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1.0. INTRODUGAO

- Estudos preliminares (SILVA, M.A.P., 1991) feitos com
mitocdndrias 1ntac£as de tubérculos de batata, sugeriram a
existéncia de uﬁa proteiné, nestas mitocéndrias, com fungbes
similares as da proteina desacopladora (UCP), .encontrada em
mitocdndrias de tecido adiposo marrom. (RICQUIER, et al, 1979 ; LIN

& KLINBENBERG, 1982 ).

Nesta i?trodugio seréo abordados aspectos
relacionados as membranas blol6gicas, em especial #s membranas
mitocéndriais quanto aos seus_componentes lipidicos e proteicos e
uma descrig@o mals detalhada sobre mitoéépdrias de tecido adiposo
marrom e ;wgroteina desacopladora, {(UCP). Acrescentamos uma revisfio

, )

sobre o usc de sistemas artificiais, mostrando a utilidade do mesmo

comec modelo para estudos de fendmenos biolédgicos.
1. 1. MEMBRANAS BIOLOGICAS

' Todas as membranas biolégicas consistem de uma camada
dupla de moléculas lipidicas onde varias proteinas de membrana estso

embebidas. A bicamada lipidica é fluida, com moléculas lipidicas




individuais capazes. de difundir rapida;mente dentro da propria
monocamada onde se escontram. O modelo mosalco fluide para membranas
biol6gicas proposto por SINGER & NICOLSON (1972) propde um arranjo
dos fosfolipidios em i.“bicamadas onde proteinas estruturais ou’
funclionais participam désté”i:omplexo. A& composigio lipidica e a
presenqa‘ de determinadas .proteinas caracterizam as diferentes

membranas biclégicas (DAUM, 1985}.

Oz lipidios constituintes das membranas sfo moléculas
anfipaticas que éspontaneamente formam bicamadas quando em contato
com meio aquoso. HA trés classes de lipidios, que normalmente formam
as bicamadas: f‘osi‘alipidic‘zs,= colesterol e glicelipidios. A bicamada
iipidica serve como sz;lvente para proteina de membranas (ALBERTS, et
al, 1983). As membranas Dbiol6gicas definem compartimentos
intracelulares bem como a comunicacfio entre eles. Elas sfo mals que
uma simples b&reira, funcionam como filtre devalta seletividade "que
mantém diferentes concentragbes de ions de cada lado da membrana,
contreolando o fluxo livre de ions. A permeabilidade das membranas
biol6égicas observada € devida a presenga de canais proteicos que
permitem o fluxo de ions através da bicamada lipidica essencialmente
impermeével. DEAMER, ({1982) fez um _estudo comparativoc sobre
permeablilidade a H por diferentes membranas biclégicas e concluiu
.que a bicamada lipidica possui permeabilidade intrinsica equivalente
a 10-':3 cm/segunde a prétons maior que para outros ions. Mesmo

assim, a membrana funciona como barreira para o fluxo destes ions,




pois consegue manter o gradiente eletrogquimico de prétons

transmembrana.

Numa extensa revis@o, HOCH (1932} analisou o papel
individual doé lipidios constituintes de biomembranas, em particular
da cardiolipina. A éardioiipina ¢ um fosfoglicerideo “duplo"
encontrado em grandes quantidades na membrana interna mitocondrial.
Este autor verificou o envolvimento da mesma nos mecanismos de
permeabilidade a H+, suas interagdes com proteinas, a qual orienta o
posicionamento das mesmas nas membranas e as condigbes em que a

composicio lipidica pode ser alterada.

%

1.1.1.MEMBRANAS  MITOCONDRIAIS

e -componenies lipidicos

As mitocOndrias que sdc organelas parcialmente
autbénomas (pois contém espécies Gnicas de DNA e RNA e sfo capazes de
sintetizar aproximadamente 10 % de sua prépria massa -proteica)
possuem duas membranas, uma interna e outra externa. Embora estas
membranas estejam em intimo cbntato, elas diferem tantoc em
composicio lipidica e proteica como nas suas funcbes {DAUM, 1985). A
funcBo biloquimica da mitocéndria & fortemente dependente dos

lipidios constituintes de suas membranas, especialmente os




fosfolipidios, que influem diretamente na estrutura e estabilidade
destag membranas, interagindo com as proteinas presentes, A
composicfio lipidica das membranas mitocondriais (animais e vegetais)r
apresenta alta porcentagem de cardiolipiﬁa {18%), fosfatidilcolina
(40%), fosfatidiletanolamina (30%) -e ﬁe&uénas quantidades de
esteréis e esfingolipidiés {(DAUM, 1985). As mi£oc6ndriés vegetais,
em particular, possuem algumas classes de esterdis livres,
esterifi¢aﬁos. e glicosilados (DUPERON, et al, 19758). Os lipidios
constituintes das membranas mitocondriais além de possuir fungdes
estruturais, influenciam consideravelmente as proteinas de
@embranas, como também a estabilidade e o comportamento osmético da

mitocéndria, sua atividade respiratoria, a producio de energla, sua

permeabilidade entre outros aspectos (DAUM, 1985).

1.1.2. MEMBRANAS MITOCONDRIAIS ¢

~componentes proteicos

A membrana interna mitocondrial possul, no minimo
doze diferentes proteinas carreadoras envolvidas no transporte de
é@nions e protons. (LA NOUE, 1979). O mecanismo de transloéaqﬁo de
ions através de carreadores e canais é uma questdo fundamental em

bloguimica.




Um grupo particular e diversificado de carreadores de
substratos ¢ encontrado na membrana interna mitocondrial.  Estes
catalisam o intenso fluxo de solutos do citosol para a matriz
mitocondrial e vice-versa. Podemos diferenciar dois grupos de
carreadores de solutos em mitocédndrias: aqueles que ‘estdio envolvidos
com a transferéncia de metabélitos e aqueles relacionadas. com a -
transferéncia de energia. Este segundo grupo compreende trés
carreadores principaiszl 0 fransportador de ADP/ATP; o transportador
de Pl & o transportador de H+. As fungbes dos carreadores de Pi e de
ADP/ATP no trafico de energia em células eucariontes sio benm
conhecidas. ._ Eles suprem o citosol com o ATP gerado
intramitocondrialmente a partir de Pi e ADP provenientes do citosol
(NICHOLLS & LOCKE, 1984). Em outras palavras, esses car;"eadores sao
responsaveis pelo transporte de ADP e Pi para a mitocdndria onde
ocorrera a sintese de ATP. A proteina desacepladora, (UCP),
encontrada em mitocdndrias de tecido adiposb-marrom, tem una funcgéo
contréaria aos translocadores redox de H' responsavels pela conversio
de energia de oxido redugfic em potencial eletroquimico de_ prétons.
Esta proteina permite a dissipagfio deste potencial sob a forma de
calor, transportando H+ de volta para o interior da mitocdndria.
(AQUILA, et al, 1987). Similaridades como peso molecular entre a
proteina desacopladora de tecido adiposo marrom (UCP), 32.000; o
carreador ATP-ADP, 30.000; o transportador de fosfato, 33.000, a

maneira como estas proteinas sfio extraidas (exclusdoc em

hidroxiapatita na presenga de detergentes nfo iénicos) bem como a




existéncla de dominios funcionalmente comuns sugerem que elas devan
‘relacionar-se evolutivamente (.*}QUZLA, et al, 1987; RUNSWIRCH, et al,
1887; KLINGENBERG, 1990). Tém sido proposto gque carreadores
mitocondriais fagam parte de uma familia de proté._inas. geneticamente
relacionadas. As estruturas primarias d6 carreador “de fosfato,
carreador ADP-ATP e a UCP revelam que cada uma fem dominios
homélogos com 100 residuos positivamente carregados (AQUILA, et al,
1887). Cada domi!;io 'compreende duas segOes homdlogas de oa~hélice
separadas por um segmento hidrofilico (RUNSWICK,et al, 1987). Todas
estas proteinas citadas sfio funcionals na forma dimérica e funcicnam
através Lde um mecanismo que envolve H -Anion coiransporte, exceto a
proteina desacopladora (UCP) (KLINGENBERG, 1890). Estudos recentes
feitos por WIESENBERGER, et al (1981),com genes de Sa;:charomyces
cerevisiae evidenciaram a presenga de mais duas proteinas
pertencentes a esta familia, produtos dbsﬁ genes MRS3 e MRS4
estudados. Estas proteinas se l.ocaiizafiam na wmembrana mitocondrial
interna, e teriam funglc carreadora para substratos que” ainda ndo

foram identificados.

O mecanismo de transporte de &nions e protons & de
fundamental importéncia para a regulacfic do volume mitocondrial.
Desde os primeiros estudos com mitocéndrias isoladas, elas se
mostraram como perfeitos osmométros. A regulagio do volume
mitocondrial ocorre pelo controle do fluxo de sais através da

membrana interna. A respiragic mitocondrial pode direcionar o




influxoe e o efluxo de sais por vias eletroforéticas e/ou
eietroneutl."as. 0 grupo de carreadores envo}vidcs com transporte de
anions ¢ descrito a seguir com maiores detalhes.

Mitocdndrias normalmente exibem baixa per‘meé.bilidade'
eletroforética para  é&nions fisiologicamenf.e importantes como
cloreto, bilcarbonato, fesfato, sﬁc:cinato, c_itr'ato, entre outrog.
Numa extensa revisdo sobre m_eéani'smos- de transporte de &nions por
mitocdndrias de figado de rato e coracio de boi, GARLID & BEAVIS
(1886), melhor caracterizaram a existéncia de uma proteina integral
de membrana interna.’, a qual é capaz de transportar #&nions por
mecanismos eletroforéticds. Esta proteina funciona como canal
seletivo para anions,k chamado por estes autores de IMAC (inner
membrane anion channel}, o que significa canal .ani.énj.co pr-esgnte na
membrana interna. Este canal é inibido fisiologicamente por-prétons,
calcio e magnésio endbgenos (BEAVIS & GARLID, 1983). Este canai -¢
também 1inibldo reversivelmente por quinina (i:a.se hidrofébica) e
irreversivelmente por DCCD (N,N’'- dicyclohexylcarbodiimide), um
agente alquilante nfc seletivo, que ataca grupos carboxyl, sulfidryl
e fenbélicos. Estes autores propée que o canal anidnico esta
localizado pa membrana interna mitocondrial e que é formado por
proteinas. Este canal teria basicamente trés fungdes fisioldgicas:
possibilitar a mitocéndria recuper*ai* seu volume normal apds um
inchamento patolégico; regular possiveis ciclos termogénicos e

controlar a dissipagBo de energia (GARLID & BEAVIS, 19886). A




existéncia deste canal &nion seletivo fol sugerida por BEAVIS &

GARLID (1983} ap6és analise do comportamentc mitocondrial quanto ao

seu inchamento e contragio, onde se observou uma via de transporte
para &nions monovalentes, sensivel a presenca de Mg++ ¢ dependente
de pH. Experimentos realizados com mitocdndrias incubadas in vitro
na presenga de agentes alquilantes (N’ ethylmaleimide) e agentes
mercuriais (mersalyl), indicaram reac¢ic destes compostos com o canal
anidénico {IMAC} num sitio comum, A ligacHo destes compostos
interferiram com a regulagfo deste canal por H+, Mg+ e propanolol

(BEAVIS, 1881).

BEAVIS & VERCESI, (1982), demonstraram a existéncia
de um canal anidénico em mitocondrias isoladas de batata. Eles
verificaram que estas mitocdndrias possuem um canal anidnico
semelhante ao IMAC encontrado em mitocéndrias animais, porém com
algumas propriedades diferentes. A principal diferenca ¢ a auséncia
de inibigdo do canal vegetal por Mgﬂ endégeno. As fltocéndrias
vegetais possuem maior permeabilidade a haletos e isto pode ser
devido a auséncia de inibicéc por Mg++. Esta permeabilidade até
entioc era consider'ada comc ndo mediada por carreadores. A iniblgéo
por H+ da matriz ¢ a maior evidéncia descrita por BEAVIS & VERCESI
(1992) de que mitocéndrias de batata possuem um canal anidnico
semelhante ao JMAC, o qual denominaram de PIMAC {Plant inner

membrane anion channel).




1.2.TECIDC ADIPOSO MARROM

O processo de termogénese por ocasific do nascimento é
um precesso vital para a maloria, senfio para todos os mamiferos.

Para este propésito, os mamiferos apresentam tecido adiposo marrom,

no qual acidos graxos sfio substratos oxidativos. Adipécitos marrons

s8o distinguidos por sua alta quantidade de mitocéndrias e estas por

serem ricas em UCP (proteina desacopladora) (KLINGENBERG, 1990).

0 tecido adiposo marrom encontrado em mamiferqs recém
nascidos e animais hibernantes é especializado na producfio de calor,
e ¢é controlado pelo sistema nervoso simpatico. A homeostase termal
de mamiferos recém nascidos ¢ grendemente dependente da termogénese
deste tecido. As  mitoctndrias deste tecido s#ioc bastante
desacopladas, isto ¢é, possuem alta permeabilidade a prétons
(KLINGENBERG & WINKLER, 1985). A producdo de calor resulta de um
curto circuito fisiolégico de HE' atraves da membrana mitocondrial
destes tecidos, via proteina desacopladora (LIN & KLINGENBERG, 1980

e 1982).

