de H,O, de microcalos dos diferentes genétipos em cultura liquida apés 5 e 10 dias
de cultivo. O conteudo foi determinado utilizando-se a reagéo do corante xylenol orange com
Fe oxidado pelo H,O,. Cada ponto representa a média de trés experimentos independentes.
A andlise estatistica foi realiza pelo Teste t de Student (p<0,05).

4.2 Caracterizacao de mitocondrias isoladas a partir de microcalos

4.2.1 Analise do controle respiratorio

Conforme pode ser observado nas Figuras 9 e 10, o protocolo utilizado para o
isolamento e purificagdo de mitocondrias resultou na obtengdo de mitocéndrias intactas
e acopladas (CRs > 2), tanto quando o isolamento foi feito no quinto quanto no décimo
dia de cultivo das suspensodes celulares, para os trés genétipos.

Em mitocéndrias isoladas ap6s 5 dias de cultivo é possivel observar um
acrescimo no valor do CR apds seguidos pulsos de ADP (CR; < CRz < CR3) nas
preparacdes mitocondriais dos trés genoétipos (Figura 9A-C). Diversos trabalhos
sugerem a inibicdo de proteinas desacopladoras (UCP) por ATP (Vercesi et al., 1995;
Saviani e Martins 1998), 0 que, em nossas condicbes experimentais, poderia ser
sugerido pelo aumento no valor do controle respiratério. E importante ressaltar que os

graficos foram elaborados a partir da média dos CRs de diferentes preparacdes
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mitocondriais e que, apesar de ndao haver diferenca estatistica entre os valores de CR
(CR4, CR2> e CR;j), foi possivel observar, em todas as preparacdes, uma evolugao
positiva no valor do CR das mitocondrias isoladas de células apés 5 dias de cultivo.
Dessa forma, nossos dados sugerem que mitocdndrias isoladas a partir de 5 dias de
cultivo dos microcalos dos trés genoétipos apresentam atividade de UCP. A Figura 10
mostra uma preparacao mitocondrial representativa para cada genoétipo apds 5 dias de
cultivo celular.

Ja ap6s 10 dias cultivo os valores de CRs das preparacdes mitocondriais dos
transgénicos L1 e L5 foram mais baixos, em relacdo aqueles do quinto dia, indicando
obtencdo de mitocdndrias menos acopladas (Figura 9B e C, respectivamente).
Sugerimos que esta observacao seja corroborada pela curva de crescimento, ja que no
décimo dia de cultivo os microcalos dos trés genétipos encontram-se na fase
estacionaria, uma situacdo em que ha um estresse oxidativo nas culturas devido ao
esgotamento de nutrientes. Ja preparacdes mitocondriais do tipo selvagem néao
apresentaram reducdo nos valores dos CRs (Figura 9A), sugerindo que o estresse
induzido teria sido menos deletério, quando comparado a preparacées mitocondriais
dos outros dois gendtipos. Interessantemente, mitocéndrias isoladas a partir de
microcalos do tipo selvagem e do transgénico L1 apds 10 dias de cultivo parecem nao
possuir atividade de UCP, enquanto mitocdndrias isoladas a partir de microcalos do
transgénico L5 parecem apresentar atividade desta proteina, ja que observa-se
incremento nos valores de CR com as adi¢cdes consecutivas de ADP.
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Figura 9. Valores de controle respiratério (CR)

de mitocdndrias isoladas a partir de
microcalos dos gendtipos L1 (A),
selvagem (B) e L5 (C) com 5 e 10 dias
de cultivo. O CR é dado pela relagao
numérica entre a velocidade de
consumo de oxigénio da mitocdndria
no estado Il sobre a velocidade no
estado IV. Mitocéndrias isoladas (0,5
mg/mL) foram adicionadas ao meio de
reacao contendo sacarose 0,25 mol.L’
', 0,1% BSA, 10 mmol.L" tampao
fosfato (pH 7,2), MgCl, 2 mmol.L" e
como substrato respiratério malato
10mM + glutamato e os CRs (CR; CR»
e CR;) obtidos apds sucessivos pulsos
de ADP. Cada ponto representa a
média de trés experimentos
independentes.
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50 nmol O,

Figura 10. Tragados representativos dos valores de controle respiratério (CR) de mitocondrias
isoladas a partir de microcalos dos genotipos L1 (A), selvagem (B) e L5 (C) apo6s 10 dias de
cultivo. O CR é dado pela relagdo numérica entre a velocidade de consumo de oxigénio da
mitocdndria no estado Il sobre a velocidade no estado IV. Mitocéndrias isoladas (0,5 mg/mL)
foram adicionadas ao meio de reac¢do contendo sacarose 0,25 mol.L™", 0,1% BSA, 10 mmol.L
! tampao fosfato (pH 7,2), MgCl, 2 mmol.L”" e como substrato respiratério malato 10 mmol.L"
+ glutamato 10 mmol.L"". Os CRs (CR; CR, e CR;) foram obtidos apés sucessivos pulsos de
ADP.

