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I. INTRODUGAOD

A importéncia do Ion calcio (Ca2+) na regulagao de
uma série de fungdes em células vegetais tem se tornado cada
vez mais evidente. ObservagOes anteriores indicam que o Ca2+
estd envolvido nos seguintes processos: movimento sismonastico
de folhas de Mimosa pudica L. (Van den Driessche, 1978); foto-
taxia de Chlamydomonas reinhardtii (Nultsch, 1979) e despolari
zagdo de celulas de Nitella spp. (Weisenseel & Ruppert, 1977).
Niveis elevados de Ca2+ foram observados nas extremidades de
crescimento de tubos de pdlen de Lilium longiflorum Thunb., su
gerindo a importdncia deste Ion na regulagido deste processo (Jaf
fe et al., 1975; Reiss & Herth, 1979). Em Chlamydomonas retinhard
ti7 , O aumento da concentragaoc de ca’?t citoplasmatico, provoca
do pela adigao de herbicidas, provoca o desagregamento de micro
tibulos, impedindo a divisdo celular (Hertel et al., 1980). O
ca’t estd também envolvido na ativagao da fosfodiesterase de nu
cleotideos ciclicos de Phaseolus vulgaris L. (Brown et aZl.,1977),
na inibic¢ado da frutose difosfatase de cloroplastos de Spinacia
oleracea L. (Charles & Halliwell, 1980) e na ativacao da desi-
drogenase gluta@mica em Pisum satitvum L. (Kindt et al., 1980).

A inibigd0 de movimento citoplasmitico em Characeae (Chara aus-
tralis e Nitelia axilliformis) e dependente de Ca2+ (Hayama et
al., 1279). Cormier ¢t al. (1981) apresentaram evidéncias de
que © Ca2+ atua como um mensageiro secundario na regulacao da
taxa fotossintética em cloroplastos de Pisum sativum.

Muito pouco se conhece sobre 0s mecanismos pelos



guais a concentragao do Ca2+ & controlada em células vegetais,
A participagao de mitocdndrias (Hodges & Hanson, 1965; Wilson

& Graesser, 1976; Dieter & Marmé, 1Y80a), microssomos e membra
nas plasmaticas (Gross & Marmé, 1978; Dieter & Marmé, 1980a,b;
Caldogno et al., 1982) na regulagdo da homeostase do ca’t no

citoplasma ja foram aventadas. Nao existem, até o momento, me-
didas diretas da concentragao de Ca2+ livre no interior de cé-

lulas vegetais, Em animais este valor & mantido na faixa de 10 °

a}ﬁ“8bd(Bqun@, 1978a; Saris & Akerman, 1980; Murphyet al.,1980)

contra uma concentracao extra celular na faixa de 1 a 2 mM, Es-
te gradiente de conceniragéo €& mantidec gragas ao efluxo ativo de
Ca2+ atraves da membrana plasmatica (Schatzmann,1966; Scott et
al., 1980) e pela captagdo desse ion por mitocdndrias (Iehninger

et al., 1967; Carafoli & Lehninger,1971; Carafoli, 1974) e reti
culo endoplasmatico (Hales et al., 1974) ou sarcoplasmatico (Mar
tonosi, 1972).

Um dos campos mais explorados em bioenergética tem
sido o estudo do transporte de Ca2+ em mitocOndrias de mamife -
ros (Nicholls & Akerman, 1982; Vercesi, 1984). Estes estudos ,
juntamente com aqueles sobre transporte de Ca2+ em membrana plas
matica e reticulos endoplasmatico e sarcoplasmatico, resultaram
em importantes évangos no conhecimento sobre a regulagao da ho-
meostase do Ca2+ na celula e seu papel comoc segundo mensageiro

da acao hormonal em células animais (Rasmussen & Goodmann,1977;

Williamson; et al., 1981l; Veldhius & Klase, 1982).



e
1. TRANSPORTE DE CA2 POR MITOCONDRIAS DE MAMIFEROS

As primeiras observagbes sugerindo a existéncia de um
sistema de transporte de Ca2+ na menbrana mitocondrial foram fei
tas por Slater & Cleland (19253) que identificaram grandes quanti
dades de Caz+ no interior de mitocdndrias cardiacas. Além disto,
a ocorréncia de estimulo de res?iragéo (Siekevitz & Potter,l1955)
e ejegao de H (saris, 1959) provocados pela adicgao de Ca2+easqg
pensdes de mitocdndrias isoladas sugeriram que o ion era trans -
portado Ppela organela. Porem, foi sb em 1962 que Vasington &
Murphy demonstraram pela primeira vez gue mitocdndrias isocladas
de rins de rato tinham a habilidade de captar Ca2+ por um proces
so ativo, as expensas de energia respiratdria ou de hidrdlise de
ATP, Inumeros trabalhos foramrentéo apresentados, estendendo-se
estes achados para os mais diferentes tecidos animais, alguns
fungos e vegetais superiores (Lehninger,1970; Bygrave,l1977;
Lehninger et al., 1978a; Carafoli & Crompton , 1978; Saris &
Akerman, 1980; Tedeschi, 1981; Fiskum & Lehninger, 1981; Nicholls
& Akerman,l982). Hoje,é reconhecido © importante papel da mito-
condria em regular tanto © Ca2+ livre no citoplasma (Nicholls ,
1978a; Saris & Akerman, 1980; Fiskum & Lehninger, 1981; Joseph
et al.,1983; Nicchita & Williamson,1984) guanto na matriz mito-
condrial (Denton et al., 1980; McCormack & Denton, 1980; Hansford,
1981; Crompton et al., 1983). Sob determinadas condig¢Oes experi
mentais a energia respiratdria é utilizada preferencialmente pa
ra captacgdo de Ca2+ com prejuizo da sintese de ATP (Rossi &
Lehningex, 1964; Reynafarje & Lehninger,1973; Vercesi et al.,
1978).

¢ -~ 2+ . tos
Em animails, a captagao de Ca pela mitocBndria ocor



re por um mecanismo de transdugao de energia semelhante ao uti-
lizado no processo de fosforilacao oxidativa. Segundo a teoria
guimiosmdtica da fosforilacgao oxidativa (Mitchell, 1966) a ener-
gia livre liberada durante a transferéncia de elétrons do NADH

ac O., na cadeia respiratdria € armazenada sob a forma de um gra

2
diente de H+ gerado pelo efluxo eletrogénico de H+ da matriz pa
ra o lado citosolico da membrana mitocondrial interna (Mitchell ,
1961; 1966). Este gradiente de‘prétons gerado atraves da membra
na (A§H+) & constituido por um componente guimico (ApH, alcali-
no internamente) e pelo potencial eletrico de membrana (AY, ne-
gativo internamente) gue se relacionam da seguinte forma:
aiEt = Ay -60ApH

Em mitocdndrias energizadas, o componente eleétrico (Ay) do gra-
diente eletroguimico de prdotons atinge valores de 150 a 180 mV
guando A§H+ & de aproximadamente 230 mV em condigOes de "steady
state", no estado respiratdrio 4 (Mitchell, 1966; Nicholls ,h1974).

A entrada de Ca2+ para o interior da mitocdndria é
mediada por um transportador especifico {Lehninger, 1970), sem
acoplamento direto com movimento de outros lons, caracterizando
este transportador como um 'iniporter" {Reynafarje & Lehninger ,
1977). A captagao de ca’? ocorre entio por um mecanismo eletro-
forético em resposta ao potencial eletrico da membrana,negativo
internamente (Rotitenberg & Scarpa, 1974). Como resultado.obserm
va~se uma diminuigao de Ay. Isto leva a uma queda no gradiente
eletroquimico de prétons gue induz a um estimulo da respiracao
e a unda maior velocidade de ejegéo de protons. Assim, a dqueda no
valor de AV & compensada pelo aumento do termo ApH no sentido de

restabelecer o valor de AﬁH+.



Comc ja foi mencionado, em mitocdndrias energizadas
no estado respiratério 4 os valores de Ay e de AﬁH+ estdo na
faixa de 150-180 e 230 mV, respectivamente. Assumindo-se estes
valores e sabendo-se gue a membrana € negativa internamente ,a
captacao de Ca2+ atraves do "uniporter" atingiria o estado de
equilibrio quando o gradiente de concentrac¢do do Ion através da
membrana fosse da ordem de 10° a 106, caso o influxo eletrogéni
co fosse o Lnico tipo de transporte de Ca2+ existente na membra
na mitocondrial. Nestas condi¢gOes a concentragao de Ca2+ livre

no citoplasma seria da ordem de lOM9

M. Isto porgque, & improva -
vel gue a concentragao de ca’’ livre na matriz exceda o valor
éeil mM, devido a formacdo de Ca3(904)2 (IL.ehninger,1970). O va-
lor de 10-9M para a concentracdo de Ca2+ livre no citoplasma &
extremamente baixo e esta em désacordo com ©0s valores encontra-
dos experimentalmente (Murphy et al.,1980).