A mitocéndria tipicamente termogénica funcional &
caracterizada por possuir alta capacidade oxidativa, baixa atividade
de sintese de ATP e altas quantidades de UCP. Mamiferos que sofrem

mudangas climaticas e necessitam de adaptagéio, requerem o potencial




termogénico deste fecido, que ¢é controlado por hormdnios
(catecolam;nas e trlidotironina). BIANCO & SILVA, (1887a; 1987b;
1988) e CARVALHO, et al, 13891 verificaram a atuac@o de tiroxina {T4)
e tr:iniodotironina (T3) na expressio da UCP em tecido adiposo marrom.
Eétes autores trabalharam com ratos pré-tratados ao frio, em outros
casos, com ratos  tiroidectomizados. HOUSTEK, et al, (1990),
verificaram grande diferenciat;ﬁo de sintese de proteinas individuails
durante a biogénese de mitocéndrias de tecido adiposo marrom em
culturas de células e in situ. Fles confirmaram inclusive que a
principal via regulatéria da termogénese deste tecido provém de
catecolaminas via receptores B-adrenérgicos. BIANCO, et al, 1988
estudaram o processc de trénscriqio do gene da UCP em ratos tratados
com norepinefrina (NE) onde ocorre o aumento da quantidade de RNAm e
da tm de transcricgfio deste gene nestas condigdes.

As primeiras tentativas de isclamento da proteina
desacopladora, de peso molecular 32.000, de mitocOndrias de tecido
adiposo marrom foram feitas por RICQUIER et al, (1879). Contudo, =
purificacc fol parcial. LIN & KLINGENBERG, (1980 e 1982)

conseguiram um método melhor de isolamento desta proteina.-

Estudos in vitro realizados com mitocdéndrias de
tecido adiposo marrom, mostraram que a translocagfio de prétons pela
UCP é sensivel, ou seja, inibida na presenga de nucleoctideos de

purina, enquanto que sua atividade é potencializada na presenca de
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adcidos graxos (NICHOLLS & LOCKE, 1984 ; CUNNINGHAM, et al, 1886). A
natureza da interacfo de nucleotideos purinicos di ou trifosfatados
com mitocdndrias intactas de tecido adiposo marrom fol estudada por
NICHOLLS, (1976). O sitio de ligacio destes nucleotideos foi
identificado na face éxterna da membrana interna, sendo distinto da
translocase de nucleotideos de adenina e de sitios inespecificos
encontrados em outras classes de mitocdndrias, peis os experimentos
foram realizados na presenga de CAT (inibidor &a translocase de
nucleotideos de adenina). Pelos resultados obtidos por NICHOLLS,
(1978), este sitio de ligagio de nucleotideos sugeriu fortemente ser
o responsavel pela inibigdo da via de condutidncia de ions H.
KATIVAR & SHRAGO, (1889) verificaram que o sitio de ligagBo de GDP
na proteina desacopladora & diferente do sitio de translocac@o de
H+. Eles identificaram a arginina como um residuo critico no sitio
de ligacgéo do nug}eotideo, no qual medificacbes resultam em completa
inibigéﬁ da ligag8o de CGDP mas nio afeta a atividade translocadora

da UCP.

A habilidade de 4cidos graxos exégenos desacoplarem a
respiragio em adipbécitos de tecido adiposo marrom intacto foi
estudada por CUNNINGHAM et al, (1986). Fei observado, neste estudo,
que os acidos graxos atuam neste tecido por mecanismos semelhantes
aos observados em mitocdndrias isoladas. Observou-se que #Acidos
graxos interagem diretamente com a proteina desacopladora e que sua

habilidade de desacoplar mitocéndrias de animais pré-adaptados =ao

11




frio estd relacionada com a Iindugio da sintese da pfﬁteina
desacopladora. Foi verifi?ado por estes autores que concentragdes
nanomolares de Acidos graxos livres séo requeridas; o estimulo da
respiracéc fol dependente da presenca da pééteina desacopladora em
mitocéndrias in situ e que a presenca de noradrenalina estimula o
desacoplamento de células pré-tratadas ao fric ou nﬁo. Estes autores
concluiram que os 4&cidos graxes sfo ativadores necessarios e
suficientes ﬁaré que a proteina desacopladora atue em células

intactas.

Estudos em sistemas reconstituldos (STRIELEMAN, et
al, 1985), mostraram o efeito de aAcidos graxos sobre a conduténcia
de ions pela UCP incorporada em vesiculas lipidicas. Foi verificado
que balxas concentragbes de acido palmitico induzem aumento na
cadeia longa tém efeito sobre a ﬁCP e que este efeito ativador esta

reduzido na presenga de GDP.

NICHOLLS & LINDBERG (1873), verificaram a existéncia
de t?ansporte eletroforético de Cl em mitocdndrias isoladas de
tecido adiposo marrom, o qual foi atribuido & presenca da UCP. Este
transporte fol inibido por nucleotideos de purina, porém ndo foi
ativado por é&cidos graxes. (NICHOLLS, 1979). Este transporte, de
fons cloreto foi também observado em sistemas de reconstituigio com

a UCP incorporada. Neste sistema & UCP gerou condutancia a C1
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sensivel & ODF (JEFFEK, &t 2], 189800 forer analisados parameiros
cinélicos deste ti{ransports, incilusive de Br , obtendo-se dadcs
coerentes com aBqueles enconiradeos para mitoctndrias intactas. Fel
verificade gque mersaly! e ouiros reagentes B5H, além de DCOCD =
propanoclel nZc afetam o transporie de cloreto. Concluiram gue =2 UCF
forma uma via de conduténcia para &nions haletos, gue o transportie
de U1 & eletroforétice e sensivel a GDP . GARLID, (1880} e JEZFK &
GARLID, 71880}, verificaram transporte de novos substratos aniénicos
peia UIF que inibem competitivamente o transporte de Cl e séo
dependentes  da  hidrefobicidade do é&nion =2 ser transportado.
Considerando as caracteristicas agui descritas para o transporte de
cicretc pela UCP ¢ imporiante esizbelecermes um paralelio com =as
caracteristicas descritas scbre o transporte de cloreto por ocutras

mitocdndrias animais {BEAVIS, 1831; GARLID & BEAVIS, 1983 e 1886) e

vegetais (BEAVIS & VERCEST, 18%2).

Existem trés tecorias a respeito de como a UCF poderia
transportar H (OH )} e C17. NICHOLLS, (1978) propde que Ci e OH
competem por uma via comum. JEZEK, et al, (1888) sugere éue a UCP
possul duas estiruturas independentes onde ocorrem o transporte de B
e Clwrespectivamenie< Apesar destes estudes mostrando o itransporte
de cloreto pela UCP, outros estudos {KLINGENBERG & WINKLER, 1885)
sugerem que a UCP simplesmente transporta ﬁ* e gue o3 resultados

obtidos de transporte de €1  sio devide z impurezas nc processo de

reconstituicie.

Lod
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1.3.SISTEMAS ARTIFICIAIS

A bicamada lipidica é considerada elemento importante
na estrutura e fungdo de membranés biolégicas, por isso as -
propriedades destas bicamadas em varios sistemas modelos tém sido
intensamente estudados. Sistemas artificiais vém sendo grandemente
utilizados como modelo para o estudo das membranas bioléglcas.
DEAMER, (1882) fez ciomparac;ﬁes entre sistemas artificiais e
membranas bioclégicas quanto a permeabilidade a prétons. A bicamada
lipidica tem papel importante como barreira ao fluxc de H'F e jlons de
uma forma geral. Esta propriedade é essencial para que a célula ou
organelas intracelulares sejam capazes de manter gradiente de
coencentragdo de certos ions e um pH intracelular constante. Foi
verificado malor per'meal;ilidade 2 protons em siste@ artificiais em
comparagfo as membranas naturais (DEAMER, 1882). O estudo avaliou
também as diferentes técnicas e os possiveis artefatos que podem
alterar os resultados obtidos. Concluiu-se que sistemas artificials
sfioc um bom modelo para os estudos de permeabilidade. Sistemas
artificiais foram wutilizados para o estudo de interagbes de
diferentes antibidticos {valinomicina, anfotericina B e gramicidina)
com membranas lipidicas, analisando alteragles de permeabllidade

(HERVE, et al, 1985).
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As  propriedades das membranas artificiais e dos
iipidios gue as compde {ém sido intensamente estudadas com o auxilio
de sondas. Sondas s&o moléculas organicas com  propriedades
pariticulares gue auxiliam na avaliagdo do  comportamente e da
caracterizacio das membranas. Em estudos de permeabilidade, a sonda
fluorescente, piranina {Swhiérexy—i,S,E—pireﬂoirisulfonato} ¢ muito
Gtil para estudos de alteracBes de pH no melc aguoso internc de
vesiculas, micelas, ete. (CLEMENT & GOULD, 1881 : KANO & FENDLER,
1978). A sonda S-aminoacridina também & utilizada para medidas de
permeabii#dade en sistemas artificiais {(NICHOLS, et ai, 1880}). Cutra
sonda também utilizada em sistemas artificiais ¢ =a pralidoxima
(PAM). WE uma molécula organica caracterizada por ter a propriedade
de prevenir efeitos téxicos de venenos de animais com componentes
organcfosforados. Possul a propriedade de se protonar e desprotonar
cenforme ¢ pH em gue se encontra, mudandc o espectro de absorbancia
{KONDRITZER, et a2, 1981 . WILSON ef al, 1953}, Interacies
eietrostaticas de lipidios carregados de membranas artificials
foram estudadas COom o auxilio de dansyl
{&-dimethylaminonapthalenc~1-sulfonyl], cromdforo sensivel =
pH (VAZ, el al, 1878). ELAMRANI & BLUME (1883}, utilizaram = sonda
vermelho de crescl {(o-cresolsulfonphihaleinl, gue & sensivel aoc pH
para analisar efei.os da fase de transicgho de lipidios nas cinéticas

- — 3 + - ° " . e
de difusao de H e OH em bicamadas lipidicas.
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0 estudo do tamanho de wvesiculas lipidicas
artificiais preparadas em diferentes condicbes sugerem gque alguma}s
propriedades funcionais da bicamada lipidica s8c devidas & sua
curvatura {SHEETZ & CHAN, 1972). NOZAKI & TANFORD {1981) verificaram
que vesiculas artificiais preparadas em diferentes pH possuem a
permeabilidade alterada a Cl , Na+ e protons. Eles verificaram que a
permeabilidade em vesiculas preparadas em pH 10, aparentemente ja
danificadas, € cinco vezes malor em reia;;é.o as vesicﬁiasvpreparadas
em pH 4 ou 7. Andlises cinéticas e consideracgdes termodinamicas

sobre o fluxo de ions (Naqy e Cl ) através da bicamada lipidica em

vesiculas foram realizadas por HAUSER, et al (1873). O fluxoc de.

prétons em resposta & Imposicio de um potencial de membrana e
gradiente de pH em vesiculas unilamelares foi eétudado por
REDELMEIER, et al {(1988), com ¢ auxilio das sondas ’i‘P?+ e MeAm
{(methilamina) para o potencial de membrana e gradiente de pH,

respectivamente.

No presente ti"abalho procurcu-se caracterizar melhor
o papel de uma proteina de 35 KDa presente na membrana interna de
mitocbndrias de Dbatata e estabelecer um paralelo  entre o
comportamento destas mitocdndrias com mitocdHndrias de outras
origens. Tentou-se estabelecer uma relagio entre a fungic desta
proteina isolada de mitocéndrias de batata e a UCP, isolada de
mitocéndrias de tecide adiposo marrom. A existéncia desta proteina

em mitocéndrias de outros vegetais foi também investigada.
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2.0, MATEHIAIS E METODOS
2.1 ISOLAMENTO DE MITOCANDRIAS
2.1.1. ISCOLAMENTO DE MITOCSNDRIAS DE BATATA

0 isclamenio de mitoctndrias de tubérculos de batats
{Solarum tuberosum) fol feito segunde DIOLEZ E MOREAU (1985), com
algumas modificagbes. As batatas foram compradas no mercadc e
mantidas sob refrigeracic {5 =a 1905},.95? periodos variavels até o
momento 50 usc. As batatas {éproximadamente um quiie, descascadas e
cortadas em pedacos granﬁes}, foram passadas por uma centrifugs
Wallita e o calde feil coletado num becker contendo aproximadamente
400 ml do meio de extrag@o (Manitol 400mM; tampio Hepes 10mM, pH
7.6; EGTA 1mM; soroalbumina bovina 0,1% ; cisteina 3mM. Foi
utilizado 1,0 ml de meic para cada 1,0 g de tecido. Este caldo foi
filtrado em gase (8 camadas) e o pH acertade para 7,2. A suspensio
fol centrifugada & 751 xg por ecinco mim}.io‘s para eliminacéc do
amido. O sobrenadante resultante foi centrifugade a 1200 xg por dez
minutos para precipitacfio de nuclecs e celulas néoc rompidas. O
sobrenadante fol centrifugadc =z 8.200 xg por dez minutos para
sedimentacio das mitocdndrias. Estas foram entio ressuspensas  en
cerca de 20 ml de meio de isclamento (Manitol 300mHM; itampic Hepes
10mM, pH 7.2 EGTA O, 1mM: sorozlbuminz bovins 0,1%) & entio
cemirifugaéés a B.000 xg Q@% dez minutos. { sobrenadante foi

descartado e o precipitade ressuspense num minime de volume do meio




de isolamento. Todo o procedimento foi realizado entre 0 e 4°c.