4.2.2 Modulacao da atividade da oxidase alternativa

Conforme mostra a Figura 11, em mitocéndrias isoladas a partir da cultura liquida
de microcalos do gendétipo selvagem, é possivel observar uma ativacdo da AOX no
décimo dia de cultivo em relagdo ao quinto dia. Essa ativacdo representou um
acréscimo de 103% na atividade desta proteina.

As mitocondrias isoladas do transgénico L5 também apresentaram um intenso
aumento na atividade AOX do quinto para o décimo dia de cultivo. No quinto dia de
cultivo a atividade da AOX foi de aproximadamente metade do valor observado para o
tipo selvagem (Figura 11). No décimo dia houve uma ativagdo de 242%, igualando-se,
estatisticamente, ao valor observado no tipo selvagem.

Diferentemente, as mitocéndrias isoladas a partir de microcalos do transgénico
L1 ndo apresentaram ativacao da AOX no décimo dia de cultivo, permanecendo com
baixa atividade apés 5 e 10 dias de cultivo, 82 e 41%, respectivamente, quando
comparado ao tipo selvagem (Figura 11). E importante ressaltar que no quinto dia de
cultivo o valor referente a atividade da AOX nos genoétipos selvagem e L1 séo

estatisticamente iguais.
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Figura 11. Modulagéo da atividade da AOX em mitocdndrias isoladas dos genotipos selvagem, L1 e
L5. Mitocdndrias isoladas (0,5 mg/mL) foram adicionadas ao meio de reac¢do contendo
sacarose 0,25 mol.L", 0,1% BSA, 10 mmol.L", tampao fosfato (pH 7,2), MgCl, 2 mmol.L" e
como substrato respiratério malato mmol.L”" + glutamato 10 mmol.L". Para a determinacao
da atividade da AOX foi adicionado antimicina-A e analisado o consumo de oxigénio
resistente. Subseqiientemente foi adicionado n-propil galato (GAL) e a respira¢éo foi inibida
completamente. A adigdo de Anti-A foi feita apoés as mitocéndrias terem consumido 50% do
oxigénio no meio.
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Figura 12. Tracados representativos da atividade da AOX em mitocondrias isoladas dos genétipos
L1 (A), selvagem (B) e L5 (C), apds 5 e 10 dias de cultivo celular. Conforme indicado na
figura, mitocdndrias isoladas (0,5 mg/mL) foram adicionadas ao meio de reagdo contendo
sacarose 0,25 mol.L", 0,1% BSA, 10 mmol.L", tampao fosfato (pH 7,2), MgCl, 2 mmol.L" e
como substrato respiratério malato 10 mmol.L" + glutamato 10 mmol.L™. Apos a suspensao
mitocondrial ter consumido 50% do oxigénio do meio de reacgdo foi adicionado Anti-A (10
pmoI.L'1) e em seguida n-propil galato (GAL, 100 pmmoI.L'1), conforme indicado. A atividade
AOX foi determinada como sendo a respiragao resistente a Anti-A e sensivel ao GAL.



36

A Figura 12 apresenta tracado original de experimentos representativos,
evidenciando as diferencas entre os 3 gendtipos quanto a atividade da AOX nas
mitocdndrias isoladas de culturas de 5 e 10 dias. Resultados similares foram obtidos em
mitocéndrias energizadas com succinato, embora as diferencas entre os genétipos nao
tenham sido tdo evidentes, provavlemente porque o malato € um ativador da AOX
(Rhoads et al., 1998; Umbach et al., 2006).