A distribuigdo de ca®t através da membrana interna

mitocondrial & consistente com a atuagao exclusiva do "unipor -
ter" apenas em condicdes ndo fisioldgicas de alta concentragao

de ca®t livre extramitocondrial e baixo Ay (Puskin et al.,1976;
Nicholls, 1978a; Crompton & Heild, 1978; Nichells & Crompton ‘
1980) . Em condigOes fisioldgicas de baixa concentragao de ca??
livre no citoplasma e alto Ay a distribuicdo do Ion através da
membrana nao estad de acoféo com a equagao de Nernst (Puskin ez

@l,,1976; Massari & Pozzan, 1976; Pozzan et al., 18977;Rzzone et
al., 1977; Nicholls, 1978a). Este desequilibrio na distribuicao

termodindmica verificado em condicdes fisioldgicas, isto &,bai-

- 2+ . .
xa concentracao de Ca livre externo e alto Ay sugere a exis -



téncia de dois sistemas diferentes para o transporte de Ca2+

através da membrana mitocondrial (Puskin et al., 1976;ILehninger
et al.,1378b; Caroni et al., 1978). Haveria um sistema para o
influxo e outro para o efluxo do ion, operando por mecanismos
diferentes e independentemente regulados. Assim, o estado de
equilibrio seria dado pela razao entre as velocidades de influ-
xo e efluxo através das duas vias. De fato, a inibicdo da via
de influxo por vermelho de ruténio, ap0s a mitocdndria ter cap-
tado Ca2+, da origem a uma lenta liberacdo do fon (Fiskum & Leh
ninger, 1979; Crompton et al.,1976a,1979). Este efluxo de Ca®’
mitocondrial, na presenca de vermelho de ruténio, & estimulado
por protons em mitocdndrias de figado (Akerman, 1978a; Nicholls,
1978a; Fiskum & Lehninger,1979) e por Na+ em mitocOndrias de
tecidos excitaveis (Carafoli et @l., 1974; Crompton et al.,l976a;
Nicholls, 1978b). Além disto, este efluxo ocorre em condi¢des em
que © potencial elétrico da membrana mitocondrial & mantido na
faixa de 160 a 180 mV (Nicholls, 1978b). Por isto, acredita-se
gue O mesmo ocorra por mecanismo eletroneutro, atraves de um
"antiporter". Este sistema catalisaria a troca de um ion Ca2+
interno por dois Ions H+ ou Na+ externos, dependendo do tipo de
mitocbndria (Brand et al.,1976b; Fiskum & Lehninger, 1979; Coll
et al,, 1982,

l.a. Caracteristicas da Via de Captacdo de ca?t

Antes de Mitchell (1966) postular a teoria guimios=-
motica para a fosforilagdo oxidativa acreditava-se que a ener -

gia utilizada para a sintese de ATP provinha da hidrdlise de um



intermediario guimico. Esta hipbtese também era utilizada para
explicar a captagao de Ca2+. Porém,Scarpa & Azzone (1970) pude
ram pela primeira vez demonstrar gue a captacao de Ca2+ podia
" ocorrer na auséncia de respiracgdo ou de hidrdlise de ATP. Nes~-
te sistema, a captagac de Ca2+ ocorria contra gradiente de con
centragao, em resposta ao potencial gerado pelo efluxo de K+m£
tocondrial, na presenga do iondforo valinomicina (Scarpa & Azzo
ne, 1970). Estes resultados eséavam de acordo com ¢ trabalho de
Selwyn et al. (1970). Estes autores demonstraram a capacidade de
mitocObndrias captarem Ca2% em resposta ao potencial de difusao
do anion SCN_, livremente permeavel atraves da membrana mitocon
drial. Hoje, e amplamente aceita a hipbtese de gue o Ca2+ difun
de para o interior da mitocdndria por um mecanismo eletroforé-
tico. Embora, normalmente, seja dito que o ca’’ entra na mito-
condria em resposta ao potencial elétrico de membrana, a verda

2+

deira forga motriz para o acumulo de Ca” & o seu potencial ele

troguimico dado por:

2% .
AT ca®t = 2Ap - 60 log E:a atriz

[Cazﬁ'ne io

- . + .
Como ja mencicnado, a entrada de Ca2 converte Ay em gradiente

de pH (Nicholls, 1%78a). Como a capacitl@ncia eléetrica da  menm
brana mitocondrial interna & muito baixa (Mitchell,1976) a
captagao de somente 1 nmol Ca2+/mg de proteina resulta na des-
polarizacdo total da membrana (Drahota et al., 1965). Actmulo
de grandes gquantidades de Ca2+ na matriz mitocondrial pode ocor

rer apenas na presencga de anions com capacidade de migrar para o inte-



rior da mitocdndria, em co-transporte com H+ {ou txoca'por OH“}_
Nestas condi¢oes o valor do termo ApH nac aumenta, Ay é restabe
lecido pela ejegdo de Y e até 2000 nmoles de ca®’ pPoOr mg de
proteina mitocondrial podem ser acumulados (Lehninger,1974). En
tre os dnions considerados permeantes para o transporte de Ca2+
ao interior da mitocéndria incluem-se acetato, propionato, buti
rato (Lehninger,1974), fosfato, bicarbonato (Elder & Lehninger,
1973}, B-hidroxibutirato (Lehninger,lQ?é; Brand et al.,1876a) e
glutamato (Debise et al.,1978). Estes 3nions acumulam-se na ma-
triz mitocondrial em resposta ao gradignte de pH, alcalino in =~
ternamente, gerado pela captagaoc de Ca2+. O co-transporte éom
protons dissipa o ApH permitindo que a cadeia respiratdria res-
taure o valor de Ay, O anion H2P02 acompanha o Ca2+ entrando em
co-transporte com H+ através de um transportador especifico (Co
ty & Pedersen,1975). Isto resulta na dissipacdo de ApH e forma-
cao do complexo Ca,(PO,), na matriz mitocondrial.

A estequiometria entre a captacdo de Ca2+, ejecao de
protons e transporte de elétrons na cadeia respiratdria é de
4H+/1Ca2+/2em para cada sitio de fosforilagdo oxidativa (Brand
et al., 1976b; Reynafarije & Lehninger,1977:Vercesi et at.,1978}.

l1.b. Cinetica do transporte de Ca2+

A cinética de captacdo de Ca2+ apresenta uma curva
de forma sigmoidal quando se faz o grafico das velocidades ini-
ciais de captacgdo de ca®t en fungao das concentracgdes do ion ,
apresentando também uma alta velocidade mixima (Vinogradov &

Scarpa, 1973; Reed & Bygrave, 1375; Noack & Heinen,1977; Bragadin



et al., 1979). Um Km aparente na faixa de 2 a 10 uM e relatado
tanto para mitocSndrias de figado (Carafoli & Azzi, . 1972 ;
Reed & Bygrave, 1975; Carafoli, 1979) quanto de

ccragéo de rato (Noack & Heinen,1977). Na presenga de ions Mg2+
observam-se valores de Km mais elevados {Hutson et al.,1976 ;

Becker,1980). A velocidade maxima de captagdo de Ca2+ por mito-
condrias de figado de rato € da ordem de 900 nmoles/min por mg
de proteina a 20°¢c, guando um gradiente de difusao de k¥ & uti-
lizado como fonte de energia para a captagao (Bragadin et al .,

2+

1979). Quando a captagao de Ca & energizada por respiracgao, a

Vmax ébservada & de cerca de 400 nmoles/min por mg de proteina
(Bragadin et al., 1979). A comparacgao destes diferentes valores
de Vmax nas duas condigOes experimentais deixa bem claro due e
a velocidade de transporte de elétrons que limita a velocidade de
transporte de Ca2+ e nao a saturagao do sistema transportador
propriamente dite (Bragadin et al., 1979).

A dificuldade de se determinar a concentragao de
Ca2+ livre na matriz mitocondrial tem limitado o estudo dos pa-
rimetros cineticos da via de efluxo., A Vmax para o "antiporter"”
Ca2+/2H+ ou Ca2+/2Na+ varia de 5 a 20 nmoles/min por mg de pro-
teina (Crompton et al., 1976b; Nicholls,1978a; Crompton et al.,
1978; Nicholls & Crompton,1980). E importante observar que a ve
iccidade maxima de efluxo de Ca2+ em troca eletroneutra por at
& da ordem de 100 vezes mencr 4o due a observada para a capta -
cao de Ca2+ pela via de influxo. Assim, guando se trabalha com
altas concentragoes de ca’t externo a atividade da via de eflu-
x0 pode ser desprezada. Entretanto, quando a concentragao de

24 . . - - \ .
Ca externo livre se aproxima de 1uM a atividade da via de in-



10.

fluxo e da via de efluxo sdoc comparaveis.