OBSERVAGAO: A partir dos resultados obtidos por
BEAVIS & VERCESI, (1992} os meios de extragio e isolamento foram
modificados. Passou-se a utilizar sacarose 250 mM como suporte
osmético ao invés de manitol 400 mM e o pH acertadc para 8,0 e 7,0

para ¢ meio de extragiio e isolamento, respectivamente.
2.1.2. ISOLAMENTD DE MITOCAGNDRIAS DE BETERRABA

As beterrabas também foram compradas no mercado e
mantidas sob refrigeraciio (5 =a 10°c) por periocdos variaveis até o
momento do usoe. A obtengBo de mitocéndrias de beterraba foi feita de
modo semelhante ac descrito para a batata, nfio sendo necessaria a
centrifugacdo inicial de 75ixg, uma vez que as reservas de amido
deste material dispensam esta etapa. Apés a centrifugacio de 6.000
Xg, as mitocdbndrias f;ram ressuspensas em meio de isolamento e
novamente sedimentadas a 6.000 xg. Esta centrifugacéo adicional teve
por objetivo a eliminagio do pigmento hidrossoluvel presente na

suspensio final.

2.1.3. ISOLAMENTO DE MITOCSNDRIAS DE MILHO

As sementes de milho foram obtidas do bance de
Germoplasma de Departamento de Genética, IB , UNICAMP. Estas

sementes foram esterilizadas em uma solugic de hipoclorite de sédio
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G,2% por 80 minulos e lavadas em dgus destilada. Apds duas horas de
entumesc}mento, as sementes foram colocades para germinar sobre
papel de fFiltro umedecido e mantidas noc escurc e z temperatura de
28°C. Decorridos 3 a 10 dias de germinagBo, os colebptiles das
pléntulas foram extraidos e wutilizados pars § isolamento de

nitochbndrias.

Os colebdptiles foram picados finamente com tesoura,
no melic de exiragdo {igual ac descrito para batatal, e suspensos na
proporgio de 1,0 g de tecide para cada 5,0 ml de meio. O rompimento
dos tecidos fol feiia em homogeneizador Poiytr5Q {PT 10/35] duranté
4 segundes, no nivel S. A suspensio obtidg foi filtrada através de B
camadas de gaze e ums rede de nylon {maiha de S0upm), sendos o pH
ajustado para 7,2. A primeira centrifugacio fel feita a 1200 xg,por
10 minutcs, seguindo-se, a partir de entioc, o mesmo procedimenio

desenvolvido para ¢ isclamenitc de batats.
2.1.4. ISOLAMENTC DE MITOCANDRIAS DE FEIJAD

As sementes de feljBo foram compradas no mercado e

s - o . e .
guardadas sob refrigeracio {4 z 107C) por pericdes variavels atée o
momento do usc. Estas semesntes foram esterilizadas e colocadas para
germinar de mode ldéntico ac descrite para o milho. O processo de

igolamento ol iazmbém desenvolivido ds mesmz forma.




2.1.5. ISOLAMENTO DE MITOC6NDRIAS DE FIGADO DE RATO

As mitocbndrias hepaticas foram liscladas segundo
SCHNEIDER & HOGEBOM (1950), utilizando-se ratos adultos Wistar

pesandoc 180 a 250 g, mantidos em jejum por 12 horas.

0 figado, retirade apés a morte do animal por
concusséo cerebral, foi lavado -ém solugdo de sacarose 250mM,
contendo EGTA O,5mM e tampSo Hepes 2,0mM, pH 7,2. Em seguida foi
picado COom tesoura e homogeneizado en homogeneizador
Potter-Elvehjem. Este material foi entfo centrifugado a 2.500 xg por
5 minutos, o sobrenadante foi recolhido e mantido em banho de gelo e
o sedimento novamente homogeneizado e centrifugado nas mesmas
condi¢des. Os sobrenadantes foram combinados e centrifugados durante
-10 minutos a 11.500 xg, sendo a fase lipidica superior retirada com
uma plpeta Pasteur. O sobrenadante fol descartadoc e o sedimento
ressuspensoc em meio de éﬁcarose 250mM contendo EGTA 0,3mM, tamponada
com HEPES 1,0mM, pH 7,2 e ’novamente centrifugade nas condigdes
anteriores. A seguir, as mitoctndrias foram ressuspensas em solugdo
de sacarose 250mM contendo tampfo HEPES 1,0 mM, pH 7,2, obtendo-se

uma concentragéo de_aproximadamente 100 mg de proteina por ml.

2.1.6. ISOLAMENTO DE MITOCSONDRIAS DE EPIMASTIGOTAS DE

T.cruzi

As mitocdndrias foram obtidas & partir de 140 mg de
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células de epimastigotas de Tripanossomas cruzi. A permeabilizachoe de
membrana plasmalica fol rea}izfada por tratamento com digitonina 8,8
mM, mediante zmgitagfc magnética, em banhe de gelo, durante 25
segundos. Em seguida, a suspensBc fol diluida com a8 adigho de 28 ml
de melo contendo sacarcose 300 mM, tampSc Tris/HC1] 10 mM, pE 7,2;
EGTA 1 mM e BSA 0,2g% . Desta forma, a concentraclo de digitonina na
suspensfoc fol diluide dez wvezes. Apés diluigho, = suspens@o foil
centrifugada duas vezes z 7800 xg por 3 minuios. O sobrenadanie fol
descariado e o sedimenioc suspense no mesme meio, procurando-se
asszim, obter uma suspens8c livre de digitonina. Esta suspens@ic fol
submetida a umz outra centrifugachio a‘ 500 zg por 12 minutos & as
mitocéndrias_ foram coletadas por centr:i'fngaqﬁo da f rac;éq do’
sobrenadante a 12300 xg por 10 minutos. As mitocdndrias sedimentadas
foram suspensas em 10,0 ml de meio ceontendo sacarcse 300 mM; tampio
Tris/HCL 10 mM, pH 7,2; EGTA C,1BmM e BSA 0,2 g¥ . Esta suspens3o
fol submetida a uma segunda cenirifugacio a 7800 xg por 10 minutes e
o sedimenio fol suspensoe em meio contendo sacarose 300 mM; tampio
Tris/HCI 10 mM, pH 7,2 e de BB 0,2 g4, obtendo-se, destas forma, uma
suspens&c de mitoctndrias de epimastigoias de Tripanossoma cruzi.

. . . . o]
Tede o procedimentce foi realizado entre 0 e 4 C.

£.1.7. ISOLAMENTC DE MITOCONDRIAS DE TECIDO ADIPOSC

MARROM

Az mitocéndrias  foram preparades de lecide azdiposo

. o :
marror de hamsiers adaplades ‘ad, fric, {40} duranie ums semana,
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segundo CANNON, et al,(1979). O tecido adiposo cervical fol
cuidgdosamente retirado e colocado em meio contendo Sacarose 320 mM;
EDTA 2 mM; Tris-HC1 10 mM; BME 5 mM. 0O tecido foi entéo
homogeinizado coﬁ_ e nesmo tampfo, em homogeinizador
Potter—-Elvehjem . Foi feita uma centrifugagio a 1000 xg por 10
minutos. O sedimento fol descartadoc ® o scobrenadante centrifugado

novamente a 10.000 xg por vinte minutos. A suspenséo fol rapidamente .

congelada.
2.2. DOSAGEM DE PROTEINA MITOCONDRIAL

A concentracioc de proteina da suspenséo mitocondrial
foi determinada segundo método de biureto (GORNAL,et al, 1949),
modificade pela adigBio de colato 14 segundo KAPLAN & PEDERSEN
{1983), usando albumina de soro bovino como padrfio e determinando-se

a absorbancia em 540 nm.

2.3. LIGACKO. DE NUCLEOTIDEOS EM MITOCSNDRIAS DE

FIGADO E DE TUBERCULOS DE BATATA

A ligacfio de nucleotideos de purina (ATP, ADP e GTPﬁ,
fol feita pelo "método de sedimentagfio™, descrito por KLINGENBERG,
et al (1886}, assocliando-se algumas condigSes utilizadas por
NICHOLLS (1976).

Fol adicionado um miligrama de proteina mitocondrial
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a 0,5m] do melo : Manitol 300 mM; KCi1 20 mM; MES 2 mM; pH 6,7; BSA
0,1% ; carboxiatractilato 30uM ; ApSA 20uM, para inibir a ligagio de
nucleotideos & translocase e para inibir a agio da adenilato
quinase, respectivamente., (LIENHARD et al, 1973; WEIDEMAN et al,

1970 e VIGNAIS, 19885). | -

Apés dois minutos de pré-incubagio, a 285 c®,
adicio;mtr;se 50 pl do seguinte meio: Manitol 0,3M; KCL 20mM, MES ZmM
pH 6,7; BSA 0,1%; [°H] ATP ou [°HIADP ou [ HIGIP 0,8 - 1,2 x 10°
CPM/nmol, ou seja 0,1 uCi; Decorridos de 0,3 a 5 mnminutos de
incubaciio a suspensico fol centrifugada 15.000xg, por 2 minutos. O
sobrenadante fol recolhido para avaliacfio da radioatividade total |
utilizada em cada ensaio, e o precipitado foi lavado e suspenso enm
1,0 ml do meio de pré-incubagBo. Uma nova centrifugagio a 15.000xg
precipitado ressuspenso e;n 0,38ml de Agua. Adicionou-se a esta
solugo 20ui de 5DS 1{;% e dela foram retiradas aliquotas de 10ul
para avallacéio de proteina, pelo método de Lowry modificado (WANG &
SMITH, 1975). Aliquotas de 0,35m1 foram adiciofxados a 2,5ml de
cogquetel de cintilagBo, para avaliagio da radioatividade presente. O
coquetel era composto por Toluenostriton (2/1); 2,5 diphenyloxazole
PPO 0,4%; 1,4bis{2-(5-Phenyloxazoly)]lbenzene 0,005% . A avaliagéo da
radioatividade foi feita num contador de cintilacido Liquida Beckman,

modelo LS 100 C.
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2.4. DETERMINAGAO DO CONSUMO DE OXIGENIO

A atividade respiratéria mitocondrial fol medida

através do consumo de oxigénio, determinado polar'ograficamenté com

eletrodo especifico, tipo Clark (Yellow Springs Instr‘umenté Co.); -
ligado a um oxigrafo Gilson. Neste caso, utilizou-se o meio basico.
de reacdo Sacarose 0,25 mM; Hepes 10 mM; BSA O,1% ; EGTA 0,1 mM;-

MgC12 3 mM; rotenona 4uM ; fosfato 5 mM e succinato 10 mM adiclonado.

na hora, segundo BEAVIS & VERCESI {1992).

0 registro do consumo de oxigénico permitiv =a
determinaco do “controle respiratério®, gque serviu como um
indicativo de qualidade de cada preparacio mitocondrial. O controle
respiratério é definido como uma raz@o entre a velocidade de consumo
de 02 no estado respiratério 3 {obtida com a adigiio de ADP.e sua
consequente fosforilagBo) e a velocidade de respiré;;io no estado
regpiratério 4 (resplra-.g:ao de repousc, subseqgliente a.o. ‘término da

fosforilagio do ADP) (CHANCE & WILLIANS, 1956).

2.5. ISOLAMENTO DE UMA PROTEINA DE MITOCANDRIAS DE

TUBERCULOS DE BATATA E DA UCP DE TECIDC ADIPOSO MARROM

O isolamento fol feito segundo LIN & KLINGENBERG,

(1882}, com algumas modificagbes.
A suspensfBc mitocondrial contende em torno de 100mg
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de proteina foi diluida em 6 ml de meio contendo sacarose 300 mM;
EDTA 2 mM; Tris 10 mM, pH 7,2; Lubrol 3,2% e incubada sob aglitacfo
em banho de gelo por 30 minutos. Apds este pericdo, a suspensBo fol |
centrifugada a 100.000 xg, por 45 minutos. 0 sobrenadante foil
descartado e o precipitade ressuspenso eﬁ um ml de meio contendo
sulfato de sédio 20 mM; EDTA 1 mM; tampSo MOPS 20 mM, pH 6,7 e 78mg
de TRITON X-100. Esta suspensio foi incubada duranﬁe 30 minutos sob
agitago em banho de gelo. Uma nova centrifugégéo foi feita a
100.000 xg por 45 minutos. O sobrenadante foil aplicado a uma coluna
de hidroxiapatita pré equilibrada com tampiio MES 20 mM, pH 6,7 e
eluido com o mesmo tampfio, & temperatura ambiente. Foram coletadas “
fragbes de 2ml e estas foram avaliadas quanto a4 concentragioc de |
TRITON, através da leitura de sua absorbincia a 280nm. A dosagem de
proteina nestas fragbBes foi feita wutilizando o método de Lowry

modificado (WANG & SMITH, 1975).
Z.6. ELETROFORESE EM GEL DE SDS-POLIACRILAMIDA

As eletroforeses foram feitas segundo LAEMMLI, (1870).
As placas de gel de SDS-poliacrilamida, foram montadas num sistema
descontinuo. O gel de resolugdo continha acrilamida 12% , Tris/HCl
0,375 M, pH B,8 e SDS 0,14 . A polimerizacio quimica fol feita pela
adigiio de persulfato de amdnio 0,075% e tetrametiletilenodiamina
0,06%, ambas concentragdes finais. 0 gel de empacotamento,
continha acrilamida 3,754 , tampfio Tris/HC1 0,125M , pH 6,8 e SDS

0,1% . A polimerizacBo guimica fol feita de maneira semelhante & do
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gel de resolucgdo.