Os dados apresentados nas Figuras 11 e 12 indicam uma resposta diferenciada
em relacdo a ativacdo da AOX em situacdo de estresse nutricional/oxidativo para os
transgénicos e tipo selvagem, sugerindo uma importante acdo da enzima GSNOR como
sinalizadora nesse processo. Além do mais, estudos anteriores de nosso grupo de
pesquisa indicam um importante papel da AOX na homeostase do NO (de Oliveira et
al., 2008; Wulff et al., 2009), sugerindo que possivelmente processos de degradacao

deste radical estejam alterados nos transgénicos para GSNOR.

4.2.3 Analise das velocidades de consumo de oxigénio

A Figura 13A mostra que, quando as mitocondrias foram energizadas com
malato, substrato respiratério para o complexo |, houve uma tendéncia de aumento da
velocidade maxima de consumo de oxigénio (estado IlIl) pelas suspensodes
mitocondriais isoladas a partir do tipo selvagem no décimo dia de cultivo em relacédo ao
quinto. A mesma tendéncia foi observada para o transgénico L5, embora as diferencas
nao tenham sido significativas. Ja o contrario foi observado nas suspensdes
mitocondriais do transgénico L1; no qual a capacidade de consumo de oxigénio no
estado Il diminuiu no décimo dia de cultivo quando comparada ao quinto dia. Esses
dados sugerem que o complexo | seja sensivel a atividade da GSNOR.

Quando as mitocondrias foram energizadas com succinato (Figura 13B),
substrato respiratério para o complexo Il, ndo foram observadas alteracbes nas
velocidades de consumo de oxigénio pelas suspensdes mitocondriais de nenhum dos
trés gendtipos em estudo, quando se compara as velocidades no estado Il ou no
estado IV entre o quinto e décimo dia de cultivo. Excecao é observada no transgénico
L5, no qual a velocidade IV é maior no décimo dia quando comparada ao quinto dia de

cultivo. Estes resultados sugerem que o complexo Il ndo seja sensivel as alteragdes no
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nivel de GSNOR em nossas condicdes experimentais. Ainda, € possivel que esse maior
desacoplamento da mitocéndria do transgénico L5 seja devido a maior atividade da
AOX (Figura 11) e da UCP (Figura 9) aos 10 dias de cultivo, quando comparado aos
outros genétipos.

Quando suspensdes mitocondriais foram energizadas com NADH (Figura 13C),
no tipo selvagem a velocidade Il de consumo de oxigénio no décimo dia de cultivo
apresentou uma tendéncia de acréscimo quando comparada aquela do quinto dia de
cultivo. Ja o transgénico L1 apresentou reducéo na velocidade maxima de consumo de
oxigénio no décimo dia em relacdo ao quinto dia de cultivo. O transgénico L5, embora
nao tenha apresentado diferenca entre o quinto e décimo dia de cultivo, apresentou
uma velocidade maxima de consumo de oxigénio (estado Ill) bem maior que aquelas
observadas nos gendétipos selvagem e L1. Estes dados sugerem que a inibicdo da
enzima GSNOR induz a ativacdo da NADH desidrogenase externa.

E interessante ressaltar que a velocidade de repouso (estado 1V) no transgénico
L5 aumenta no décimo dia de cultivo, em comparacdo ao quinto, quando malato,
succinato e NADH sao utilizados como substratos respiratérios. Esse aumento sugere
um desacoplamento mitocondrial, que pode resultar do incremento na atividade da AOX
(Figuras 11 e 12) e da atividade UCP (Figura 9) neste gendtipo.
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4.2.4 Analise da degradacao do oxido nitrico

A capacidade de degradacdo de NO pelas mitocbndrias isoladas a partir da
cultura de microcalos em suspensdo dos transgénicos L1 e L5 apdés 5 e 10 dias de
cultivo foi analisada. Para estes ensaios foram utilizados como substratos respiratorios
succinato ou NADH. O NO (~ 0,5 nmol.L™), na forma de solugdo aquosa saturada, foi
adicionado quando as suspensdes mitocondriais haviam consumido 50% do oxigénio
do meio de reacdo. Nestes experimentos a concentracdo de O, e de NO foram
acompanhadas simultaneamente no meio de reacdo com eletrodos especificos para
estas espécies. Conforme pode ser observado nas figuras 14 e 15, a degradacao de
NO é muito mais rapida em mitocdndrias energizadas com NADH, em relacdo aquelas
energizadas com succinato, tanto no transgénico L1 (Figura 14) como no L5 (Figura
15), conforme ja previamente observado no gendtipo selvagem (Wulff et al., 2009).
Pode-se ainda observar que, nas mitocéndrias energizadas com NADH, a inibicao da
respiracao é revertida, a medida que a concentracdo de NO do meio diminui.