O XKm para o efluxo de ca’’ estd na faixa de 5 a 10
UM tanto para a via gue troca Ca2+/2Na+ em mitocondrias de cora
¢ao como para a troca Caz+/ZH+ em mitocdndrias de figado de ra

+to {(Coll et al., 1982).

l.c. Significado Fisiologico do Transporte de C§2+ Mitocondrial

A descoberta de gue a distribuicaoc de Ca2+ atraves
da membrana mitocondrial interna & o resultado do equilibzio di
nimico entre a captagdo continua do ion através do "uniporter”
e seu efluxo pela via independente (Vasington et al., 1872 ;
Sordahl, 1974; Puskin et al., 1976; Crompton et al., 1978 ;
Lehninger et al., 1978b; Caroni et al., 1978) ajudaram a eluci-
dar as implicacOes fisiolégicas_deste processo, Varias evidén -
cias tem sido apresentadas numa tentativa de demonstrar que as
caracteristicas cinéticas do transporte de ca’t em mitocdndrias
sdo importantes pa regulagao do metabolismo intra e extra mito-
condrial. A ideia inicial era de gue © Ca2+ mitocondrial teria
um papel fundamental na regulagdo de varios processos citoplas-
maticos (Bygrave, 1978b; Crompton et al., 1978; Nicholls,978a).
Porém, algumas desidrogenases envolvidas nas reagbes e regula -
cdo do ciclo de Krebs, localizadas exclusivamente na matriz mi-
tocondrial, sao ativadas por Ca2+, o que torna discutivel se o
papel do sistema de transporte de Ca2+ localizado na membrana
mitocondrial regula a concentragao de Ca2+ na matriz, no cito -
sol ou em ambos {(McCormack & Denton,1979;1980). Sabe-se atual-

2+ . . . - .
mente gque o Ca intramitocondrial pode ser mediador de varios



i1,

efeitos hormonais (Williamson et ., 1981). Estas descobertas
contribuiram para fortalecer a importincia do sistema transpor-
tador de Ca2+ em regular também o metabolismo intramitocondrial
Quando mitocOndrias energizadas sao incubadas na
presenga de Ca2+ este ion & rapidamente captado . A captacgao
ocorre até que a concentracdo de ca?’ 1ivre extramitocondrial
tenha caido para um nivel onde a atividade da via de influxo e
balanceada pela via de efluxo. Os valores de concentracio de
ca®t livre extramitocondrial, durante esta situagao de equill -
brio dinadmico (“"steady state”) estdo na faixa de 0,4 a 0,8 uM
de Ca2+ para mitocdndrias de flgado (Nicholis, 1978a; Becker ,
1980; Becker et al., 1980; Pereira da Silva et al., 1984). Para
mitocondrias isoladas de cérebro (Nicholls & Scott,1980) ou co-
ragdao (Brand & DeSelincourt, 1980) o "steady state" estd na fai
xa de 0,2 a 0,3 uM ge Ca2+ livre, quando Mg2+ e Na+ nao estao
presentes no Meio de reagdo. Uma vez atingido o "steady state” a
mitocbndria & capaz de responder a qualguer perturbacgao na con-
centracgao de Ca2+ livre extramitocceondrial. Influxo ou efluxo
liguido de ca’t s3o observados atéd gque o nivel inicial seja res
tabelecido. Assim, um aumento na concentragao de Ca2+ livre ex-
terno faz a via de influxo operar mails rapidamente gue a via de
efluxo. Por outro lado, uma diminui¢do na concentragao de ca®t
livre externo tornara a atividade da via de influxo mais lenta
gque a da via de efluxo (Becker,1980). Estes experimentos suge -
rem gque © papel da mitocdndria no transporte de Ca2+ seria tam-
ponar o© Ca2+ livre extramitocondrial. Entretanto, estudos re =~
centes sobre efeitos de horménios mostram a importancia do siste

+ . . .
ma trangportador de Ca2 em tamponar o Ca2+ livre intramitocon-
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drial (Crompton et al., 1983}.

2., TRANSPORTE DE Ca2+ EM MITOCONDRIAS VEGETAIS

Em contraste com o consideravel volume de literatu-
ra disponivel sobre o transporte de Ca2+ em mitocbndrias ani -
mais muito pouco se conhece sobre este processc no reino vege -
tal. Os primeiros trabalhos que sugeriram a capacidade de mito-
cOndrias vegetais captarem Ca2+ por um processo ativo foram
apresentados por Hanson e Sseu grupo (Hodges & Hanson,1965; Kene
f%ck & Sanson,1966; Hanson & Hodges, 1967; Miller & Koeppe,l97%
Eérnshaw et al.,1973; Johnson & Wilson,1973). Poréem estes resul
tados foram interpretados como um evento secundario relacionado
com a formagao de um intermediario fosforilado da fosforilagao
oxidativa.

Tem sido mostrado que o transporte de Ca2+ em mito-
condrias vegetais difere em muitos aspectos nas diferentes espé
cies estudadas (Chen & Lehninger,1973; Dieter & Marme,l1980a) e
varia numa mesma espécie, entre os diferentes tecidos ou dentro
de um mesmo tecido depende da idade da planta (Dieter & Marme ,
1980a). Os dados disponiveis até o momento, nac eliminam a pos-
sibilidade de que as diferencas na integridade da membrana mito
condrial possam ser responsaveis pelas variacoes observadas.
Além disto, a maioria dos estudos com mitocéndrias vegetais tem
envolvido longos periodos de incubacdo da organela com Ca2+ mar
cado isotopicamente, seguida da analise do Ca2+ acumulado apbs
centrifugacdo ou filtragdo das mitocdndrias. Embora estes traba

lhos tenham fornecido algumas informacdes com respeito as pro -
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priedades de alguns tipos de mitocdndrias vegetais em transpor-
tar Ca2+, pouco tem sido estudado com respeito as caracteristi
cas cinéticas desse transporte. Informagdes limitadas também tem
sido obtidas quando se estima indiretamente a capacidade de mi-
tocOndrias vegetais em transportar Ca2+ analisando—-se 0 estimu-
lo no consumo de oxigénio provocade pela adicdo de ca’t as sus-
pensces mitocondriais (Miller et al., 1970; Chen & Lehninger ,
1973; Moore & Bonner,1977). .

Nos trabalhos sobre transporte de Ca2+ em mitocdn-
drias vegetais, raras sdo as informagOes sobre o efluxo do ion
Existem porém indicagbes de que EGTA e alguns herbicidas induzi-
riam o efluxo de Ca2+ em mitocOndrias de trigo e milho (Zaitsi-
va & Zubkova, 1980; Hertel et ., 1980).

O presente trabalho  descreve algumas das proprieda -
des do transporte de Ca2+ por mitocSndrias de milho comparando-
as com as caracteristicas do transporte de Ca2+ por mitocdndri-
as de figado de rato, ja bastante estudadas. Mostra-se também
que mitocOndrias isoladas de folhas de repolho s@oc incapazes de
captar Caz* apesar da habilidade destas em estabelecer e manter
um potencial elétrico transmembrana da mesma magnitude que mito

cOndrias de milho e figado de rato.



I11. MATERIAI E METCDOS

1. Fonte e Preparo de Material

Sementes de milho (Zea mays L.Maia/Normal) pertencen
tes ao BRanco de Germoplasma do Departamento de Genética IB
UNICAMP foram esterilizadas com hipoclorito de s6dio 0,2% por
60 min, lavadas trés vezes com agua destilada e deixadas por
duas horas em agua para embebicao. As sementes foram colocadas
para germinar sobre papel de filtro umedecido e mantidas no és—
curo a 28°C. Raizes ou coleoptiles de plantulas de trés dias
de idade foram utilizadas para extragao de mitocdndrias.

Folhas brancas de repolho (Brassica cleracea L. var.
capitata) comprado em mercado e figados de rato (linhagem Wis-

tar, pesando aproximadamente 250 g, deixados em jejum por doze

horas) também foram utilizados como fonte de mitocdndrias.

2. Isolamento de MitocOndrias

Tecidos de milho foram picados finamente com tesoura
e suspensocs em meio de extracao (manitol 0,5M; BSA 0,1%; Hepes
10 mM; EGTA 2 mM pH 7,6) na proporcao de lg de tecido/5 ml de
meio. As mitocdndrias foram extraidas por tratamento com ultra-
som (Polytron PT 10/35, n? 5) durante 3 a 4 segundos. Apds fil-
tragdao em gaze (8 camadas) e ajuste do pH para 7,2 com KOH 1 N
a suspensao fol centrifugada a 1085g por 10 min. As mitocdndri-

as foram coletadas por centrifugacao da fracao sobrenadante a
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10800g por 10 min. As mitocondrias sedimentadas foram suspensas
em 10 ml de meio de homogeinizacao (manitol 0,3 M; BSA 0,1%; He
pes 2 mM pH 7,2) e submetidas a uma segunda sedimentag¢ao a 6780g
durante 10 minutos, ¢ sedimento mitocondrial resultante foi ho-
mogeinizado com bastao de vidro obtendo-se uma suspensao mito -
condrial com 30 a 50 mg proteina/ml, determinado pelo método de
Kies & Murphy (1960). Todo o procedimento foi conduzido entre
0 - 4°C (Figura 1). MitocSndrias de repolho foram isoladas pela
mesma técnica. Mitocdndrias de figado de rato tambem foram iso-
ladas por centrifugag¢ao diferencial. O homogeinizado foi prepa-
rado em sacarose 0;25 M tamponada com Hepes 2 mM pH 7,2 na pre
senca de EGTA 0,5 mM. A fracdo mitocondrial foi lavada duas ve-
zes no mesmo meio sem EGTA e entao suspensa em solugdo contendo
sacarose 0,25 M a uma concentracao de cerca de 100 mg de protel

na/ml.,

3. Meios de Reacao

0Os meios de reacgao continﬁam: manitol 0,3M; BSA 0,1%;
Hepes 2 mM pH 7,2; KCl 20 mM; fosfato de potassio 2 mM; succina
to 5 mM e rotenona 5 uM. Os experimentos foram realizados a3GOC.
Quando as mitocbdndrias foram energizadas por substratos de si -
tio I, succinato e roternona  foram substituidos por

malate 12,5 mM e glutamato 20 mM. Algumas alteragdes nos meios

de reacao estao especificadas nas legendas das Figuras. Os re -
sultados apresentados s&c 0s mais representativos de uma seérie

de pelo menos cinco experimentos.