O preparo das amostras foi o seguinte: aliquotas de
100ul de cada fragio eluida da colunma de hidroxiapatita foram
separadas e nelas foram acrescidos 2mg de SDS e 10ul de glicerol,
seguindo-se o aquecimento a 100°C em banho-maria por 3 minutos. Apbs
o aque;imento, fol colocado azul de bromofenol (concentracéo final
de 0,01%). Concentracdes de 2 a 10 Hg de proteina foram aplicadas em
cada pogo. As amostras de mitocéndrias inteiras {1 mg de proteina},
foram colhidas e submetidas a inchamento com sgua deionizada e
posterior congelamento-descongelamento (3 vezes por 1 min cada) em
nitrogénio liquido para rompimento da membrana e liberacfio das
proteinas da matriz. Apds centrifugacio por 2 minutos a 10.000 Xz, o
sedimento - obtido foi lavado com dgua deionizada e novamente
centrifugado nas mesmas condigbes. Apbés desprezar o sobrenadante, o
sedimento foi ressuspenso enm 100u]1 de solugéo contendo SDS 5% ;
Tris/HC1 250mM, pH ?,4;~EDTA 10 mM e sacarose 1,25 M {LIU et al,
1877). As amostras foram aquecidas a 100°C por 3 minutos. Todas as
concentragbes proteicas finais'foram dosadas pelo método de Lowry

modificado.

A eletroforese foi desenvolvida per uma noite,
aplicando-se uma diferenca de potencial de 30 volts, ou por cerca de
4 horas, sob um potencial de 100 volts.

0 gel foi fixado em uma solugio aquosa de metanol
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50%, 4acldo acético 124 e formaldeido 0,02%, seguindo-se a sua

coloragéo em nitrato de prata, de acordo com BLUM et al (1987).

Apds a coloraglo, o gel fol seco a temperatura
ambiente entre duas folhas de papel celofane, de acordo com a

descrigiio de JUANG et al (1984).
2.7. AVALIAGAO DO POTENCIAL ELETRICO DE MEMBRANA

O potencial elétrico de membrana (A¢) foi determinado
a partir da distribuigio do cation lipofilico tetrafenilfosfénio
(TPP+), entre o meio de reagiio e a matriz mitocondrial, com eletrodo
especifico construido no Laboratério de Bioenergética, Departamento
de Blioquimica, IB-UNICAMP, de acordo com KAMO et al (1879). Neste
eletrodo utiliza-se uma membrana de cloreto de polivinila (PVC)
contendo tetrafenilborato (TPB ) como trocador de ions. Esta
membrana € preparada atiicionando-se 3 ml de tetrafenilborato de
sédio 10 mM (dissolvidos em tetraidrofuranc) a 10 ml de
tetraidrofurano contendo 0,5g de cloreto de polivinia € 1,5 ml de
dioctilftalato. A soluglio final é colocada em placa de Petri de Sécm
de area e o solvente evaporado lentamente & temperatura ambiente. A
membrana assim obtida é transparente e possui de 0,15 a 0,20 cm de
espessura. Um fragmento desta membrana é colado, com o uso de
tetraidrofurano, a extremidade de um tubo de PVC (3,5cm de
comprimento/0,5cm de didmetro) que, por sua vez, & preenchido com

TPP'  10mM ({TPP&'Iin)‘ O contato entre esta solugio de PP e o
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eletrodoc Ag/AgCl é felto através de uma ponte de agar (1,5%

dissolvido em KC1 saturado), conforme mostradoe no esquema 1.

As conééntraqées de TPP+ no meic de reac@o foram
monitoradas continuamente e os valores de Ay calculados através da

equaqid

FAE/2, 3RT_

Ay = 2,3RT log v - 2,3RT log { 10 1)

F v F

onde Vv rgpbesénta o volume mitocondrial por mg de proteina,
considerado 1,4ul (KAMO et al, 1979) para mitocdndrias animais e
1,0ul (MANDOLINO et al,1983; DOUCE, 1985} para mitocéndrias
vegetais. V o volume do meio de incubagdo e AE o potencial do
eletrodo fornecido pelo gradiente de concentracao de
TPP ([TPP Jin/[TPP lex) através da membrana, sendo que {TPP+]ex
refere-se a ‘concentrm;ao de 'I'PP+ no melo de reagéio. Esta equacfo foi
derivada assumindo-se - que =8 distribuicéico de TPP+ entre as
mitocdndrias e o melo segue a equagio de Nernst (MURATSUGU et al,
1877). Entretanto, uma quantidade significativa de TPP® se liga as

membranas mitocondriais (JENSEN et al, 1986) e os valores de

potencial elétrico obtidos foram corrigidos utilizando-se a equacio

A = Ay eleirodo -~ 66,16 mV
0,82
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ESQUEMA 1- RepresentagBio do sistema utilizado para
avaliar o potencial elétrico de membrana de mitocondrias (A)-
eletrodo de TPP ; (B)~ diagrams da aparelhagem utilizada; (C)- curva
de calibracioc do eletrodo.
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Os sinais no eletrodo (AE) foram quantificados com o
auxilio de uma curva de calibracio construida com adiges conhecidas
de TPP" a0 meio de reaghio basico, que continha sacarose 250 mM;
Hepes 10 mM, pH 7,2; BSA 0,1%; EGTA 0,1 mM; MgCl2 3 mM; rotenéna 4
pM;  fosfato 5 mM; succinato 10 nM. Os experim.éntoé foram
iniciados pela adig@o de Img proteina mitocondr*.ia.l/ml meio de reacio
e foram realizados em camara de vidro termostatizada (30°C), com
agitagido magnética, e eletr"odo. acopladoc a um registrador

potenciométrico.

MITOCG6NDRIAS DE BATATA

Os coelhos foram inoculados com a proteina isolada de
mitocéndrias de batata em adjuvante completo de Freund (1:1) na
conceqtraqio de aproximadamente 190ug/ml; nas doses de reforgo foi
feita mais uma inoculacfio da mesma forma. O esquema de imunizacdo
empregado foi:

1° inoculagéo- Antigeﬁo emulsificado em adjuvante
completo de Freund (1890pg/ml), injetado intradermicamente em 5
locais no dorso do animal. |

2° inoculagdo- Foi realizada 21 dias ap6s a primeira,
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com o antigeno preparadoc da mesma maneira. A aplicacgBo foi feita de
maneira semelhante & primeira inoculagho. Inoculagies subsequentes
foram efetuadas, conforme a intensidade de resposta imunolégica do
ianimal, isto &, com alguns animals foi necessério maior numero de

inoculacgdes.
2.9. WESTERN BLOTTING

Apbs a eletroforese em gel de pollacrilamida, as
proteinas foram transferidag pcr. eletroforese para a fita de
nitrocelulose em solucgfo de tampéo.Tris 25 mM, glicina 192 mM e
metanol 204, pH 8,3, durante 2 horas, 60 wvolts a temperatura

ambiente. {TOWBIN et al, 1979).

Apés a transferéncia, a fita fol corada com )
Ponceaus-S {0,5% em 1% Acido acético) para localizaci@o das proteinés
padrées. A seguir a flt; fol bloqueada em solugido contendo BSA ix en
soluclo salina 0,15M tamponada com fosfato de s6dio 0,02M (PBRS-BSA)
por 1 hora & temperatura ambiente. As tiras foram entfo tratadas com
soro imune anti proteina de mitocoéndrias de batata diluido 1:30 em
PBS-BSA, durante 18 horas a 4°C. Apds trés lavagens em PBS, as tiras
foram incubadas com IglG de carneiro anti Ig de ceoelho conjugada com
peroxidase diluida a 1:500 em PBS-BSA. As fitas foram novamente
lavadas em PBS e a reagfo foi desenvolvida pela adigd@o de solugéo
contendo diaminobenzidina (600pug/ml} e &gua oxigenada (5ul/10ml) em

tampéo Tris-HCl 50 mM, pH 7,4. Soro pré imune fol sempre utilizado
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como controle negativo.

2.10. RETIRADA DE TRITON X-100 DAS AMOSTRAS

DE PROTEINAS E TROCA POR OCTYL GLUCOSIDEO

As amostras de proteinas isoladas ou igual volume de
$oluc;6es controle (MES 20 mM; Na2504 20 mM, pH 6,70} contendo TX-100
5% for;am adicionadas a uma mistura de § mg de lecitina e octyl
glucosideo 40 mM. Apos a padronizagBo da quantidade de BioBeads,
foram acrescentadas as amostras 1 g desta resina (LEVY, et al,
1980). A resina foi pré tratada com metanol e lavada com #&gua,
segunde HOLLOWAY (1973). As amostras foram mantidas em banho de
gele, sob agitagfio. Aliquotas de 10ul foram retiradas em intervalos
regulares de 30 minutos para monitoramento a 280nm. A leitura foil

feita acrescentando 990;:1 de &gua.

2. 11, IiECONSTITUICEO DAS PROTEINAS 1ISOLADAS EM

VESICULAS FORMADAS POR DIALISE

0 sistemz utilizade por ndés foi uma adaptacéio dos
sistemas descritos por STRIELEMAN, et al (1985a ;1985b) e KATIVAR &
SHRAGO, (1989). Ap6s a etapa da retirada do triton que fol trocado
por octyl glucosideu, as amostras foram adicionadas ou igual Qolume
de tampdo (experimentos controle) a uma mistura de lecitina 82% e
cardiolipina 18% na presenga de octyl glucosidec 40 mM. A razdo

molar de octyl glucosidec para os fosfolipidios foi mantida em torno
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de 2:1 (40mM octyl e 24mM lipidio) e a concentragio de 1lipidio
inicial fol de 20mg/ml. A solugfio (2ml) foi dialisada por 40-44h,
usando membrana de dialise Spectrapor (cut off de 3.500) contra
250m1 &é tampio MES 20 mm; Na,SO, 20 mM, pH 6,70: O tampio foi
trocédo 4 vezes. 0 monitoramento da remogio de octyl glucosideo foi
feito coihendo.amostras (700ul)} do tampio de diAlise, em intervalos

de tempos. 0 agicar foi dosado pelo método de anthrona (UMBRUT &

STAUFFER, 1872).
2.12. PREPARACAC DAS VESICULAS POR FASE REVERSA

As vesiculas de lecitina/cardiolipina (82:18) foram
preparadas por fase reversa segundo SZOKA & PAPAHADJOUPCLOS (1978).
Apds =2 preparagén_ de um filme, com o0 auxilio de gas Nz.
'acresqgntou-sé 2ml de meio (MES 20mM ; Na2504 20mM, pH B,70) e mais
6ml de éter dletilico. Foi feita uma sonicagBo a 100 watts por 2

minutos, até a formaclo de uma emulsBo e esta fol dolocada num

rotavapor até evaporagic completa do éter.

2.13. PERMEABILIDADE A PROTONS

0 meio externo das vesiculas fol trocado por TES 0,5
mM; N32S04 20 mM, pH 6,70 por cromatografia em gel numa coluna 1 x
30cm de Sephadex G-25 a £%c. as fragdes (1ml) coletadas da coluna,
contendo as vesiculas foram usadas para o ensaic de permeabilidade.

1,5ml das vesiculas dialisadas ou 0,5ml _das vesiculas preparadas por
UKiLsamp
BIBLIOTECA CENTRAL
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fase reversa (acrescentando 1,0ml de TI-:S 0, 5mM; Na2504 20mM, pH
8,70-? foram incubadas com 180 pg de anidrase carbdnica durante 20 a
30 minutos. A amostra esteve sob leve agitacéo a 25°C num sistema
fechado e saturado con;iﬂz. Um eletrodo dg pH conectade a um pHmetro
(PHM 82 Standard pﬁmeterf e a um registrador (REC 80 SERVOGRAPH,
Radiome;l:er Copenhagen) estavam acoplados ao sistema. Sulfato de
Potassio {KZSG4 240 mM, dissolvide em TES O,S mM; Na 304 20mM,
pH6.70} foi adicionado & amostra {concentracfo final‘ de S5mM} e a
amostra  foi levemente  agitada até estabilizacgéo do pH
(aproximad_ameﬁté um minuto)}. Valinomicina, dissclvida em etancl foi
adicionada (lgg/ml) para gerar um potencial de membrana e a mudanga
resultante no pH externo fol registrada. 0 delta (A} total de.
prétons pbde ser observado apés adiglio de FCCP (5 uM). A passagenm de
pr_ét.ons fol monitorada a partir “c.ia mudanga de -pH induzida pelo
ef luxo de prétons do-interior das vesiculas.