A Figura 14 mostra que a inibicdo causada pela adicado de NO na respiracao de
mitocondrias isoladas do transgénico L1 foi menor no décimo dia de cultivo (Figura
14A), quando comparado ao quinto dia (Figura 14B), independente do substrato
respiratério utilizado (succinato ou NADH). Quando succinato foi utilizado como
substrato respiratério a inibicdo no quinto dia de cultivo foi de 94,9% apo6s a adi¢éo de
NO, enquanto que no décimo dia a inibicao foi de 89,4%. Quando a suspensao
mitocondrial foi energizada com NADH a inibicao na respiracao, apos a adicao de NO,
foi de 97,9 e 93,5% no quinto e décimo dia de cultivo, respectivamente.

Em suspensdes mitocondriais do transgénico L5, apds 5 dias de cultivo (Figura
15A), quando as mitocOndrias sdo energizadas com succinato, observamos um lento
consumo de NO no meio de reacdo, acompanhado de uma reducéo na velocidade de
consumo de oxigénio (93,5% de inibicdo). J&4 no décimo dia de cultivo (Figura 15B) o
consumo do NO no meio de reacdo é ainda menor que o observado no quinto dia;
porém a inibicdo causada no consumo de oxigénio € menor (77,8% de inibigao).
Provavelmente, quando energizadas com succinato, o consumo de oxigénio em

mitocéndrias isoladas do transgénico L5 apés 10 dias de cultivo celular seja mantido
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pela alta atividade da AOX (Figura 11). Quando NADH ¢ utilizado como substrato
respiratério o consumo de NO é bastante rapido, tanto no quinto quanto no décimo dia,
bem como a inibicdo no consumo de oxigénio é menor (95,6% no quinto dia e 85,6% no
décimo dia, em relacdo a inibicdo observada no transgénico L1, que foi de 97,9 e
93,5%, respectivamente), provavelmente porque no transgénico L5 a NADH

desidrogenase € bastante ativa (Figura 13C).
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Figura 14. Degradagdo do NO por mitocdndrias isoladas a partir da cultura liquida de microcalos do
transgénico L1 apéds 5 dias (A) e 10 dias (B) de cultivo. Mitocdndrias isoladas (0,5 mg/mL)
foram adicionadas ao meio de reac¢do contendo sacarose 0,25 mol.L™", 0,1% BSA, 10 mmol.L
! tampéao fosfato (pH 7,2), MgCl, 2 mmol.L" e como substrato respiratério 10 mmol.L"
succinato ou 1 mmol.L”" NADH, conforme indicado. A concentracdo de O, e de NO no meio
de reacdo foram acompanhadas simultaneamente com eletrodos especificos para estas
espécies. A adicdo de NO foi feita apds as mitocédndrias terem consumido 50% do oxigénio
no meio.
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Figura 15. Degradagdo do NO por mitocdndrias isoladas a partir da cultura liquida de microcalos do
transgénico L5 apés 5 dias (A) e 10 dias (B) de cultivo. Mitocdndrias isoladas (0,5 mg/mL)
foram adicionadas ao meio de reac¢do contendo sacarose 0,25 mol.L™", 0,1% BSA, 10 mmol.L
! tampéao fosfato (pH 7,2), MgCl, 2 mmol.L" e como substrato respiratério 10 mmol.L"
succinato ou 1 mmol.L”" NADH, conforme indicado. A concentracdo de O, e de NO no meio
de reacdo foram acompanhadas simultaneamente com eletrodos especificos para estas
espécies. A adicdo de NO foi feita apds as mitocédndrias terem consumido 50% do oxigénio
no meio.
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5. DISCUSSAO
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O NO tem sido considerado uma importante molécula sinalizadora em processos
fisiolégicos e de desenvolvimento, bem como nas respostas de defesa a estresses de
origem bidtica e abi6tica em plantas (Lamattina et al., 2003; Neil et al., 2008; Besson-
Bard et al, 2008). Atualmente tem sido proposto que o GSNO apresente uma
importante fungdo na atividade regulatéria do NO, agindo como um reservatério
intracelular natural deste radical e, particularmente, através da S-nitrosacao de residuos
de Cys em proteinas. O controle do conteido de GSNO e, consequentemente, de SNO
pela enzima GSNOR é considerado um ponto chave na modulacido desta via de
sinalizacao (Liu et al., 2001). Nossos dados apresentam evidéncias de que a GSNOR
possua um importante papel na sinalizacado mediada pelo NO na mitocdndria vegetal.