FIGURA 1. Diagrama da técnica de isolamento de mitocdndria de

milho.

30 g de tecido {(coleoptiles estiolados ou raizes de milho)

1. tecido picado finamente com tesoura

2. suspensao do tecido em meio de extracao (150 ml)

3. extracgao com Polytroﬁ durante 3 a 4 segundos

4. filtragao em gase

5. ajuste do pH para 7,2

6. centrifugagdo a 1085 g (10 min)

|
. SEDIMENTO SOBRENADANTE
{descartado)
‘ centrifugagac a 10800 9 (10 min)
f ;
SOBRENADANTE SEDIMERTO
{descartado)
1. ressuspensao em 10ml de meio
de homogeinizagao
2. centrifugacaoc a 67809 (10min)
! |
SOBRENADANTE SEDIMENTO
{descartado)
homogeinizagao com bastao

) de vidro

SUSPENSAC MITOCONDRIAL
+ 5 mg
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4. Consumo de Oxigénio

A respiragdao mitocondrial foi medida polarograficamen
te utilizando-se eletrodo de oxigénio Clark (Yellow Springs

Instrument Co) conectado a um oxigrafo Gilson.

5. Potencial Elétrico de Membrana

A medida do potencial de membrana em mitocondrias iso
ladas foli feita utilizando-se o corante safranina, gque apresen-
ta um deslocamento no espectro visivel associado & sua ligagdo
és{membranas de mitocdndrias energizadas (Akerman & Wikstrom ,
1976.) Este deslocamento estd linearmente relacionado com o po-
tencial produzide por gradientes de prbtons ou de lons potéassio.
Mitocondrias recem isoladas foram incubadas sob diferentes con-
digdes, em presenga de safranina, e as diferengas de absorban -
cia ASll—A533nm foram determinadas em espectrofotdmetro de du -
plo feixe (Perkin-Elmer, modelo 356) acoplado a um registrador
potenciomé&trico. A partir da comparacgao dos valores obtidos com
os de uma curva de calibragdo AA = f(4Y) obteve-se o valor do

potencial em cada casoO. Na obtengdo da curva de calibragido, a

partir'de adigoes sucessivas de guantidades conhecidas de XKC1 ,
K

o potencial foi calculado através da relagdo AY = 60 log" ‘ip
+ - ~ - i
onde % } e a concentracao do ion no interiocr da &( X

1

mitocBndria, assumida como sendo 120 mM (Rossi & Azzone, 1969) e

&ﬂex € a concentragio do ion no meio de incubacgdo.
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6. Determinacdo da Concentracao de ca’t rivre

variagbes nas concentragdes de ca’t nos meios de

reagdo foram acompanhadas utilizando-se eletrodo seletivo de
+ X . . .

Ca2 (Calcium Selectrode F2112, Radiometer). Sinais do eletro-

do de Ca2+ foram amplificados atraves de um acessdrio de alta
impedancia (Sargent-Welch Scientific Co) conectado a um regis -

trador potenciométrico,

A calibragao para a faixa de concentragao de ca?®

livre de 0,25 a 5 uM foi obtida pela adigdo de uma mistura Ca2+

~-EGTA a0 meio de reacgao usando-se o valor de 4,7 x 10‘6 ou

4,5 x 10_6 para a constante de dissociagao do complexo Ca2+

~-EGTA, na auséncia ou presencga de Mgz+ (1L mM), respectivamente,
a pd 7,2 e 30°%C (Becker et al., 1983). A calibragao para as con
centragoes de Ca2+ livre acima de 5 uM foi obtida pelas adigoes
de qguantidades conhecidas de Ca2+ ao final de cada experimento.
As quantidades de Ca2+ complexadas pelos diferentes componentes
dos meios de reacgao foram calculadas em experimentos paralelos.
O ion calcio foi sempre adicionado na forma de cloreto de cal -
cio.
A concentracgao total de Ca2+ intramitocondrial ,

2+ , : . -
contaminante do meio de reacao

bem como a concentragaoc de Ca
foram determinadas por espectroscopia de absorg@o atdmica (Ato-
mic Absorption Perkin Elmer, Modelo 303). As amestras foram di
luidas em uma mistura de Oxido de lantd@nio: HCl: n—butanol:

H,0 segundc Gochman & Givelber (1970) e lidas contra uma solu-

2+

2

¢do padrao de Ca
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7. Ejecdo de H'

As variagOes de pH nos meios de reagdo foram de -
terminadas utilizando medidor de pH Beckman modelo Expandomatic
55-2 conectado a um registrador potenciométrico. As calibracgdes
foram feitas titulando-se a mistura de reagdo com solugdo pa-

drao de HCl, apds cada experimento,
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III . RESULTADOS

1. CONTROLE RESPIRATORIOC E RAZAO ADP/0 DE MITOCONDRIAS DE MILHO

E REPOLRO,

As velocidades de oxidagaoc de malato/glutamato e
succinato nos estados resPirathios 3 e 4 para mitocOndrias iso
ladas de folhas de repolho e coleoptiles de milho sao apresenta
das na Tabela I. Os controles respiratdrios de mitocbndrias de
repolho foram de 4,8 e 4,0 para substratos de sitio I e II, reg
pectivamente. Nas mesmas condigOes as mitocondrias de milho apre
sentaram controles respiratdrios igual a 3,8 e 3,2. As razoes
ADP/O, calculadas a partir do consumo de oxigénio extra provoca
do pela adigao de ADP, forneceﬁ valores de 2,4 para mitoctdrias
de repolho e 2,6 para mitocdndrias de milho guando se utilizou
malato/glutamato cono substratos respiratbrios. Na presenga de
succinato as razdes ADP/O foram de 1,7 para ambos oS tipos de

mitocObndrias,

2. POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA DE MITOCONDRIAS DE REPOLHO

(A()

Safzanina,‘um corante carregado positivamente,foi
utilizado como indicador do potencial elétrico (Ay) da membrana
mitocondrial, segundo técnica descrita por Akerman & Wikstrom
(1976). A Figura 2 mostra o teste de calibragao feito com mito-
cdndrias de folhas de repolho. A adigdo de mitocBndrias ao meio

~ . + , . .
de reagao livre de K , na presencga de succinato e valinomicinag,
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FIGURA 2. Determinacaoc do potencial elétrico da membrana mito-
condrial pela t&cnica da safranina. A, Alteracoes na absorban
cia da safranina induzidas pelo potencial de difusao de potas~
sio. B, Curva de calibracao em funcdo das variagoes de absor-
bancia da safranina. Miﬁxﬁndrias de folhas de repoilho (0,8mng/ml) foram
suspensas em meio de reagao sem KCl, acrescido de oligomicina

{1 ug/mg proteina),safranina 10 pM e valinomicina (38,5 ng/mly A
digdes de KCl 0,65 mM e DNF 50 uM foram feitas onde indicado.

0 potencial elétrico foi calculado de acordo com a equacgao de

Nernst, como descrito em Material e Métcdos.
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um iondforoc para K+, induziu um aumenteo na diferenca de absorb&l
cia do corante no par de comprimentos de onda de 511 e 533 nm (Fi
gura 2A}. Isto indica uma ligagao das moléculas do corante na fa
ce interna da membrana interna mitocondrial (Colonna et al.,1973;
Bkerman, 1978b; Zanotti & Azzone, 1980} e corresponde ao estabe
lecimento de um potencial de membrana (Akerman & Wikstrom,1976).
Adicdes sucessivas de Ions K+, na presen¢a de valinomicina, resul
taram numa diminuicao progressivé na absorbancia da safranina
(Figura 2A}. O K+ adicionado penetra na matriz mitocondrial neu
tralizando a carga interna negativa, causando assim uma diminui
gao na diferenga de potencial elétrico dakmembrana. Como conse-
gquéncia, menos molé&culas de safranina estardo ligadas & membra-
na. Uma relagao linear foi obtida entre o grau de mudanga espec
tral da safranina e o potencial de membrana induzido na faixa de
70 a 170 mV (Figura 2B). Observa-se que a intersecgac ocorre num
potencial de aproximadamente 70 mV., Este valor corresponde a um
potencial de Donnan, independente de energia {(Moore & Bonner ,
1982) e esta de acordo com os valores encontrados por Akerman

& Wikstrom (1976) em mitocBndrias de figado de rato.

+
3. EFEITO DE ADP E Ca2 SOBRE Ay EM DIFERENTES TIPOS DE MITOC0§

DRIAS,

A Figura 3 apresenta as alterages provocadas pe-
las adi¢oes de ADP e ca®t no potencial elétrico de membrana de
mitocdndrias de figado de rato, coleoptiles de milho e folhas de repo
Iho. A adicao de suspensao Mitocondrial (0,8 mg/ml) ao meio de rea -

¢d3o contendo succinato como substrato respiratdrio resultou em



2+ sobre © potencial e-

FIGURA 3. Efeito de adi¢des de ADP e Ca
létrico da membrana mitocondrial. A, Mitoc®ndrias de figadode
rato. B, Mitocdndrias de coleoptiles de milho. C, Mitocdn -
drias de folhas de repclho. As mitocondrias {2 mg/2,5 ml) fo -
ram suspensas em meio de reagao acrescido de safranina 10pM
ndigoes de 300 nmoles de ADP e 600 nmoles de ca?t foram feitas

onde indicado. As mitocondrias de figado eram incubadas em

meic de reacgao contendo Mg2t 2 mM e fosfato 1 mM.