A dosagem d; proteina destas amostras incb@Mas fol
feita iniclalmente pelo mé_todo descrito pcr'. SMITH, et al, (1985),
usando 4&cido -biéhlnchbni'co. Este método se mostrou sensivel &
presenga de 1lipidios, conforme descri‘_i:o por KESSLER & FANESTH,

(1886). Utilizou-se entdio o método descrito por UPRETI, et al,

(1988), que & uma modificacéio do método de Lowry, com 20% SDS.

2.14 TECNICA DE ESPALHAMNETO DE LUZ

C espalhamento de luz & uma técnica baseada na
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propriedade das substéncias atuarem como osciladores quando uma
radiacgéo eletromagnética in;ide nestas  substancias. Estes
osciladores sio fontes emissoras de luz, uma vez que, cargas
aceleradas emitem luz. A técnica de espalhamento-ée luz din&mico &
baseada na medida da intensidade de espalhémenté de uma determinada
solugdo em fungio do tempo. Os dados de intensidade s@io analisados
segundo uma fungio &e correlagio temporal de onde obtém—se
diretamente o coeficiente de difusfo médio das particulas em
solugdo. Obtem-se também utilizande os valores de difusSo e
empregando-ge diversos tratamentos .mateméticos, o valor do raio _
hidrodin&gico dos sistemas estudados. Através da técnica de
espalhamento de luz estéatica, pode-se obter o paréimetro de raio de
giracéo médio que & um parametro espacial médlo das pafticulas em
solugBo., Especificamente, é o .raip nc qual a massa total da
particula poderia estar incluida, independentemente do formato, de
forma que o momento de inércia seja b mesmo da particulg real.

(BAPTISTA, 1982).

As medidas de espalhamento de luz foram realizadas no
laboratérioc do prof. Hernan Chaimovich (IQ~ USP). A anilise dos
dados fol feita diretamente num computador PC-AT {IBM) compativel,

utilizando-se “"software" fornecido pela Brook Haven.
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3.0. RESULTADOS E INTERPRETACAC

3.1. EFEITO DE NUCLEOTIDEOS DE PURINA EM MITOCSNDRIAS

DE FIGADO E DE BATATA : ' ' -

SILVA (18391), observou que mitocéndrias de batata

ligam nucleotideos de purina em ?un¢ﬁo do pH, mesmo na presenga de

CAT (inibidor da translocase de nucleotideos de adenina). Este

comportamento nio foi observade em mitocéndrias isoladas de figado

de rato. Iniciamos este estudo avaliando-se a ligaqéo destes
nuclecotideos (ATP, ADP, GTP) em_funcﬁo do tempo de incubacfeo. Os
resultados se encontram representados na Figura 1. Esyg.experimento
foi réalizado com mitocéndrias isoladas.de hatatg &_de figa@p de
rato, com o objetivo de se fazer um estudo comparativo. —

Como péﬁemos cbservar, mitocdndrias iIsoladas de
tubérculos de batata mostraram um comportamento diferente em relécéc
as mitocéndrias de figade. Observamos que em mitocdndriass de figado
houve uma ligac@io basal de nucleotideos {ATP e GTP), que foi sempre
inferior ao observado com mitocéndrias de batata, e que praticamente
ndo variou no decorrer do tempo de incubacBo, mantendo-se em torno
de 0,35 nmoles/mg proteina. Por outro lado, as mitocéndrias de
tubérculos de batata apresentaram valores crescentes de ligacio

dependentes do tempo de incubagio, alcangande 1,1 nmol/mg
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Figuna 1- LIGACAO DE NUCLEOTIDEOS DE PURINA A MITOCSNDRIAS ISOLADAS
DE FIGADO DE RATO E DE TUBERCULOS DE BATATA, EM FUNCAO DO TEMPO DE

INCUBAGAO
As mitoctndrias foram incubadas em meio de reacgfio, conforme descrito

em materiais e métodos. Mitocéndrias de Batata (p,*,+); mitocéndrias
de figado de rato (A,0); incubagio com ATP (r1,A); ADP(*); GTP(+,0).
Us valores apresentados representam médias (n=9). .
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;om ADF e 1,3nmol/mg com ATP e 0,7 nmol/mg com GTP. N&o se esperava
ligagio alguma dos nucleotideos em mitocéndrias de figado, pois o
meio de incubaglo fol acrescido de CAT (para evitar a ligacéo de
nucleotideos & tranglocase de nucleotideos de adenina) e ApSA {para
inibir a atividade da adenilato quinase).le valores obtidos podem
ser devidos & ligagBes 1inespecificas, ou pela retencio de

nucleotideos no espago intermembranas.

Estes resultados sfo bastante semelhantes aos obtidos
por NICHOLLS, (1876), realizados com mitocdndrias de tecido adiposo
marrom. Estas mitocéndrias, porém, apresentaram malor afinidade por
nucleotideos de guanina (GDP e GIP). Os resultados aqui mostrados
fFigura 1} indicam maior afinidade das mitocdndrias de batata por
nucleotideos de adenina (ADP e ATP). Para verificar se os
nucleotideos competem pelo mesmo sitio de ligacBo, foram feitos
exﬁerimentos de deslocamento destas ligacgBes, que est@éo apresentados
na Tabela I..Mitocﬁndrias de tubérculos de batata foram incubadas
com {3H} ATP ou {3H]GTP (100uM). Apés dois minutos, foran
adicionados os nucleotideos competidores (400uM) e foi feita mais
uma incubagfo de um minute. A ordem decrescente de .afinidade

.observada foi ATP>ADP>AMP>AMP-PNP>GTP>GDP. Pode-se verificar que
nucleotideos de adenina (ATP e ADP) deslocaram praticamente 50 % da
ligagBo de GTP. Neste caso, a afinidade destas mitocéndrias é maior

por nucleotideos de adenina.
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{3H]A’1‘P ligado {3H}G’I‘P ligado
nuclediédeos nmoles/mg % nmoles/mg %
competidores|
‘controle 1,85 100 0,90 100

ATP 0,87 52,72 0,54 ' 60,0
ADP 1,01 61,21 0,50 55,5
AMP 1,02 61,82 - ——
AMP-PNP , 1,22 73,83 - ==
GTP 1,35 - 81,81 -— -
GDP 1,64 99,39 e e

TABELA 1 -DESLOCAMENTO DA LIGACKO DE [H] ATP oU [°H]
—GTP POR OUTROS NUCLEOTIDEOS. Mitocéndrias de batata (2mg/ml) foram
previamente incubadas com CAT (30uM) e ApSA (BGuM)3 Apbds dois
~minutos de incubacBo, foi adicionado 100 uM [THJATP ou [THIGTP. Apos
dols minutos de incubagBo, foram adicicnados o5 nucleotideos
competidores seguindo-se de uma Iincubagéio de um minuto. Os
nucleotideosaiims do a\gio foram removidos por centrifugacéio ¢ a
ligacéio de ["H} ATP ou ["H]} GIP determinadas, conforme descritc em
materiais e métodos. Os locals com linhas tracejadas indicam que nfio
foram efetuados o experimentos.

Ds resulta_dos destes experimentos de ligacBio (Figura
1 e Tabela 1) foram bastante semelhantes aos encont';ra.dos com
mitocéndrias de tecido adiposo marrom de vertebrados (NICHOLLS,
1976) em que o autor observou ligacic destes nucleotideos com
mitocdndrias de tecido adiposo marrom, na presenga e auséncia de
CAT. Fol observado maior afinidade de ligagio daquelas mitocdndrias

. por nucleotideos de . guanina. . {GDP). .
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NICHOLLS, (1974) observou grande permeabilidade a
prétons em mitocdéndrias isoladas de tecido adiposo marrom, e
verificou que a r‘emoqéc;wde acidos graxos, por BSA e a presenga de
nucleotideos atusvam dé' forma a inibir( esta permeabilidade. Os
experimentos mostrados a sgguir- tiveram por objetivo estudar o
efeito de nucleotideos de - purina no acoplamento da respiracfo
(Figura 2) e o efeito de BSA e nucleotideos no aumento ﬁo potencial

de membrana [(Figura 3).

A Figura 2 mostra experimentos de consumo de
oxigénio, realizados com mitocéndrias isoladas de tubérculos de -
batata e figado. Antes de analisarmos os resultados, é ‘necessério
ressaltar que estas mitocéndrias vegetais foram iscoladas em meio
contendo sacarcse como suporte osmbdtico, ao invés de manitol, até
entéo utilizado por‘iweste laboratério. BEAVIS & VERCESI, {1582)
denonstraram gue mitocﬁndrias de batata iscladas em meio com manitoi
se apresentavam bem mais permedveis em comparacio com as isoladas em
sacarose, prejudicande assim a qualidade da preparacfio. Parece que
estas mitocindrias s&o permeavels ao ma:;itoi, e na presenca deste,

‘ocorre aumento do volume da matriz mitocondrial.

A linha a da Figura 2.A mostra consumo de oxigénio
obtido por mitocdndrias isoladas de tubérculos de batata. Observa-se
que apoés cada adigio de ADP, a velocidade do consumo de oxigénio poés

fosforilativa é diminuida, (estado IV, estado de repouso) (CHANCE &
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WILLIAMS, 1956). Parece que o ADP e/ou ATP est@o de alguma formé
melhorandc o acoplamento da rgspiraqﬁc. Comparativamente, apds as
mesmas adligbes em experimentos com mitocdndrias isoladas de figado
de rato (linha a, Figura 2.B} nfo ocorre alteré&;ﬁo na velocidade
derespiracho fosforilativa. A adicio de ADP ou ATP, ma presenca de
CAT (inibidor da translocase de nucleotideos de adeni.na-) diminui a
velocidade do consumo de oxigénio em mitocédndrias de;batata (linha
e, tracado 2.A). A linha tracejada (b, tracado 2A) corresponde a
adicio somente de CAT, para mostrar que o efeitoc observado £
resultade da adigéo dos nucleot ideos ATP ou ADP. Os
nucleoti@eos de guanina (GTP e GDP) também foram testados, porém nioc
tiveram efeito. Diferentemente, em mitocéndrias de figado, a adicio |
de qualquer um dos nucleotideos de purimna. (ATP, ADP, GTP, GDP) na
presenga de CAT nio altera a veio_gidade do consumo de oxigénio__. .Co;uo
pudemos observar, em mitocdndrias de batata, na-presenca de CAT, os
nucleotideos de adenina promoveranm 'um melhor acoplamento- da
mitocéndria, quandoe con;parada com nitocéndrias isoladaé“éie figado de
rato. Este resultado mostra um comportamento bastante similar destas
mitocdndrias com as mitocéndrias isoladas de tecido adiposo marrom
{NICHOLLS, 1974 e 1879), o que sugere a presehqa nestas mitocéndrias
de uma proteina desacopladora (SILVA, 1991). HA muito se tenta
explicar o efeito destes nucleotideos em mitocéndrias vegetais,
existinde muita discuss8o a este respei_to. (DRY & WISKICH, 1882;

1986; DAY, et al,1987; BRYCE, et al, 18390; WHITEHOUSE, et al, 1988).
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Figuna 2- COMPARACAO ENTRE O EFEITO DE NUCLEOTIDEOS DE PURINA SOBRE
O CONSUMO DE OXIGENIO EM MITOCONDRIAS DE BATATA (A) E FIGADO DE RATO
(B)

A um ml de meio contendo sacarose 250mM; Hepes 10 Mm, pH 7.2; BSA
0,1% ; EGTA O,1 Mm; MgCl ;rotenona 4uM ; fosfato SmM, foram
adicionados onde indicados: Succinato 10 mM; 1 mg mitocéndrias de
batata (MBa); 1 mg mitocondrias de figado de rato (MFig):
nucleotideos de purina {200 nmoles); CAT 20 uM. Os :_y}mero§_11ndicam
as velocidades de consume de O, em ng atémos de O_min .mg. —. Estes
experimentos s@io representativés de uma série de E ‘
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3.2 EFEITO DE BSA E NUCLEOTIDEOS DE PURINA SOBRE O

POTENCIAL DE MEMBRANA (Ay) EM HITOCOR'DRI&S DE DIVERSAS ORIGENS

Com ¢ objetivo de verificar se além das mitocéndrias
de batata, os nucleotideos de purina tinham efeito em mitocbndrias
vegetals de ouiras origens, realizamos os experimentos da Figuré 3,
onde avaliamos o efeito deétes nucleotideos sobre o potencial
elétrico de membrana. E z;eceésério ressaltar que o potencial aqui
monitorado & o componente elétrico (AY) do gfadiente proténico
transmembra_ma. Este gradiente é formado por um componente quimico
4(ApH) e o componente elétrico (A¥), que se relacionam de acordo com
a equagio Ap.H+= 60 ApH + Ay . Existe uma relaglio inversa entre a

velocidade de respiragiio e ApH+ {(MITCHELI., 1861 e 1966), ou seja, a

velocidade de respiracgio depende da amplitude do potencial

proténico. Quando o potencial de membrana & =alto arespiraciio &
lenta e denominada respiracic de  repouso ...(estad_om_:' IV).. Nestas
condig¢les, a respiraqﬁc; se processa a uma velocidade sa_ificiente para
compensar ¢ retornc inespecifico de prdétons 2 matrlzg mitoccnd;ial

{(NICHOLLS, 1882).