Através da andlise da curva de crescimento celular de trés gendtipos de
Arabidopsis thaliana com diferentes niveis de expressao da enzima GSNOR (Figura 5)
foi possivel determinar o periodo de cultivo dos microcalos para realizacdo dos
experimentos em uma situacdo 6tima de crescimento (5 dias) e em situacdo de
estresse nutricional/oxidativo (10 dias). O método mais utilizado para a avaliagcao do
crescimento celular é a determinacdo da massa fresca e da massa seca das células em
cultura (Stepan-Sarkissian e Grey, 1990). E essencial a determinacdo dos dois
parametros, ja que, freqientemente, é observado diferenca entre as tendéncias ao
longo do tempo. Inicialmente, durante a fase de aclimatagéo, as células recuperam a
capacidade de divisdo. Na fase seguinte, a exponencial, ha rapida divisdo celular.
Nesta fase a composicdo do meio de cultura pode influenciar na sua duracao,
comumente de 3-4 geracdes celulares (Stepan-Sarkissian e Grey, 1990). Durante a
fase linear, as células vegetais sintetizam material da parede celular e amido (agucar de
reserva) a partir de carboidratos disponiveis. Em nossas condigcbes experimentais,
passados cinco dias de cultivo apés o repique, os microcalos provenientes dos trés
gendtipos encontraram-se no meio da fase linear de crescimento. Consideramos, entao,
esse dia de cultivo como uma condi¢ao 6tima ao crescimento celular.

Quando o crescimento da cultura passa para uma progressiva desaceleracao até
uma fase estaciondria, as células metabolizam os carboidratos intracelulares
disponiveis. Nesta situacdo ndo ha mais acumulo de amido. Justamente, a redugéo da
massa seca corresponde a utilizacdo do amido acumulado pelas células na fase de
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crescimento linear. No entanto, a massa fresca das células estabiliza. Neste estagio, as
células sao maiores e apresentam a tendéncia de serem menos secadas pelo filtro, o
que leva a uma estabilizacdo da massa fresca. A reducdo na massa seca
acompanhada por uma estabilizacdo da massa fresca da cultura celular dos trés
genoétipos é observada no décimo dia apds o repique, sugerindo uma situagdo de
estresse nutricional/oxidativo. A manutencdo do cultivo nesta condi¢do leva a morte
celular, conforme observado nos trés genoétipos por uma progressiva redugao das
massas frescas e secas a partir do décimo dia sem repique (Figura 5).

Nossos dados indicam que a enzima GSNOR possui um importante papel na
regulacao dos niveis intracelulares de SNO em suspensdes celulares de A. thaliana em
condicdes ideais de cultivo. E possivel observar uma tendéncia a reducdo do contetido
de SNO nos microcalos do transgénico com superexpressdo do gene GSNOR (L1) e
um aumento no transgénico com a construcao antisense do gene GSNOR (L5) na fase
linear de crescimento celular (Figura 6). Portanto, o conteudo de SNO apresenta-se
inversamente relacionado a expressao da GSNOR em condicoes ideais de cultivo.
Estes resultados estdo de acordo com dados da literatura (Feechan et al., 2005;
Rusterucci et al., 2007; Lee et al., 2008). Neste caso, a modulacédo dos niveis de SNO
pela enzima GSNOR seria um efeito da modulagdo dos niveis de GSNO e,
consequentemente, da probabilidade de ocorrer reagdes de transnitrosacdo com
residuos de cisteinas (Liu et al., 2001).

Em condicbes ideais de cultivo a emissdo de NO no transgénico L5 foi
ligeiramente superior a emissdo dos gendtipos selvagem e L1 (Figura 7). Atualmente, é
aceito que a molécula de GSNO, formada a partir da reacédo entre GSH e NO, seja um
reservatorio intracelular do radical NO (Mathews e Kerr, 1993). Sua decomposicao nao
enzimatica regenera o anti-oxidante GSH e libera NO (Hausladen et al., 1998).
Portanto, a maior emissdo de NO apéds 5 dias de cultivo pelo gendtipo L5 deve, pelo
menos em parte, estar relacionada ao seu maior conteudo de SNO.