25.

uma rapida mudanga espectral da safranina indicando estabeleci -
mento do potencial de membrana. Com base na curva de calibragao
o potencial estabelecido foi da ordem de 170 mV para todas as
espécies de mitocbndrias estudadas. A adigdao de ADP resultou nu-
ma rapida gueda de cerca de 15 mV no potencial elétrico provocan
do a transicdo para o estado respiratdrio 3. O restabelecimento
subsequente do potencial indica a volta ao estado 4. Esta altera
cio & consistente com a idéia de que a sintese de ATP utiliza
a energia derivada da forca proton motriz (Mitchell,1l966). Assim
uma diminuic¢d@o transitdéria do gradiente de protons & observada
durante o periodo de fosforilagdo do ADP adicionado. A volta aos
valores iniciais permite a respiracgao retornar ao estado respira
tdrio 4. A adigdo de 600 nmoles prévocou uma gueda no potencial
elétrico de membrana de cerca de. 30 mV em mitocdndrias de figa-
do de rato (Figura 3A) e de cerca de 10 mV em mitocdndrias de
coleoptiles de milho (Figura 3B). No caso de mitocOndrias de fo
lhas de repolho, ndc se observou gueda no potencial elétrico pe
la adicao de Caz+ (Figura 3C). A gqueda no potencial de membrana
de mitocdndrias de figado e milho, pela adicao de Ca2+, sugere
gque © ion estaria sendo captado eletroforeticamente, ou seja,

em resposta a carga elétrica da membrana, negativa internamente
sendo o potencial restabélecido apds a captacao do ca’t adicio-
nado. O resultado observado com mitocdndrias isoladas de repo -
lho indica gue estas preparacdes nao tem a habilidade de captar

Caz+ em resposta ac potencial elétrico de membrana.



4. TRANSPORTE DE Ca2+ POR DIFERENTES TIPOS DE MITOCONDRIAS

0Os experimentos da Figura 4 comparam as habilidades
de mitocondrias de figado de rato, coleoptiles de milho e fo-
lhas de repolho em captar e tamponar a concentracgac de Caz% ex
terno. A Figura 4A mostra que a adicao de mitocdndrias de figi
do, a um meio aerdbico contendo succinato como substrato respi
ratdrio, resultou em uma rapida diminuigao do Ca2+ livre do
meio, até que uma concentragaoc de Ca2+ externo na faixa de
0,5 uM foi alcangada e mantida, concordando com dados de lite-
ratura (Beckexr, 1980; Backer et al., i980; Pereira da Silva et
al., 1984; Nicchita & Williamson, 1%84). A Figura 4B mostra Jque
a adigéo de mitocOndrias de milho a um meio similar provocou
uma captagao de Ca2+~ com uma menoy velocidade sendo O "steady
state" alcan¢gado numa concentragéo de ca®t livre ge 2 UM, Mito
cdbndrias de repolho guando adicionadas ao meio de incubagao ndo
apresentaram captacao de Ca2+(Figura 4C). Deve ser enfatizado
que este experimento foi repetido com diferentes preparacgoes de
mitocOndrias de repolho apresentando &ontroles respiratdorios de
pelo menos 3,0.

5. TRANSPORTE DE Ca2+ POR MITOCONDRIAS DE MILHO

5.1. Cinética de captacdo de ca??t

O transporte de Caz+ por mitocdndrias isocladas de

coleoptiles de milho foil inicialmente estudado utilizando-se

eletrodo especifico de Ca2+} com a finalidade de serem obtidas

26.



FIGURA 4. Resposta de diferentes tipos de mitocSndrias ao ca?t
externo. A, MitocOndrias de figado de rato. B, Mitocdndrias
de coleoptiles de milho. C, MitocOndrias de folhas de repo -

lho. As mitocondrias foram suspensas em meio de reagdoc conten

do 65 nmoles de ca?t/mg de proteina.
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informagGes quantitativas sobre as caracteristicas cindticas do
processc de captagdo., A Figura 5A apresenta o grafico das velo
. Cosora ~ 2+ . ~ . .
cidades iniciais de captagdo de Ca por mitocOndrias energiza
. ~ = 2+ .
das com succinato, em fungdo da concentracao de Ca livre no
meio de reagdo. Observa-se uma curva sigmoidal com uma veloci-

dade maxima de captagi@c em torno de 150 nmoles de Ca2+. min_l.

mg l, para uma concentracao de Ca2+ livre igual a 150 HM. Linea
rizando-se os dados da Figura éA, através do Grafico de Hill ,
Obteve-se uma reta com inclinag@o n de 2,69 e um KO,S igual a
53,7 uM de Ca2+ livre {(Figura 5B).

A cinetica de captagido de Ca2+ por mitocdndrias iso
ladas de coleoptiles de milho foi também estudada indiretamen—
te utilizando-se eletrodo especifico de qt (Figura 6)}. A velo-
cidade maxima de ejecdo de H+ foi igual a 282 nmoles. min T .
mg - para uma concentragao de Caz+ livre no meio de reag¢do da
ordem de 150 uM (Figura 6A). A mesma cindtica com comportamen-
to sigmoidal foi observada obtendo-se um KO 5 igual a 77,6 uM

r

de Ca2+ livre e n igual a 2,65 (Figura 68).

2+ 2+

5.2. Efeito de Mg e fosfato sobre o fluxo de Ca

A presencga de Mg2+ no mei¢ de reagao provocou  uma
diminui¢do na velocidade de captagdo de ca’’ com um efeito ma
ximo na presencga de 4 mM de Mg2+ (Figura 7). Estes resultados,
sao semelhantes aos encontrados com mitocdndrias isoladas de
coragao de rato (Crompton et al., 1976b).

Na auséncia de fosfato exdgeno, as mitocdndrias iso

ladas de raizes de milho apresentaram uma capacidade limitada



FIGURA 5. Cinética de ﬁaptagéo de ca’? por mitocBndrias de co
leoptiles de milho, utilizando-se eletrodo especifico de ca?t,
A, Efeito da concentragao de ca?*t livre sobre a velocidade ini
cial de captagdo de Ca?% por mitocdndrias energizadas com suc-
cinato. As reagdes foram iniciadas pela adicdo de mitocOndrias

(1,2 mg/ml) ao meio de reagao. B, Grafico de Hill obtido a

partir da Figura 4A.
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FIGURA 6 . Cinética de captagdo de ca?t por mitocdndrias de co-
leoptiles de milho, determinada em funcdo da ejecao de ut. a,
Efeito da concentracao de ca®t 1ivre sobre a velocidade inicial
de ejecdao de H' por mitocdndrias energizadas com succinato. As
reagOes foram iniciadas pela adigio de mitocéndrias (1,4 mg/mlj
ao meio de reagac. B, Grafico de Hill obtido a partir da Figu

ra 5A.
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FIGURA 7. Inibigao por %g2+ da captacgao de calt por mitocon -
drias de coleoptiles de milho. A, velocidade de captagao de
ca?t (80 uM) na presenga de diferentes concentragoes de Mg+,
B, Porcentagem de inibic3o da captac3o de Ca?*t por Mg2t calcu
lada a partir dos dados obtidos em A. As reagoes foram inicia

das pelas adic¢Ses de mitocBndrias (1,2 mg/ml),
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32.

de captagao de‘Ca2+ {Figura 8). Com a adicao de fosfato (2 e
5 mM) um grande incremento na captacdo foi observado (Figura 8),
E interessante observar gque na presenga de alta concentracgao de
fosfato (5mM) as mitocdOndrias de milho foram capazes de reter o
Ca2+ acumulado, em contraste com O comportamento de mitocondri-
as de figado de rato gue liberam todo o Ca2+ captado nestas con

digoes (Figura 9).

5.3. Efeito de inibidores e desacopladores scbre o transporte de

CaZ%

Adicoes de Antimicina~A (4 uM), DNF (100 uM) ou ver-
melho de rutenio (10 uM) apds as mitocdndrias de milho terem acu
mulado Ca’’ do meio de reacdo, provocaram uma liberacdo do
Ca2+ captado (Figura 10). Controles com mitocdndrias de figado
de rato apresentaram a mesma resposta & Antimicina-A e DNF, As
mitocObndrias de milho, no entanto, demonstraram uma menor sensi
bilidade a vermelho de ruténio. A velocidade maxima de efluxo
de Ca?+ por mitocdndrias de milho foi observada com uma concen-

tragaoc bem maior do que a de 0,5 uM do inibidor, usada para mi

tocondrias de figado.