Foi também analisado o efeito de BSA sobre estas
mitocondrias. H& muito tem sido observado que a adigio de BSA ao
meic de reagfo, diminui a permeébilidade de mitocdndrias de batata

(DIOLEZ & MOREAU, 1983; DUCET, 1979). Porém, a forma como o BSA atua
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mesmo ¢é diretamente ao nivel de membrana, sendo incorporadoe
reversivelmente, modificando & estrutura da mesma. WOJTCZAK &
WOJTCZAK, (1960} , DALGARNO & BIRT, (1963) e DIOLEZ & MOREAU, (1883}
defendem a idéia de que o BSA atua de forma a quelar aAcidos graxos
livres que promoveriam aumento da permeabjlidade da membrana. A
forma com que os acldos graxos agem também é muito discutida
atualmente. (WOJTCZAK, 1976; ROTTEMBERG, 1983; LUVISETTO, et al,
1987; ANDREYEV,et al, 1988; SCHONFELD, 15390)'. A atuagBo de BSA em
mitocéndrias isoladas de tecide adiposo marrom foi observada por
NICHOLLS (i974) onde foi verificado que o mesmo atua de forma a
acoplar a respiragéo, diminuindg a velocidade de consumo de oxigénio

e aumentando o potencial de membrana.

A Fig. 3 mostra experimentos realizados com
mitocéndrias isoladas de tubérculos de batata e de colebptiles de
milho. Comoc podemos observar, o potencial geradoc por estas

mitocdndrias iscladas de batata e milho, na auséncia de BSA Figura

3- (1A) e (24), ¢ da ordem de 130mV e 100mY, respectivamente. Apbs a

adiglo de BSA € de 140mV e 130mV. As figuras mostram ainda que apbs -

o incremento de potencial promovido pela adigic de BSA nestas
mitocéndrias isoladas na auséncia de BSA (Figura 3-1A e 2A4), a
adigho de ATP leva a um aumento adicional do potencial de membrana.
Os tragados da Figura 3 (1B) e (2B) mostram o efeito da adigfo dos
nucleotideos em mitoctndrias de batata e milho, respectivamente,

isoladas em meio com BSA. A adigé@o de ADP promoveu uma diminuicBo no
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valor de Ay, que foi seguido pelo aumento do valor de potencial
elétrico {linha e, tragado 1B e linha ¢, tragado 2B}. A queda do
potencial Jji era esperada uma vez que a fosforilagiio do ADP consome
potencial elétrico. 0Os outros nucleotideos (ATP,CGTP,GDP) (Figura 3,
tragado 1B e 2B} também aumentaram o potencial de membrana (Ay)
destas mitocdndrias. Nos tragados 1C e 2C da Figura 3, foram
adic;onados CAT (inibidor da translocase de nucleotideos de adenina)
e ADP postériormente, Como podemos verificar, a adigio de ADP, ndo
induziu diminuicdo de potencial, como era esperado, uma vez gue
a translocase estava inibida por CAT, mas como podemos observar a
adigio de ADP proporcionou um incremento de Ay, Este ;efeito
observadoe fol interpretado como sendo resultado da atuacdo deste
nucleotideo do lado externc da membrana interna. Embora o efeito dos
nucleotideos esteja mais evidente em mitocdndrias de batata pode-se
estabelecer um paralelc entre o comportamento das mitocdndrias
de batata e milho nestas condigbes, pois elas parecem comportar-se
semelhantemente. O efeito de BSA e nucleotideos fol taﬁbém testado
em mitocdndrias de outros vegetais como beterraba e feijfio {Figura
4). Como podemos observar, sé se verificou efeito de nucleotideos
(ADP) em mitocdndrias de beterraba. Os outros nucleotideos (ATP, GIP
e-GDPj e ¢ ESA nao tiveram efeito, nem em mitocéndrias de beterraba
nem de feljio (Figura 4A e 4B). O comportamento destas mitocéndrias
foi idéntico amo. encontradoc em mitocondrias iscladas de figado de
rato (Figura 4C), ou seja, os nucleotideos e o BSA n8o tiveram

efeito.
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3.3 ISOLAMENTO DE UMA PROTEINA DE MITOCONDRIAS DE
TUBERCULOS DE BATATA COM POSSIVEL FUNGAO DESACOPLADORA E OBTENCAO DE

ANTICORPOS

A proteina desa-xcop'i"adt.)r'a de tecido adiposc marrom, Jja
bem caracterizada, (NICHOLLS, 1974, . 1979; NICHOLLS & RIAL, 13984;
GARLIb, 1880) foi descoberta a i..partir do comportamento das
mitoééndr‘ias deste tecido. Este comportamento diferenciado (peqﬁeno
controle respiratério, aéoplamento apds adiglo de ADP, capacidade de
ligar nuclgotideos de purina, em especial GIP e GDP além de ATP e
ADP mesmo na presenga dg CAT, usc de BSA no meio de reagio para uma
melhor preparacio, etc.) (NICHOLLS, 1974, 1978, 1979; JEZEK,e-t al,
1978) ¢ bastante semelhante ao descrito até aqui sobre mitocéndrias
de batata. Em trabalho recentemente realizado neste laboratério
(SILVA, 1991), foi isolada uma proteina de membrana de mitocéndrias
de tubérculos de béiata a qual acredita-se tenha funcéo- de
desacoplar =& respir;cﬁo ‘destas mitocdndrias. Algumas das
caracteristicas observadas e; mitocbndrias de batata também foram
comuns as mitocéndrias de milho (SILVA, 1991). Utilizando a
metodologia descrita para o isolamento da UCP, (LIN & KLINGENBERG,
1982) foi obtida uma proteina com peso molecular aproximadamente de

35 KDa, como mostrado na Figura 5.

Obtivemos anticorpos policlonais e especificos contra

esta proteina. Isto fol possivel conforme descrito em materiais e
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Fragbes contendo uma pr-oteina com possivel funglo desacopladora,
purificada de mitocdéndrims de tubércuios de batata. Colunas a, b, d
fragbes recolhidas, em sequincia, apbés a passagem do extrato em
coluna de hidroxiapatita, conforme descrito em materiais e métodos.
Coluna ¢, padrdoes de peso molecular. Os valores a esquerda
correspondem aos pesos moleculares {(em KDa) dos padrdes utilizados.
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métodos. Apos o lisolamento da proteina, esta fol inoculada em
coelhos seguindo-se o esquema de imunizagiio. Os ant%cerpos (soro
total) foram utilizados para tentar detectar =a presenga desta
proteina em outras mitocéndrias animais e vegetais. Utilizando
amostras de mitocéndrias de milho, feijdo, beterraba, batata, figado
de rato, coragBo de bol e T. cruzi, foram verificadés reacgdes
cruzadas com todas as amostras dos ﬁegetaié testados, conforme
mostra a Figura 6. Deste modo, observa-se ‘ban'das em torno de 35 KDz
nas amostras da proteina isolada de batata (h), extraﬁos
mitocondriais de batata (g), milho (f), feijio (e) e beterraba (d) e
auséncia da mesma nas amostras de mitocéndrias de figado de rato
(c), T. cruzi (a) e de coragio de boi (b). Estes resultados de uma
certa forma ndo explicam os efeitos dos nucleotideos e BSA descritos
anteriormente, pois ocorre reagioc cruzada de an_tic_::orpos_ des_ta

proteina com proteinas mitocdbndriais de dois vegetais (beterraba e

feljéo) que nfoc tem o mesmo comportamento que mitocéndrias de ,\,t_:atat.a...

e milho. U fato de obs;:rvarmos reaglio com outros vegetals pode ser
interpretado do seguinte modo. As mitocéndrias possuem uma familia
de proteinas com pesc molecular pré6ximos, entre 30.000 a 35,000
(RUNSWIRCH, et al, 1987; AQUILA, et al, 1987; KLINGENBERG, 1890). A
proteina desacopladora de tecido adiposo marrom (32.000) faz parte
desta familia, assim como o carreador de Pi {33.000)}, a translocase
de nucleotideos de adenina (30.000). KLINGENBERG, (1980) e AQUILLA,
et al,(1987) mostraram que esta familia de proteinas possuenm

dominios funcionalmente comuns. O estudo da estrutura primaria
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destas proteinas mostrou que elas possuem dominios hom&logos com 100
residuos de aminodcidos carregados positivamente. Se estas
sequénclas fizerem parte dos determinantes antigénicos, mesmo que
somente a batata e o milho apresentem a proteina de 35 KbDa
presenga desta protelna, obter-se-ia reagdes cruzadas com proteinas
pertencentes a esta familia das outras amostras, como por exemplo a

translocase de nucleotideos de adenina, que tem peso molecular bem

préoximo. Além disto, algumas vezes, © isclamento da proteina de

batata se processava como de costume, mas na eletroforese apareciam
duas bandas com pesos moleculares bem préximos, em torno de 30-
35KDa, o que era praticamente impossivel de separar para seguir o

esquema de imunizacio.

3.4 RECONSTITUICA0O DA PROTEINA ISOLADA DE
MITOCSNDRIAS DE TUBERCULOS DE BATATA E A UCP ISOLADA DE

MITOCONDRIAS DE TECIDO ADIPOSO MARROM EM SISTEMAS ARTIFICIAIS

Sondas sensiveis a mudangas de pH tém sido bastante
utilizadas em sistemas artificiais (CLEMENT & GOULD, 1831; KANC &
FENDLER,V 1978; VAZ, et al, 1878; ELAMRANI & BLUME, 1883). Com o©
objetive de testar a atividade da proteina isolada de mitocéndrias
de batata (Sclanum tuberosum), foi feita a tentativa de incorporar

esta proteina em um sistema com piranina. Num segundc momento,

_optou-se por um sistema onde o transporte de prétons através da
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Figura 6~ REACAO DE ANTICORPOS CONTRA MITOCONDRIAS DE DIFERENTES
DORIGENS, "ANALISADOS POR WESTERN BLOTTING -
a- mitoc. de T cruzi; b- proteina extraida de mitoc. de coragio de .
boi; c- mitoc. figado de rato; d- mitoc. beterraba; e-mitoc.feiljio;
f-mitoc.milho; g- mitoc.batata; h- proteina isclada de tubérculos de
batata; i~ padrio de peso molecular pré corado. Os nimeros ao lado
direito correspondeam ao0s pesos moleculares {(KDa) dos padrdes
utilizados. O método de Wertern blotting esta descrito em materiails

e métodos.
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. membrana de. vesiculas artificiais é impulsionado por uma diferenca
de potencial elétrico. (Figuras de 8 a 13}). O transporte de prétons
se da em res;_c;sta ao gradiente elétrico estabelecido pela
distribuigiio de um cation {neste caso jons K') que ¢ adicionado no
lé.do externoc das vesiculas e sua entrada répida é possivel apés
adigio de valinomicina. Em resposta a esta entrada stbita de
potassio, ocorre saida de prétons do interior das vesiculas, Este
sistema fol bastante wutilizado para verificagiio da atividade

translocadora de Hﬁ' da proteina desacopladora isolada de

mitocdndrias de tecido adipose marrom (STRIELEMAN, et al, 1985(a);

SARVAGYA & SHRAGO, 1989; STRIELEMAN, et al, 1885(b); BOUILLAUD, et

al, 1983; JEZEK, et al, 1990; KLINGENBERG & WINKLER, 1988).

incorporagio de pm_teinas que & a presenca de detergente_s, tentou-se
inicialmente ‘o Nisolamen-to da proteina na  presenga de
octil-—glicosid&o, ao invés de TX-100 até entfio utilizado. Poreén,
como descrii..n. por SITRIELEMAN, et al, {1885) o octil-glicosideo
interage com a coluna de hidroxiapatita {um dos ‘passos de
purificagéo)] e a proteina pode ficar retida na coluna ou sair
inativada. A explicagio para intér‘aqé.o de octili-glicosideo com a
hidroxiapatita segundo KLINGENBERG & LIN, (1982) seria devido ao
pequeno tamanho desta molécula. .Deste modo, voltamos a isolar a

proteina na-pr'esem;a de triton X-100 como de costume. Com o objetivo
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de ter um controle positive, achou-se necessario o lisolamento e
reconstituigdo simult&nea da proteina desacopladora de tecido

adiposo marrom, Ja bem caracterizada.

4] isolamento destas proteinas foi feito

simultaneamente é com alto grau de pureza, como mostrado na Figura 7.