Ja em uma situacao de estresse nutricional, o conteudo de SNO intracelular foi
diminuido, em relagdo a condicdo ideal de crescimento e, ainda, observamos um
padrao invertido quanto ao conteudo de SNO intracelular, ja que o transgénico L1
apresentou o maior conteudo de SNO e o transgénico L5 o menor. A determinacao da
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emissdo de NO pelos microcalos dos diferentes gendétipos revelou que o padrdao de
emissdo também se apresentou invertido na situacao de estresse. O transgénico L1
teve, em média, a maior emissdo de NO na situacdo de estresse (apesar de ser
estatisticamente igual ao tipo selvagem), e o L5 o menor. E possivel que, numa
situagé@o de estresse, a deficiéncia na expressdo da GSNOR afete a sintese de NO e,
consequentemente, a formagéo de SNO.

O nivel de emissao de NO pela célula € também dependente de mecanismos de
degradacdo. E sabido que o radical NO pode reagir com o O, formando ONOO". Em
condicoes fisioldgicas, € proposto que o fator limitante para esta reagcdo seja a sintese
de Oy (Grisham et al., 1999). O anion superéxido também pode ser dismutado a H>O»
através da acao da enzima superoxido dismutase (SOD) ou espontaneamente. Ou seja,
podemos considerar que o conteudo de H>O. seja um reflexo do conteddo de O
Observamos que ambas as transgenias para a GSNOR resultaram em uma reducéo do
conteudo de H>O, em relacdo ao selvagem apos 5 dias de cultivo. Diversos trabalhos
tém relatado a importancia da manutencdo de niveis basais de ROS para a
manutencdo da homeostase celular e, ainda, suas ag¢des como intermediarios da
resposta de defesa a agentes abidticos e bidticos (Mazars et al., 2010; Torres et al.,
2010). Em estresse nutricional, a producao de ROS parece ndao ser um fator de
adaptacao das células em cultura liquida, ja que neste caso os niveis de H>O, nos trés
genotipos sao estatisticamente iguais. Aparentemente a enzima GSNOR nao interfere
na regulacao do metabolismo de ROS em uma situacao de estresse.

Estes resultados evidenciam a importancia da GSNOR para a manutencédo da
homeostase e sinalizacdo do NO em células vegetais.

Um importante alvo celular do NO sdo as mitocondrias. O processo de
isolamento e purificagdo de mitocondrias dos microcalos apdés 5 e 10 dias de cultivo
resultou em mitocéndrias intactas e acopladas, ja que os valores dos controles
respiratérios (CRs) encontrados foram superiores a 2. A diferenca nos valores obtidos
dos CRs neste trabalho e os obtidos por nosso grupo de pesquisa anteriormente com
mitocondrias isoladas a partir de batatas (CR ~ 5,0; de Oliveira et al., 2008) se devem,
provavelmente, a atividade de proteinas desacopladoras e AOX nas mitocdndrias de A.
thaliana.
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O acoplamento obtido em mitocéndrias isoladas pela adicao sequencial de ADP
ao meio de reacao sugere a atividade de proteinas desacopladoras (Borecky et al.,
2001a). A presenca das UCPs na membrana interna mitocondrial € responsavel pela
reducado do potencial de membrana necessario para a sintese de ATP (Vercesi et al.,
1995; Borecky et al., 2001b). O estudo dos controles respiratérios sugere que apéds 5
dias de cultivo esta proteina esteja ativa nas mitocéndrias dos trés genétipos, enquanto
que no décimo dia de cultivo apenas o transgénico L5 apresente atividade UCP. E
possivel que a atividade da UCP seja inibida por NO ja que, na situacao de estresse
houve um grande aumento na emissdo de NO no L1 e no selvagem, mas ndo no L5,
em relacdo aos niveis observados na condigéo ideal de cultivo. O aumento na emisséo
de NO em resposta a estresses de origem bibdtica ou abidtica é bem conhecido
(Lamattina et al., 2003; Neil et al., 2008) e a inibicao da UCP nestas condi¢cdes poderia
compensar o desacoplamento da respiracdo mitocondrial induzido pela AOX, como
discutido a seguir.