5.4. Comparacdc da habilidade de tamponamento do ca’? externo

por mitocdndrias de milho e figado,

MitocOndrias de coleoptiles de milho foram capazes
de captar Ca2+ do meio de reacgdo tamponando o Ca2+ extramitocon

drial na faixa de 2 uM (Figura 11). Nas mesmas condigoes, mito-



2+ por mito-

FIGURA 8, Efeito de fosfato sobre a captacdo de Ca
dondrias de raizes de milho. As reacoes foram iniciadas pelas
adi¢des de mitocdndrias (1 mg/ml) aos meios de reagao contendo

30 uM de Ca??t livre, na aus@ncia ou presenga de fosfato exdge-

no 2 ou 5 mM conforme indicado.
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FIGURA 9. Habilidade de mitocdndrias de milho em reter Ca?’ na
presenca de alta concentragao de fosfato. Mitoctndrias de co -

leoptiles de milho ou de figado de rato (1,2 mg/ml) foram adi-

24

cionadas aos meios de reacdc acrescidos de Mg 1 mM; ADP 200

2+

uM; oligomicina(l,2 ug/mgle Ca livre 100 uM na presenga de

0,3 mM (...) cu 5 mM (——) de fosfato de potassio.
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FIGURA 10. Efeito de Antimicina-A, dinitrofenol e wvermelho de
ruténio sobre o fluxo de Ca?* em mitoc®ndrias de milho. Mito
condrias (2 mg/ml) de coleoptiles de milho ou figado de rato
foram incubadas na presenca de fosfato 1 mM, MgZt 1 nM; ADP
200 uM; oligomicina (1l ug/mg) e ca®t livre 40 uM. Adicoes de An
timicina-A 4 uM; dinitrofenol 100 uM e vermelho de ruténio

foram feitags onde indicado.
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2+

FIGURA 11. Caracteristicas de tamponamento de Ca externo por

mitocdndrias de figado de rato e coleoptiles de milho. Mitocdn

drias (2 mg/ml) foram adicionadas aos meios de reacao contendo

2+ 2+ 10

1 mM de fosfato e 40 uM de Ca livre. Adicoes de Ca

nmoles/mg )ou EGTA(1l0 nmoles/ml) foram feitas onde indicado.
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cbndrias de figado mantém o ca®® livre no meio de reagao na
faixa de 0,5 uM. Uma vez atingido este egquilibrio ambos os ti -
pos de mitocdndrias mantém o tamponamento por varios minutos .
Se durante este estado de eguilibrio forem feitas adigoes de
ca’’ ou EGTA observa-se uma captagao ou liberagao de Ca2+, res-
pectivamente, por ambos os tipos de mitocdndrias, até que os va
lores originais de Ca2+ livre nos meios de reagao sejam restau-
rados (Figura 11). As respostaé de mitocdndrias de milho a es -
tas perturba¢fes foram mais lentas do que as de mitocdndrias de
figado de rato, As mesmas respostas a perturba¢des no equilil -
bric de tamponamento do Ca2+ extramitocondrial por adigoOes de
ca2+ ou EGTA, foram também observadas utilizando-se mitocOndri-
as isoladas de ralizes de milho (Figura 12). Quando as mitocdn -
drias de raizes de milho foram incubadas na presencga de Mgz+
(1 mM) a velocidade de influxo de Ca®' era muito menor e o©
"steady state" era atingido guando a concentragao de ca?t exter
no era maior (cerca de 3,5 uM) do gue na auséncia do Ion (Figu~-
ra 13). Uma outra observagdo importante & de gue apds a adicao
de EGTA nas condicOes de "steady state" o efluxo de Ca2+ era
mais lento na presenga de M92+ do gue na sua auséncia e a situagao
de equilibrio era atingida em um valor de concentragao de ca’t
bem prdximo ao original, fato gque nem sempre acontece na ausen-—
cia de Mg2+ principalmente apds longos periodos de preincubagao
mitocondrial. Esta observacdo também é feita guando se trabalha
com mitocdndrias hepaticas (Becker, 1980).

A Figura 14 mostra o efeito da concentragao inicial

+ .. . = .
de ca?? livre no meio de reagao sobre a capacidade de tampona -

2+ . - . . -
mento de Ca externo por mitocoOndrias isoladas de raizes de



FIGURA 12, Fluxo de Ca’’ em mitocéndrias de ralzes de milho. Mi
tocéndrias (1 mg/ml) foram incubadas na presen@a de 1 mM de fos

fato e 40 uM de ca®’

livre. Adicdes de Ca®* (10 nmoles/mg; EGTA
(2 e 4 nmoles/mg respectivamente) e Antimicina-A 4 uM foram fei -

tas onde indicado.
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FIGURA 13, Efeito de Mg2+ sobre o tamponamento de ca?* 1livre
extramitocondrial, Mitocéndrias de raizes de milho (1 mg/ml)
foram incubadas com 17 uM de cat livre, na ausencia (A) ou
presenca (B} de 1 mM de Mg2t, Adigles de ca?t (10 nmoles/mg)

ou EGTA (8 nmoles/mg)foram feitas onde indicado.
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FIGURA 14 . Efeito de adigGes sucessivas de ca?t sobre a concen

tragdo de tamponamento de ca?t

livre extramitocondrial em mito
condrias isoladas de raizes de milho. Mitdcondrias (1 mg/ml)

foram adicionadas aos meios de reacgao acréscidos de uma concen
tracdo de Ca?% livre inicial de 17 uM (A) ou 5 uM (B). Adi-

coes de 10 nmoles de Ca2+/mg de proteina foram feitas onde in

dicado.
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milho. MitocOndrias jncubadas na presenga de 17 uM de Ca2+ 1i -
vre foram capazes de captar © fon atingindo © equilibrio de tam
ponamento a uma concentragao de Ca2+ externo proxima de 2 UM .
Pode—se ©Observar gue esta concentragao de Caz+ externo livre
foi mantida relativamente constante apds duas edicgdes de 10 nmo
les de (3a2+/mg de proteina (Figura 14A) . Porém, guando as mes -
mas adigoes de ca?? foram feitas a mitocdndrias incubadas na
presenca de uma concentragao de Ca2+ 1ivre da ordem de 5 uM a
situacdo de "steady state" foi alcangada em concentragoes de Ca
proximas de 1,5 uM havendo um aumento progressivo na concentra-.
cdo de ca?t 1ivre extramitocondrial a cada a&igéo dé ca’t extra
(Figura 14B). £ importante enfatizar gue as mitocbndrias utili-
zadas nestes experimentos continham cerca de 3 nmoles de Ca

enddgeno Ppor mg de proteina determinado através de absorgao atd

mica.
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IV. DISCUSSAQ

A captagao de ca?t por mitocondrias ocorre por um
mecanismo eletroforético, em resposta ao potencial eldtrico de
membrana. Assim, a obtengao de mitocdndrias acopladas & uma
condigac essencial para o estudo deste processoc. Em células ve-
getails a existéncia da parede celular e de vaciiolos &cidos con
tribuem para o baixo rendimenté e dificuldade na obtencao de
mitocondrias integras. Além disto, quando se trabalha com teci
dos fotossintetisantes existe a dificuldade em se separar as
membranas tilaccides da fragao mitocondrial. Talvez estas se -
jam algumas das razoes pelas quais muito pouco tem sido publi-
cado sobre o itransporte de Ca2+ em mitocdndrias vegetais,

Para se estudar o transporte de Ca2+ em mitocbndrias
vegetais procurou-se , numa primeira etapa deste trabalho, es-
tabelecer uma metodologia para o isolamento de mitocdndrias
acopladas. Visando eliminar o problema de contaminagdo da fra-
¢do mitocondrial por membranas tilacoides utilizou-se material
vegetal nao fotossintetisante. Como primeira escolha utiliza -
mos folhas brancas de repolho (Brassica coleraceq var.capitata)
pela facilidade de obtencao do material., Como as mitocbndrias
iscoladas deste tecido nao se mostraram capazes de captar Ca2+
passamos.entéo a utilizar tecidos de milho (Zea mayes Maia/Nor-
mal), uma espécie filogeneticamente distante do repolho. O iso—
lamento de mitocdndrias por tratamento com ultrassom permitiu a
obtengdo de suspensGes mitocondriais acopladas e com boa capa-
cidade fosforilativa. MitocGndrias vegetais normalmente apre -

sentam controles respiratorios em torno de 2 guando s&o energi



zadas com succinato (Chen & Lehninger, 1973: Moore & Bonner,1977) .
A razao ADP/O calculada com base no consumo extra de oxigénio ,
causado pela adigao de ADP, se aproximou dos valores tedricos
esperados de 3 para a oxidagao de malato/glutamato e 2 para a
oxidagao de succinato (Tabela I). O potencial elétrico de mem -
brana desenvolvido por estas mitocdndrias foi comparavel aoc de
mitocOndrias de figado de rato (Figura 3).

Segundo Mitchell(1966} durante a sintese de ATP o)

L) - 3 il - + - " - - .
gradiente eletroguimico de protons (AUH ) estid diminuido pois a

l

sintese & impulsionada de alguma maneira pela entrada de pro
tons no interior da mitocOndria resultando em uma gueda no po -
tencial elétrico de membrana (AyY) e no gradiente quimico de prd
tons (ApH). A adigao de ADP a suspensoes de mitocdndrias de fo-
lhas de repolho ou coleoptiles de milho provocou uma gueda no
valor de Ay (Figura 2}, confirmando a capacidade fosforilativa

destas preparagoes. Testou-se entido a capacidade destas prepara
coes em captar ca®’ do meio de incubagdo. Mitocdndrias de folhas
de repolho nao apresentaram captacao de Ca2+ (Figura 4) nesmo
utilizando-se concentracoes da ordem de 1 mM de Ca2+ no meioc
de reagao {(dados ndo apresentados). Ao contrario, mitocéndrias

de coleoptiles de milho captaram Ca2+ do meio de reacaoc tampo -
nando 6 mesmo numa concentragac maior gue mitocdndrias de figa-
do de rato (Figura 4). Observa-se assim uma diferenca marcante

na propriedade de captagao de Ca2+ entre as mitocondrias estuda
das, uma vez que mitocdndrias de repolho parecem nio conter o
transportador do ion enguanto gue as de milho o transportam, po
rém com uma velocidade menor gque mitocdndrias de figado de rato
agul usadas para comparagao, uma vez que siao as melhores carac-—
terizadas quanto a estas propriedades. Nao se pode deixar de

donsiderax entretanto, at@ que ponto a idade fisiolbgica do te-



cido seria responsavel por estas diferengas, uma vez que as fo -
lhas de repolho eram coletadas de plantas ja desenvolvidas en -
quanto gue as de milho eram obtidas a partir de tecidos recém
germinados.