A etapa seguinte fol a retirada do detergénte
(triton-X100) na presenga de Bio Beads. Bio Beads ¢ um polimero
esférico c:pmposto de estireno-divinil benzeno macro reticular, com
alta afinidade por detergentes hidrofébicos. Achou-se necesséric a
padronizagiio da quantidade de Bio Beads a ser utilizada, pois§
KATIVAR & SHRAGO, (1988) utilizaram 7 g do mesmo para um volume de 1
a 2 ml de meio. Como_observadp na Figura 8, com 1 g de Blo Beads
praticamente todo o triton @mentraqio inicial 5%, experimentos
controle) & absorvido Ano a&xinp em 3 horas, na presenga de § mg de
lecitina e -40mM -octii;glicosziideo. Por se tratar de proteines de
membraﬁas ¢ estas serem ai-tam;nte hidrofébicas,. ha a necessidade de
trocar o triton por ouirc detergente, neste caso o qctii-—glicosidec.
A presenca de lecitina faciliia ainda mais ¢ processc e diminue a
chance de perda de proteina nesta etapa. Deste modo padronizamos
nossos experimentos utilizando sempre 1 g de Bio Beads. O tempo de
incubaqﬁo foi de 1 a no maximo 3 horas, o qual fol determinado pelo
monitoramento de espectros a 280nm. A queda de absorbancia neste

comprimento de onda revela a retirada de triton-X100 das amosiras de
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Figuna B- RETIRADA DE TX-100 EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE BIO BEADS.
As amostras {controles) foram tratadas com uma soluglo de TX-100 5%
na presenga de 40 mM octyl glucoside e § mg de lecitina. Incubagio
no gelo, sob agitagfo. Foram acrescentadas diferentes concentracodes
de Bio Beads {(AA) 265mg; (++) 530mg; (**) 1 g; ()2 g. Aliquotas
de 10 ul foram retiradas nos intervalos de tempo demonstrados.
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proteina isolada {Figura 8).

A proteina agora na presenga de octil-glicosideo foi
incorporada a membrana de vesiculas de lecitina e cardiclipina
(82:18), formadas por dialise. O processo de dialise se faz
necessarioc para que ocoi"r'a a saida de todo o octil-glicosideo. Este
detergente é bastante usado para extra(;ﬁq_ de proteinas' pela sua
propriedade de ser facilmente dializével (HELENIUS, et al, 1977).
Ele  possui alta conc:éntrac;éo micelar critica (CMC}, ZSmM,.
enquanto que o triton X-100 possui CMC de 0,2 -0,3 mM. O
octil-glicosideo foi bastante utilizado para sclubilizar diferentes
proteinas de membrana e ser eliminado por dialise. (GOULD, et al,
1981; STUBBS, et al, 1976; BARON & THOMPSON, 1975; PETRI &, WAGNER,
1979). Para a determinagiio do tempo necessarlo de dialise para que
todo o detergente seja retirado, foram feitos experimentos controle
(Figura .10}, onde foram colocadas amostras para dialisar sem
nenhuma proteina e na presenca de BSA, para verificar se a
velocidade  de saida de octii-glicosideo se altemva_ na presenca
de proteina. Além disso, foram feitos experimentos ‘de dislise
contra 250ml e 500ml de tampdoc para verificar se a saida kde
octil-glicosideo era acelerada. Observou-se a real necessidade de
uma dialise prolongada (aproximadamente 40h para elimiparmos todo
octil-glicosideo). Com 25h de diadlise praticamente todo o
octil-glicosideo Jja& foi eliminado. Utilizando amostras colhidas
neste periodo, ndo foi possivel verificar cinéticas de transporte

de proétons (dados ndo mostrados). Isto indica  que baixas
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Figura 9~ MONITORAMENTO DA RETIRADA DE TX-100 DAS AMOSTRAS DE
PROTEINA ISOLADA DE MITOCONDRIAS DE BATATA e /ou MITOCONDRIAS DE
TECIDO ADIPOSC MARROM.

Espectros feitos de 200nm a 350nm com aliquotas de 10ul de amostra
colhidas de 30’ em 30’minutos. Amostras de proteina na presenga de
40mM octyl glucoside; 5 mg lecitina ; 1g de Bio Beads. (a) espectro
inicial da proteina isclada; (b)ap6s 30min. de incubagfio;(c) apés ih
de incubagi@o; {(d)apés 1h e 30min. de incubagiio; {elapdés 2 h de
incubagio e espectro inicial da mistura lecitina~octyl
glucoside.
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Figuna 10- RETIRADA DE OCTIL-GLICOSIDEO POR DIALISE.

Padronizagdo da velocidade de saida de octil-glicosideo por diélise
feita com amostras controle, contra 250ml tamp&o {(mn); contra 250ml
tampio na presenga de BSA (**); contra 500ml tampSc na presenca de
BSA {AA). Aliquotas de 700pl do tampfio externo foram coletadas nos
intervalos de tempo determinados. O tampdao fol trocado

materiais e métodos.
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Figuna 11- INTERFERENCIA DE OCTIL-GLICOSIDEO TESTADO EM VESICULAS
PREPARADAS POR FASE REVERSA

0,5ml destas vesiculas foram adicionados a im}l de TES 0,5mM; Na2S04,
pH 6,70. Ao meio de incubagio foram adicicnados (50ug){a);
(25ug)(v); (12ug)(c); (0,0ug){a) de octyl glucoside. Apés incubagio
com anidrase carbénica (20min. )}, foi adicionado 5mM X2S04. Adigdo de
valinomicina (1lug/ml) e FCCP (5uM) est@o indicadas.
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concentragdes de detergente interferem drasticamente na
permeabilidade das vesiculas. Ainda na tentativa de reduzir o tempo
de didlise, foram utilizadas amostras de 285h de didlise e estas
fToram submetidas a uma coluna de Sephadex.G-BS pré equilibrada com
Mes 20mM; NaZSC4 20mM, pHB,70 . O detergente fica retido na coluna,
porém a ?ermeabilidade das vesiculas permanece alterada, nfo podendo
‘ser registrado alteracbes &e pH externo durante as cinéticas. A
interferéncia de octil-glicosideo também foi comprovada pela adicho
do mesmo as vesiculas preparadas por fase reversa, conforme mostra a
Figura 11. O aumento da concentragiio de octil-glicosideo, diminue
consideravelmente a cinética de saida de prétons, isto &, o delta
maximo de prétons obtido apés adiglo de FCCP acaba se dissipando,

devido ao aumento da permeabilidade das mesmas.

A Figura 12 mostra que o pool de prétons (delta
maximo obtido apés adiglio de FCCP) é proporcional a concentraq§$ de
vesiculas do meio e nfio & concentragio de XK' ou de valinomicina nem
tampouco de FCCP, gque estfo presentes em excesso. Estes
experimentosrforam realizades com vesiculas preparadas por fase
reversa, onde se manteve as concentracdes de K+, valinomicina e FCCP

e se variou somente as concentracdes de vesiculas no meio.
A proteina desacopladora de tecido adiposc marrom,

bem como a isolada de mitocdndrias de batata foram incorporadas pelo

sistema de vesiculas formadas por dialise., Para se oblter um
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Figura 12- TRANSPORTE DE PROTONS EM FUNGCAG DA CONCENTRAGCAO DE
VESICULAS.

0,5ml (2) ou 1,0ml (») de vesiculas preparadas por fase reversa
foram adicionados a 1,0ml ou 0,5ml de meio, respectivamente. As
condigdes experimentais foram as mesmas da figura 11.
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resultado razoadvel, com ambas as proteinas, a concengﬁgqéo inicial
de proteina foil mantida em torno de 600 a 1000ug. Aiém disto, os
ensalos Pealizados com amostras purificadas h& mals de dois meses,
adiclionou-se DIT, na tentativa de recupera-las de possiveis
oxidagBes. A Figura 13 mostra as cinéticas obtidas com vesiculas
preparadas por dialise na presenca- ﬁa - proteina isolada de
mitocéndrias de tecido adiposo marrom e de batata e o controle (na
auséncia de proteina). Calculos relativos 4 quantidade de prétons
liberados ( em mnmol H') referentes a velocidade inicial de cadaA
experimento s&o dadas a seguir: no tragado {(a), onde temos o
experimento controle, da Figura 13, verifica-se a liberacio de
?,129nmol H+ por minuto ; no tragado (b) onde observa-se a cinética

com vesiculas preparadas na presenca da proteina isolada de |
mitocdndrias de tecido adigpsp marrom, vé-se uma velocidade inicial
de 103,88 nmol H por minuto, e ainda utilizando-se o valor proteico
teérice calculado temos 805,27 -nmol W min./mg proteina. No
tragado  {c} da Figura 13 Vobser;;—se 2 cinética realizada -com
vesiculas na presenca a; proteina isolada de mitocdndriss de batata,
onde & velocidade inicial de saida de H ¢ de 106,62 nmol H*por
minuto. O céAlculo em funcio dﬁ quantidade de proteina nos mostra um
valor de 903, 55nmol H*/min./mg proteina. Para que estes valores
calculados possam ser expressos de maneira comparativa, iangou~se
mio de uma unidade equivalente aos trés ensaios {nmol H /min./A
total) Deste modo; os valores obtidos foram: no tracado (a) 0,097,

no tragade {b) 4,37 e no tragade (¢) 2,75. Deste modo verificou-se
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que a proieina isolada de batata parece se comportar similarmente a'
UCP, de tecido adiposo marrom. As cinéticas realizadas com vesiculas
na presenga de proteina (isolada de mitocdndrias de batata e de
tecido adiposo marrom) apés adicio de GDP e ATP (150. uM) e 4cido
palmitico (10uM} ndo | mostraram grandes altér‘ac;&as-. Segundo
BOUILLAND, et al, (1983) nem sempre foi possivel a observagio do
efeito inibidor de GDP quando este é adicionado apenas de um lado da
membrana. Ele ,justii‘icé. afirmando que o sitlo de ligagio de GDP da
proteina pode estar localizado em ambas as faces da vesicula,
dependendo da forma que a proteina foi incorporada. Além disto,
aclidos graxos podem estar ligados a proteina e estarem mascarando o
efelto do GDP.

Estes experimentos foram repetidos com proteina recém
isclada, tanto & de tecldo adiposc marrom, como-a de mitocdndrias de
batata. Os resultados obtidos foram os mesmos descritos acima e os

ensaios foram feiltos na auséncia de DIT.

Foram tiradas medidas de espalhamento de luz por
estas vesiculas e das formadas por fase reversa. Os dados obtidos

estfio na tab.lI. As medidas obtidas por vesiculas preparadas por

fase reversa, as quails foram passadas por filtros de D0,2un e 0,4u ndo’

mostraram praticamente nenhuma alteracfo no tamanho, revelando se
tratar de uma populagBo homogénea. Observa-se que vesiculas formadas

por didlise apresentaram um tamanho bastante grande, com uma
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populagdo bastante heterogénia, em relagfo ao descrito na literatura
(PETRI & WAGNER, 1973). As amostras foram mantidas em geladeira por
uma semaha. Ap6és este pericdo, foram tiradas novas medidas de
espalhamento e verificou-se que o tamanho nfio se aiteréﬁ. Optou-se
entdoc por ultracentrifugéd-las a 150.000xg por 60 min.-para “separar
as possivels populagBes de vesiculas. As medidas posteriores foram
feitas dos sobrenadantes, e obtivemos valores bem menores. Isto nos
faz acreditar que inicialﬁenﬁe tinhamos uma populacioc razoavelmente

heterogénea, onde parte das vesiculas possuia tamanhos pequenos.

vesiculas fase reversa vesiculas dialisadas
sem centrif. - apds centrif.
{f11tro 0,2p) 1354 A°| contr. 1577 Az 1034 Ag
prot.T.A. M. 2429 Ao 1205 AO
prot.Batata 24097 A 1451 A
{filtro 0,4 p) 1468 A®| prot.T.A.M. 4169 A° 1466 A°

Tabela I1- MEDIDAS DE ESPALHAMENTO (light scattering). As amostras
preparadas por fase reversa e por didlise (0,5ml) foram diluidas com
3,5m]l de tampdo TES 0,5mM; Na2S04 20mM, pH6,70. Estas amostras foram
pasgsadas por filtro 0,2u e 0,4p conforme descriminade acima. Os
valores obtidos s@o médias de 4 leituras. As amostras dialisadas
foram ultracentrifugadas a 150.000xg por uma hora e leituras do
sobrenadante foram feitas.
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4.0. DISCUSSAO

Os resultados descritos inicialmente (Figuras de 1 a
3) s6 vieram confirmar os Jj& descritos por SILVA (1891). Alguns
parametros experimentais foram modificados, fato este que Jjustifica

a apresentaciio dog mesmos neste trabalho.