Outro complexo proteico responsavel pelo desacoplamento da sintese de ATP e
do transporte de elétrons é a AOX (Vanlerberghe e Mclintosh, 1997). A AOX é
responsavel por acelerar a respiragao e proteger a mitocondria da formacao de radicais
livres. Tal desacoplamento reduz a sintese de ATP por reduzir a forca protonmotriz
utilizada pela ATPsintase para condensar ADP e Pi, j& que o fluxo de elétrons &
desviado do complexo lll, responsavel pelo bombeamento de prétons para o espaco
intermembrana (Lenaz e Genova, 2010). Acredita-se que ROS e o radical NO sejam
capazes de induzir a expressdao deste aceptor de elétrons, regulando assim a
respiracdo celular (Djajanegara et al., 2002; Fu et al., 2010). Em nossas condicdes
experimentais, ndo observamos correlacdo positiva entre o conteudo de H.O. ou a
emissdo de NO com a ativagdo da AOX. Porém, é possivel observar uma forte
correlacdo negativa entre o conteddo de SNO e a atividade da AOX.
Interessantemente, em mitocéndrias isoladas a partir do transgénico L5, o nivel basal
de atividade da AOX é inferior ao observado no tipo selvagem. Porém em estresse
nutricional observamos intensa ativacdo da AOX em preparagcdes mitocondrias do
transgénico L5. J&4 € bem conhecido que o NO é capaz de estimular a expressao da
AOX (Blokhina e Fagerstedt, 2010), entretanto os presentes resultados sugerem que a
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atividade desta proteina possa também ser regulada negativamente pelo niveis de
SNO.

As velocidades de consumo de oxigénio em mitocOndrias energizadas com
diferentes substratos respiratérios também foram analisadas com o objetivo de
complementar nossos estudos sobre o efeito da transgenia para a GSNOR na atividade
da cadeia respiratéria. Ao utilizarmos malato como substrato respiratorio, pudemos
observar que, ao contrario dos genoétipos selvagem e L5, a atividade do complexo | foi
inibida nas mitocondrias isoladas apés 10 dias de cultivo do transgénico L1. E
conhecido que o NO pode nitrar o complexo |, reduzindo sua atividade (Clementi et al.,
1998). Ja foi também demonstrado que o complexo | pode ainda ser alvo de nitrosacéo,
apresentando reducao na sua atividade (Borutaite e Brow, 2006). Assim, é possivel que
em condicoes de estresse nutricional a maior emissdo de NO pelas células do
transgénico L1 (Figura 7) cause a nitracdo ou a nitrosacdo do complexo | em nossas
condi¢cdes experimentais, enquanto que no tipo selvagem e no L5 a menor emisséao de
NO nao seja capaz de reduzir a atividade deste complexo.

Ao contrario do complexo |, o complexo Il ndo teve sua atividade alterada em
nenhuma condicao de cultivo em nenhum gendtipo. De fato, ndo ha relato na literatura
sobre alteracdes na atividade deste complexo enzimatico por NO ou GSNO, exceto em
recente trabalho de Chouchani e colaboradores (2010), que observaram a nitrosagcao
deste complexo, sob alta concentracdo de uma molécula doadora de NO. Embora seja
bem estabelecido que o NO é capaz de regular o ciclo de Krebs (Sun et al., 2007), é
possivel que o ponto de regulacado por NO ou espécies relacionadas seja a aconitase,
enzima responsavel pela estereoisomerizacao do citrato em isocitrato (Navarre et al.,
2000).

Ja a NADH desidrogenase externa teve sua atividade estimulada pela exposi¢ao
dos microcalos do tipo selvagem a um estresse nutricional. Em contrapartida, a
atividade desta desidrogenase no transgénico L1 foi reduzida ap6s a exposi¢cdao dos
microcalos ao estresse. No transgénico L5 a atividade mostrou-se constitutivamente
aumentada, quando comparada aos outros dois gendétipos. Acredita-se que NADH
desidrogenase externa seja responsavel pela geracao de grande quantidade de anion
superoxido (Andreyev et al., 2005; de Oliveira et al., 2008). O anion superéxido é capaz
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de reagir ndo enzimaticamente com o NO, formando peroxinitrito (Radi et al., 2002).
Este é considerado um importante mecanismo de degradacdo do NO por mitocéndrias
vegetais (de Oliveira et al., 2008). Portanto, a ativagcdo da NADH desidrogenase externa
no transgénico L5 poderia ser responsavel pelo reduzido nivel de emissdo de NO
através da sua degradacdo por espécies reativas de oxigénio produzidas na cadeia
respiratéria mitocondrial.