Os resultados observados nos experinentos onde fo -
ram feitas adigdes de ca’t a estes trés tipos de mitocdndrias en
quanto seus potenciais de membrana eram monitorados atraveés da
safranina estdc de pleno acordo com aqueles da Figura 4. Assim ,
a menor gueda no potencial elétrico de membrana causada pela adi
¢ao de ca®? enm mitocndrias de coleoptiles de milho do que nas
de figado de rato refletem uma menor atividade da via de influxo
nas mitocdndrias de milho. Este resultado esti de acordo também
com os dados de literatura mostrando que a adicao de ca’t a pre-
paragGes de mitocdndrias de coleoptiles de milho causam pegqueno
aumento na velocidade de respiracido (Earnshaw et al., 1873). Is-
to @ explicado pelo fato de que se a Vmax de captacao do ion e
baixa, também seri pequeno ¢ incremento na velocidade de consumo
de 02 para repor o valor de AﬁH+ utilizado no transporte. A au -
séncia de resposta do potencial de membrana 3 adicao de Ca2+ a
mitocdbndrias de folhas Qde repolho cornfirmam os resultados da Fi-
gura 4 sugerindo gque estas mitocdndrias nio possuem © sistema de
transporte eletroforético de Ca®T.

Informagoes quantitativas sobre o transporte de ca®?
por mitocondrias de coleoptiles de milho puderam ser monitoradas
utilizando—-se eletrodo especifico de Ca2+. Quando estas foram in
cubadas na presenga de diferentes concentragoes de ca’t o grafi-
co das velocidades iniciais de captacao de ca®t em func¢ao da con
centracao do Ion apresentou uma curva sigmoidal (Figura 5), indicando que

a atividade do "uniporter" ndo aumenta de uma forma linearmente propor



cional a concentrac3do de Ca2+ livre, O coeficiente de Hill cal-
culado foi igual a 2,69 sugerindo a existéncia de pelo menos
dois sitios de ligacgdo de ca?t na membrana interna da mitocdn -
dria. O valor de K, ; representa a concentragdo livre do ion
quando metade dos sitios do transportador estdo ligados. O tipo
de cinética obtido sugere gue estes sitios ligariam ca’t com di
ferentes afinidades.

Uma vez que existe uma estequiometria definida entre
a captacao de Ca2+ e a ejecao de T (Lehninger et al.,1978a) a
cinética de captacdo de Ca2+ por mitocbndrias isoladas de coleo
ptiles de milho foi também estudada utilizando-se eletrodo espe
cifico de H+ (Figura 6). Neste sistema os valores de KO,S e coe
ficiente de Hill foram proximos aos encontrados utilizando-se
eletrodo de Ca2+. Os resultados cinéticos obtidos através das
duas técnicas diferentes sugerem uma estequiometria de prdton
ejetado por C32+ captado proximo de 2 H+/l Ca2+, nas nossas con
digoes experimentais. Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos para mitocOndrias de figado de rato (Lehninger et al. ,
1978a) e contrariam os resultados com mitocedndrias de milho in-
dicando gue © Ca2+ entraria em co-transporte com fosfato levan-
do apenas uma carga positiva (Earnshaw et al., Day et al.,1978).

A afinidade do "uniporter" por ca®’ em mitocdndrias
de milho mostrou-se consideravelmente menor quando comparada
com mitocdndrias animais., Dados de literatura mostram um Km
aparente em torno de 5 UM tanto para mitocdndrias de coragao
{Cromptom e¢ al., 1976b} gquanto para mitocdndrias de figado de
rato (Carafoli & Azzi, 1972). Para mitocdndrias animais a detexr

minacao de Xg g & de pouca importancia quando a energizacao
[



das mitocdndrias é feita com substratos respiratorios uma  vez
que a Vmax para o "uniporter" & limitada pela capacidade da ca-
deia respiratoria. No caso de mitocdndrias de coleoptiles de
milho, onde a atividade do "uniporter" & cerca de seis vezes
mais baixa que em mitocdndrias de figado, isto ndo acontece e
a Vmax observada nas nossas condigles reflete uma saturacao do
mesmo, © gue torna valido nosso calculo de KO,S'
Fukumoto & Nagai (1982) estudando o transporte de
Ca2+ por mitocdndrias isoladas de frutos de maga encontraram umna
curva sigmoidal quando a atividade da via de influxo era grafi-
cada em funcao das concentrégﬁes de Ca2+ total do meio de rea =~
¢80, com um Km aparente de 350 uM. Nestes estudos foram utiliza
das mitocdndrias de magd com controle respiratdrio de apenas 1,7
alem do gue a guelacdo de ca®t ?elos componentes do meio de in-
cubagdo parece nao ter sido considerada. Acredita-se que O uso
de mitocbOndrias com maior capacidade fosforilativa pudesse for-
necer parametros cinéticos mais acurados.fx;vaﬁﬂeSCE*&LS encon
tados na literatura para mitocdndrias animais variam de 10_6 a
10—4 M{(Bygrave, 1977; Carafoli & Crompton, 1978; Sarisg Akerman ,
1980) porém geralmente os valores mais elevados s3o exXpressos em

termos de concentracgao de ca®t

total, negligenciando-se os efei
tos da quelagdo. Nas condic¢fes por nds adotadas para se estudar
o transporte de ca’t enm ﬁitoeondrias de milho houve 40% de guelagao
do Ca2+ adicionado. Este valor foi considerado para se calcular
a concentracgao de ca®t 1ivre no meio de reacdo.

Mitocdndrias de raizes de milho apresentaram uma ca-

pacidade limitada para a captacgdo de ca®* na auséncia de fosfa-

to exbgeno (Figura 8). Esta limitagado certamente ocorre em fun



¢ao da despolarizacio da membrana uma vez gue O actmulo deCa2+

livre na matriz mitocondrial converte Ay em ApH que limita a
atividade respiratoria da mitocdndria. Maior captagéo de Ca2+
ocorreu na presenga deste dnion (Figura 8), gue & transportado
para o interior da mitocOndria em co-transporte com HT { ou em
troca por OH ). O co-transporte com H dissipa o ApH e permite
a restauracgao de Ay pela cadeia respiratdria,

Como © Ca2+ mitocondrial, dentro de certos limites,
estd em equilibrio com o potencial eldtrico de membrana, qual -
guer fator capaz de dissipar o Ay, induz efluxo de Ca2+ mitocon
drial através do reverso da via de influxo eletroforética. As -
sim, gquando a captagdo de Ca2+ por mitocOndrias de coleoptiles
ou raizes de milho foi energizada pela respiracdo, seu efluxo
pode ser induzido por Antimicina-A (Figuras 8, 10, 12), um ini-
bidor do transporte de elétrons ou por DNF, desacoplador da fos
forilagao oxidativa que dissipa‘AﬁH+ devido a sua propriedade de
funcionar especificamente como um protondforo (Figura 10).

Quando mitocbndrias isoladas de coleoptiles de mi-
lho foram incubadas na presenca de 40 pM de Ca2+ livre observou

2+ . - - c s
do meio de reagao ate se atingir uma

se uma diminuicdo do Ca
concentragao de "steady state" na faixa de 2 uM (Figura 11). Nes
te ponto a atividade de via de influxo estaria decrescida o su-
ficiente para ser balanceada pela atividade da via de efluxo. Sa
be—-se gue este ponto de eguilibrio estacionirio entre as veloci
dades de influxo e efluxo depende de uma série de efeitos que

as condigoes de incubagdo tem sobre as cinéticas das duas vias,

estando na faixa de 0,3 a 3 uM para mitocOndrias animais (Nicholls,

1978a; Affolter & Sigel, 1979; Nicholls & Scott, 1980; Becker ,



1980; Becker et al., 1980; Brand & DeSelincourt, 1980). Uma vez
atingida a situacao de "steady state" as mitocdndrias de coleo-
ptiles de milho foram capazes de responder a perturbagoes de ma
neira semelhante a mitocbndrias de figado de.rato (Figura 11).

s ~ +
Assim, um aumento na concentracao de Ca2

extramitocondrial,pro
vocado pela adicgao de Ca2+ exdgeno induziu uma maior ativiga -
de da via de influxo gue passou a operar mais rapidamente que
a via de efluxo restaurando a cbncentragéo de ca’t ao nivel ini
cial. Ao contrario, guando se utilizou EGTA, para diminuir a
concentragao de ca®* extramitocondrial, a via de influxo tornou
se mais lenta que a via de efiuxo observando-se um efluxo 1iqu£
do de Ca2+ atée que o "steady state" fosse novamente atingido (Fi
gura 11) . Estas respostas as variagOes nas concentracgoes de
Ca2+ extramitocondrial quando a mitocdndria atingiu o "steady
state"” sdo interpretadas como devido a alteracoes na atividade
do "uniporter" pois nas nossas condig¢bes de incubagdo (presenga
de fosfato (1 mM) e Ca2+ (40 M} relativamente altos no inicio
do experimento) a via de efluxo estaria saturada devido a altas
concentragoes de Ca2+na matriz mitocondrial e assim atuando na
sua velocidade maxima (Nicholls & Akerman, 1982). Os resultados
experimentais obtidos com mitocdndrias de coleoptiles ou raizes
de milhc sao compativeis com o modelo aceito para mitocondrias

animais no gual a distribuicao de ca®t nas condigoes de "steady
state" & definida em termos cinéticos pela operacdo simultanea

de duas vias separadas catalisando o influxo e o efluxo atraves
da membrana mitocondrial interna. Uma caracteristica da mitocdn

dria de milho gue a difere da mitocdndria de figado de rato =S

a resposta mais lenta da primeira a perturba¢does na concentra -



cao de Ca2+ livre extramitocondrial apds o "steady state"ter si
do atingido. Isto & interpretado em fun¢gdo da menor atividade
do "uniporter™ em mitocdndria de milho, como observado em seu
estudo cinético,.

A capacidade de tamponamento do Ca2+ externo bem co
mo o restabelecimento deste equilibrio apds perturhagoes com
Ca2+ ou EGTA tambem foram observadas utilizando-se mitocondrias
iscladas de ralzes de milho (Figura 12). Estes resultados con -
trariam dados anteriores da literatura (Dieter & Marmé,l1980a)que
mostraram que mitocondrias isoladas deste tipo de tecido nao
tém capacidade de captar Ca2+. Na verdade nao foi observada ne-—
nhuma diferenga entre mitocOndrias isoladas de coleoptiles ou
de raizes de milho guanto as caracteristicas do transporte ca®”,

Como acontece no caso de mitocdOndrias animais e
principalmente em mitoctOndrias de coragac de rato (Crompton et
alt., 1976b) o Mg+causou uma impértante inibicao na velocidade
de captacgao de Ca2+ por mitocondrias de milho (Figura 7) e um
aumento na concentragao de Ca2+ extramitocondrial nas condigoes
de "steady state" (Figura 13). O aumento na concentracgao de
ca’®t externo nas condigoes de "steady state" & explicado em fun
géo da inibigéo da via de influxo (Becker,1980) uma vez gue, cO
mo discutido anteriormente, esta situagao de equilibrio resulta
de uma condigao em que as velocidades de influxo e efluxo de
Ca2+ sdo iguais. Assim, a diminuigao na velocidade de influxo
determina esta mudanga observada na Figura 13A, Além disso o
Mg2+ externo parece também apresentar efeito estabilizante so -

bre a membrana mitocondrial uma vez gque apds a adigao de EGTA

o equilibrio se estabelece e se mantém exatamente no ponto ante



rior (Figura 13B).

Quando mitocdndrias de raizes de milho foram incuba
das na presenga de 5 uM de Ca2+ livre o "steady state" fol al-
cangado numa concentragdo de ca?t 1ivre menor que 2 UM, Adicgoes
posteriores de pequenas quantidades de Ca2+ provocaram um' au-
mento consecutivo nas concentragoes de ca®? extramitocondrial
(Figura 14A). No inicio do experimento O contetdo de Ca2+ in -~
tramitocondrial seria insuficiente para provocar a velocidade
maxima da via de efluxoe, uma vez gue O Ca2+ total acumulado nes
ta situagdo & de cerca de 8 a 10 nmoles/mg de proteina, deter-
minado através de absorgdo atbmica. Adigbes de Ca2+ externo pro
vocariam um aumento do Ca2+ intramitocondrial estimulando a vi
a de efluxo até gue esta atinja a saturagao. Neste ponto, quan
do a velocidade mi3xima de efluxo e balanceada pelo influxo, a
concentragao de Ca2+ livre extramitocondrial & igual a 2 uM,
Joseph et aZ. (1983) trabalhando com mitocdndrias de figado de
rato observaram gue nas condigbes de "steady state” a concentra
cao de ca®? livre extramitocondrial foi essencialmente indepen

2+

dente do contelido de Ca intramitocondrial acima de 4 nmoles/

mg de proteina. Abaixo deste valor, uma diminuigdo no conteldo
24 . . . . - .
de Ca intramitocondrial foli acompanhada por um decrescimO na
= 2+ . .
concentragao de Ca livre extramitocondrial.
Apesar de nossos estudos envolverem a utilizagdo de
apenas duas especies de vegetais oOs resultados sugerem gue no
. . 2+ .
reino vegetal as propriedades de transporte de Ca por mito -
cOndrias variam amplamente uma vez dque as mitocdndrias agqul es

tudadas, ou sao totalmente incapazes em transportar o ion, ou

apresentam um sistema gue apesar de menos ativo & td3o evoluido




guant® ao de mitocondrias hepaticas, apresentando duas vias in

+ —
dependentes de influxo e efluxo de Ca2 . A concentragao em que

. - . . - . 2+
mitocOndrias de coleoptiles ou raizes de milho tamponam o Ca
externo livre & relativamente maior guando comparada com mito-
cOondrias de figado de rato. Entretanto, os dados ndc descartam
a importéancia destas mitocdndrias em tamponar a concentragdo de

2+ . P : - ~ .
Ca citoplasmatico livre uma vez que, até o presente, nao foi

. ~ 2+ .. . -

determinada a concentracao de Ca livre no citoplasma de célu
las vegetais, Pode também ser possivel que a inclusdo de algun
componente citosdlico ainda desconhecido ao meio de reagao al-
teraria o valor do "steady state" para uma concentragao de

2+ :
Ca menor, como recentemente mostrado com espermina, no caso

de mitocondrias de figado de rato (Nicchita & Williamson,1984),



V. RESUMOC

Mitocbndrias acopladas isoladas de folhas brancas de
repolho (Brassica oleracea L. var. capitata) apresentaram-se in
capazes de captar Ca2+ quando energizadas por respira¢ido, em con
traste com mitocondrias isoladas de coleoptiles ou ralizes de mi
lho (Zea mays L.) que apresentaram a habilidade de captar Ca2+
do meio, embora com uma atividade muito menor do gue mitoctndrias
de figado de rato. A curva de velocidade inicial de captagdo de
Ca2+ ou ejecgao de gt por mitocOndrias de coleoptiles de milho em
funcio da concentracgao de Ca2+ mostrou ser sigmoidal e sugeriu u
ma:estequiometria de 2H+/1Ca2+ como ocorre em mitocdndrias animais.,
Na presen¢a de baixas concentrages de Ca2+ livre no meio de in
cubagac as mitocdndrias de coleoptiles ou raizes de milho foram
capazes de captar o Jon atingindo uma concentracdo de "steady
state" na faixa de 2 pM e de manﬁer este equilibrio por varios mi
nutos. Perturbagao deste equilibrio pela adigdo de ca®* ou EGTA
foi seguida pela captagdo ou liberacdo de Caz*, respectivamente,
até gque o equilibrio fosse novamente atingido com a concentracao
livre de ca’’ extramitocondrial original. A concentracao de ca®t
extramitocondrial na qual o "steady state" era atingido mostrou
ser dependente do contetdo de Ca2+ intramitocondrial e da presen
ca de Mgz+ no meio de reagao, Os resultados indicam que mitocdn
drias de coleoptiles ou raizes de milho, assim como mitocdndrias

, . e +
animais, tem a& habilidade de tamponar o Ca2 externo e talvesz es

. . = 2+ -
tejam envolvidas na manutencao da homeostase do Ca na celula,.



VI. ABSTRACT

Coupled mitochondria isolated from the white leaves
of cabbage (Brassica oleracea L. var. captitata) were inactivein
respiration-coupled Ca2+ accumulation, in contrast to mitochon

-dria isolated from etiolated corn (Zea mays L.} which showed the
ability to take up Ca2+ from the medium, although with a much
lower activity than liver mitochondria. The rate of Ca2+ uptake
or H+ ejection by corn mitochondria plotted versus Ca2+m concen

tration showed a sigmoidal curve and the H+/Ca2+

ratio was very
close to 2.0 as occurs in animal mitochondria. The addition of
c&rn coleoptile or root mitochondria to a medium containing a
low free Ca2+ concentration resulted in Ca2+ uptake with a decre
ase in free Ca2+ concentration until a steady state of about 2.0
pM was reached and maintained cdnstant for several minutes. Per
turbation of this steady state by the addition of CE&.ZJr or EGTA
was followed by Ca2+ uptake or release, respectively, until the
steady state was attained at the original extramitochondrial
free Ca2+ concentration, The steady state free Ca2+cnnaa¢ratmm
was dependent of the iptramitochondrial Ca2+ content and exter
nal Mg2+. These results indicate that corn but not cabbage mito
chondria, as some animal mitochondria, have the ability to buffer

. , . +
external Ca2+ and may be involved in the maintenance of Ca2 ho

meostasis in the cell.
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