A fim de testar esta hipétese sobre a degradacao do NO pelas mitocéndrias dos
gendtipos em estudo, determinamos o consumo de NO em mitocéndrias dos
transgénicos L1 e L5 apds 5 e 10 dias de cultivo energizadas com succinato e NADH
(Figuras 14 e 15). Foi possivel observar que em mitocdndrias energizadas com NADH,
a inibicao da respiracao é revertida, a medida que a concentracdo de NO do meio
diminui. Acreditamos que, com a inibicdo da COX pelo NO, os elétrons nao podem fluir
pela cadeia respiratoria, situacao que favorece a geracao de anion superdxido. O Oy
reage com o NO, reduzindo sua concentracdo no meio e, conseqlentemente,
favorecendo a sua liberacdo da COX e a restauracdao do consumo de oxigénio. Estes
resultados corroboram o0s observados por Wulff e colaboradores (2009) que
demonstraram que quando a mitocondria é energizada com NADH observa-se uma
menor inibicdo de sua respiracdo, o inverso ocorrendo quando a mitocéndria é
energizada com succinato onde a degradacdao € mais lenta resultando numa inibicao
maior.

De fato, observamos maior capacidade degradativa do NO em mitocéndrias
isoladas a partir de microcalos do transgénico L5 apds 5 dias de cultivo, como
esperavamos no periodo de caracterizagdo da funcionalidade dos complexos
mitocondriais. Essa capacidade foi inferida pela inibicao parcial gerada pelo NO em
mitocondrias energizadas com succinato e pela restauracdo quase que completa da
respiracdo quando as mitocéndrias foram energizadas com NADH; o que néo foi
observado no transgénico L1.

No entanto, apds 10 dias de cultivo, suspensdes mitocondriais do transgénico L1
apresentaram maior capacidade de degradacdo do NO que as suspensdes
mitocondriais isoladas a partir do transgénico L5. Possivelmente, a alta atividade da
AOX no transgénico L5 apds 10 dias de cultivo seja responsavel pela reducao na
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velocidade de degradacado do NO, ja que o transgénico L1 nao foi capaz de ativar a
AOX apds a inducdo do estresse. O conjunto destes resultados fortalece nossa
hipotese de que o conteido de SNO apos 10 dias de cultivo seja regulado pela sintese

de NO.
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Figura 16. Modelo hipotético para explicar o papel da GSNOR nas alteragdes na funcionalidade

mitocondrial de cultura celular de A. thaliana mediada por NO. Nossos dados fortalecem a
hipétese de que o conteudo de SNO seja controlado pela atividade da enzima GSNOR em
uma situacao ideal de cultivo celular.
Em uma situacdo de estresse nutricional, nossos dados sugerem que a atividade da GSNOR
seja importante na regulagdo de mecanismos de sintese e/ou de degradacdo de NO. Nesta
situacdo o conteldo de SNO parece ser um reflexo do nivel de emissdo deste radical. O
nossos resultados sugerem que o aumento de atividade da AOX seja dependente da
deplecéo do contetido de SNO; e a atividade UCP seja inibida pelo NO.
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6. CONCLUSAO
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Concluimos, por tanto, que a enzima GSNOR possui um importante papel no
controle do estado redox e da atividade da cadeia respiratéria mitocondrial em células
de A. thaliana. A diferente atividade de complexos protéicos da cadeia respiratoria,
observado no processo de caracterizacao das mitocondrias isoladas dos transgénicos
com maior (L1) e menor (L5) expressdo da enzima GSNOR, bem como os dados
referentes a emissdo de NO pelas células e os conteudos de SNO, suportam esta
hipétese. Nossos dados acrescentam evidéncias de que a GSNOR controle o nivel de
SNO intracelular em condigdes fisioldgicas. Porém sob estresse, o conteludo de SNO
dependeria também dos mecanismos de sintese de NO. Postulamos, ainda, que o
aumento de atividade da AOX seja dependente da deplecdo do conteudo de SNO;
assim como o complexo | e a NADH desidrogenase externa e a UCP sao responsiveis
as alteracbes na expressao da GSNOR. Enfim, nossos resultados evidenciam a
importancia da adequada atividade da GSNOR para o funcionamento da cadeia

respiratoria.
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