Primeiramente, os experimentos de ligacio dos
nucleotideos aqui apresentados foram feitos em fungéio do tempo de
incubagio, com ¢ pH mantido em 6,7 e ndo em fungio do pH como
apresentado por SILVA (1991). Os experimentos relativos ac consumo
de oxigénic foram realizados com mitocdndrias isoladas em meio com
sacarose € nac com manitol como suporte osmbético. Os experimentos
que avaliaram o potencial de membrana, foram feitos com diversas
mitocéndrias vegetais (todas isoladas em meic com sacarosej e
mitocdndrias de figado‘de rato. A anidlise da atuaglio dos quatro
nucleotideos testados (ATP, ADP, GTP, GDP) e BSA foram feitas. Todos
os ensalos foram desenvolvidos em meio com sacarose. Os experimentos
aqui apresentados e os descritos por SILVA (1891) sugeriram a
existéncia de uma proteina nas mitocoéndrias de batata, localizada na
membrana interna, com funcio similar a UCP, encontrada en

mitocéndrias de tecido adiposo marrom.

Os resultados descritos por SILVA (1981) mostram o
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efeito de BSA e nucleotideos sobre a permeabilidade de mitocodndrias
de batata. A acBo de BSA e nucleotideos fol analisada através de
experimentos de inchamenio mitocondrial. 0 aumento do volume da
organela é consequéncia do influxo de Agua associado com o influxo
do suporte osmético (KC1). SILVA (1991), observou inchamento
esponténeo destas mitocdndrias, indicando elevada permeabilidade das
mesmas a K e Cl™ . Foi observado que na presenca. de BSA ou de
nucleotideos ocorre redugcic deste inchamento, sendo os eféitoé
independentes e somatérios. Tanto BSA como os nucleotideos
diminuiram a permeabilidade destas mitocéndrias, isto &, atuaram de
alguma forma no transporte de Cl destas mitocdndrias. SILVA,
(1991), propés, considerando seus resultados gque a proteina isclada
destas mitocdndrias poderia ser responsavel pelo transporte de
cioreto. Esta interpretagio foil reforgada por experimentos onde a
proteina isolada de mitocéndrias de batata foi incorporada em
bicamadas e se verificou transporte de Cl . Transporte este sensivel

a presenca de ATP (SILVA, 1891).

Com o objetivo de relacionarmos o comportamento
diferenciado de mitocdndrias de batata e milho em relagéio as outras
mitocoéndrias estudadas neste laborat6rio, e relaciona-lo a presenca
da proteina de 35 KDa, foram obtidos anticorpos policlonais contra
esta proteina isolada de batata. Surpreendentemente foram obtidos,
através da técnica de Western Blotting, resultados positives, isto

é, reagdes cruzadas com proteinas mitocondriais de todos os vegetais
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testados, inclusive proteinas mitocondriais de beterraba e feljio
onde nucleotideos de purina e BSA nic mostraram efeito. Deve-se
ressaltar alguns fatores, de ordem experimental, para possiveis
interpretagtes destes resultados. O fato de que algumas fracdes
proteicas utilizadas no esquema de imunizagBo (purificadas a partir
~de mitocéndrias de batata), apresentavam duas bandas, de peso
.molecular muito préximo, quando visualizadas pela eletroforese, pode
‘ter interferido nos resultados. Fato este também observado por SILVA
" {1981). Deste modo, foil impossivel a separacgio das mesmas para
inoculagfo nos coelhos. Pode ser que uma destas bandas isoladas
venha a ser a translocase de nuclectideos de adenina (P.M. 30.000},
que ¢ comum a todas as mitocéndrias. A metodologia utilizada para o
isolamento da proteina de batata foi o mesmo descrito para o
isolamento da UCP de tecido adiposoc marrom (LIN & KLINGENBERG,
1882). Uma das diferencas deste método para o método de isolamento
da translocase de nucleotideos de adenina é a temperatura em que se
processa © experimento ka eluicBo da coluna de HTP para o isolamento
da translocase se processa a 4°C, enquanto que para a UCF sge
desenvolve 3 temperatur‘a ambiente). Além disto, quando se deseja o
isolamento da translocase, adiciona-se CAT ao processo, pois o

complexo CAT-translocase ¢ mais estavel.
Foram feitos inclusive, alguns experimentos de

isoeletrofocalizagic com amostras de proteinas iscladas de

mitocéndrias de batata & temperatura ambiente e & 4% {dados nfo
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mostrados). Nestes experimentos observou-se uma ligeira diferenga

entre o pl de cada uma das amostras testadas.

LDe posse destes dados, pode-se pensar que, mMesmo en
pequenas concentragbes, anticorpos para mals de uma proteina
mitocondrial tenham sido produzides. Além disto, a técnica
utilizada, Western Blotting, & uma t_éc'nica de alta sensibilidade,
capaz de detectar em cé.sos de soros hiperimunes de 1-Zng de

proteinas especificas (BURNETTE, 1980).

Um segundo fator que deve ser levado em conta é o

fato da UCP de tecido adiposo marrom pertencer a uma familia de

carreadores mitocondriais e estes possulrem grande homologia

sequencial (RUNSWICK, et al, 1987; AQUILA,et al, 1987; KLINGENBERG,
1980). Deste modo, é p;ssivel que tenha ocorrido reagio cruiada com
proteinas mitocondriais de feijio e beterraba que pertencam a esta
familia, © 4que nho 'sig;lificawse tratar da mesma proteina. Esta
interpretacgio faz sent ido, levando-se em conta que fol usado soreo

total, sem purificagic nestes ensaios.

Os experimentos de reconstituigio das proteinas
isoladas de batata e de tecido adiposc marrom em vesiculas lipidicas
foram desenvolvidos no laboratério do Prof. Hernan Chaimovich e da
Profa. Iolanda Midea Cuccovia {IQ-USP). Os isclamentos das

mitocéndrias de tecido adiposo marrom e da UCP deste tecido foram
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realizados no laboratério do Prof. Antdnio Carlos Bianco (ICB-USP).

A analise dos resultadog apresentados a partir da
Figura 8 mostra que houve a necessidade de se padronizar passo a
passo © processo de reconstituicgBo. Muitos detalhes expé}imentais
nfio séio obtidos através da literatura (STRIELEMAN, et al, 1985(a) e
{b}; KATIVAR & SHRAGO, 1989; BOUILLAUD, et al, 1983; JEZEK, et al,
1990; KLINGENBERG & WINKLER, 1986), o que levou-nos a Fazer
extensivos controles, Numa‘primeira tentativa, fol usada a sonda
fluorescente, piranina, porém nioc foram obtidos resultados
satisfatérios (dados nfo mostrados). Com o objetivo de utilizar um
sistema de reconstituigfio em que as condigbes fossem préximas das
fisiolégicas, o primeiro passo foi a escolha dos componentes
lipidicos constituintes das wvesiculas. Segundo DAUM (1985), =a
membrana mitocondrial possul 18% de cardiclipina, entre outros
lipidios. Optou-se entfio por se fazer vesiculas de fosfat}dilcolina
{lecitina) e cardiolipina, na proporcho de 82:18, respectivamente.
Nos trabalhos desenvo}vidcs por KATIVAR & SﬁRAGO, 1989;f3TRIELEMAN.
et al, 1985 {a) e (b) foram utilizadas as proporgdes de‘§9:49:1 para
fosfatidilcolina; fosfatidiletanolamina e -ﬁard}olipina,

respect ivamente.

A escolha do detergente a ser utilizade para o
isolamento da proteina € um passo criticc para este tipo de

experimento. BOUILLAUD, et al, 1883 e LIN & KLINGENBERG, 1980
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utilizaram TX-100; STRIELEMAN et al, 1985 (a) e (b) utilizaram
octil-glicosideo, passandc a amostra por uma coluna de ATP-agarose e
nio de HIP, devido ao fato de octil-glicosidec interagir com esta
ultima coluna. KATIVAR & SHRAGO, 1989 utilizaram TX-100 e trocaram
por octil-glicosidec na presenca de Bio Beads e lecitina. A retirada

do octil-glicosideo, neste caso feoi feita por didlise.

De acordo com as possibilidadés experimentais, as
proteinas tanto a de batata como a de tec.:idé adiposc marrom foram
isoladas com TX-100. A retirada deste detergente e a troca
simulténea por octil~-glicosideo foram efetuadas, como mostrado nas
Figuras 8 e 8. A retirada do octil-glicosideo se fez por dialise,
come mostrado na Figura 10, seguindo a metodologia proposta por

KATIVAR & SHRAGO, (1983), com algumas modificacdes.

Os célculos de velocidade relativos & Figura 13 foram
obtidos.. considerando a alcalinizacgic que ocorre apés —adigﬁ;e"—de
valimonicina, obser-vado-s nos tragados B e C. Embora nic possamos
explicar o motivo deste aumento de pH, podemos afirmar que estes
dados foram repetitivos e que as proteinas incorporadas tiveram
comportamento similar. Por outro lado, esta alcalinizagio nunca foi
observada em nenhum dos controles feitos (vesiculas preparadas na

auséncia de proteina).

WINKLER & KLINGENBERG (1992), fizeram uma analise
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profunda das condigbes experimentals utilizadas até entdo para
incorporagio da UCP em vesiculas 1lipidicas. Estes autére&
primeiramente analisam o usc dos diferentes detergentes para o
isplamento da UCP. Afirmam que em TX-100 a UCP é relativamente
estavel e facilmente purificada, porém, este detergente nfo pode ser
facilmente removido por processos onde vesiculas grandes s&o
formadas, devido a sua baixa CMC. Por outro lado, defergentes de
alta CMC como octil-glicosideos, segundo estes autores, inativam a
UCP, em contraste com outros autores (STRIELEMAN, et al, 1985 (b);
JEZEK, et al, 1980}). Além disto, WINKLER & KLINGENBERG (1982)
avaliam que processos longos de didlise podem inativar a proteina, e
sugerem que esta etapa seja substituida pelo uso de Amberlite XAD.
Estes autores utilizaram detergentes tipoe polyoxyethylene. Outro .
aspecto de reconstituigfio analisado por estes autores se refere aos
componentes lipidicos das vesiculas. Os melhores resuliados por eles
obtidos foram com vesiculas constituidas somente de lecitina. Eles
verificaram qua a presenca de asolecitina inativa pratlcamente 100%

da atlvidade da UCP.

WINKLER & KLINGENBERG (1892}, realizaram cinéticas
com a UCP e esta foi acompanhada simulténeamente por dois sistemas:
alteragoes de pH interno, usando a sonda piranina e alteragdes de pH
externo, utilizando eletrodc sensivel ao pH. Além disto, analisaram
quantitativamente a cinética de efluxo de K+ {ja que este foi

incorporads ne interior das vesiculas). Com base nas observagbes
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feltas ponfestes autores, pode ser gue os resultados obtidos por nos
nio tenham se desenvolvido nas condicbes oOtimas e gque os valores
obtidos sejam decorrentes da baixa atlividade das proteinas, devido

a sua parcial sua inativacgio.

Considerando o cémportamento diferencliado de
mitoctndrias isoladas de batata em relagfo & mitocdndrias de figade
nos éxperimentos de 1ligacio de nucleotideos e acoplamento da
respiragéo na presenge dos mnesmos, :sugeriu—se a presenca de uma
proteina nestas mitocoébndrias com a propriedade de translocar
protons. O comportamente destas mitocéndrias e das iscladas de
coledptiles de milho, quanto ao incremento de potencial de membrana
na presenca de nucleotideos e BSA reforgam esta interpretacio. Com o .
objetivo de relacionarmos o comportamento destas miteocéndrias com a.
presenga de uma proteina especifica, fol feito o lsoclamento da mesma
e anticorpos policlonais foram obtidos. Considerando as reagdes
cruzadas destes anticorpos com proteinas mitocondriais de outros
vegetals insensivels aos efeifos dos nucleotideos e de BSA, achoﬁwse
necessario & incorporagio da mesma em sistemas artificiais. Esta
etapa se fez necessaria para podermos verificar, se em membranas
artificiais esta proteina possuia a propriedade de translocar
protons, como a UCP, de tecido adiposo marrom, ja bem caracterizada.
Com egya finalidade, esta uqltima proteina foi 1isolada e
reconstituida simultaneamente com a isolada de mitocdndrias de

batata. Embora estes resultados de cinética de translocacgio de H+
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ainda nic sejam definitivos, o cf'ompor*tamento das duas proteinas
foram bastante semelhantes. Estes dados vém reforgar nossa hipbdtese
" de que as mitocdndrias de batata e possivelmente de alguns outros

vegetais possam possuir uma proteina com fungo termogénica.
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5.0. RESUMO

Estudos recentes deste laboratéric indicaram que o
baixo grau de acoplamento entre a respirago e a fosforilacgéo
oxidativa em mitocOndrias i‘solladasm .de tubérculos de batata parece
estar relacionado & existéncia de __um& proteina de aproximadamente
35 KDa, presente na membrana interna destas mitocdndrias, com =
‘propriedade de transportar H+ por um mecanismo .sens;i\fe} a
nucleotideos de purina. No presente: trabalho, obtivemos mitocédndrias
de batata com controle respiratério mais elevado que em estudos
anteriores, gracas a medificagbes introduzidas no procedimento de
isol.amento. Ainda a“ssim, a velocidade de respiracdo destas
mitocondrias, no estado 1V, foi reduzida pela adigho de ATP e ADP,
mesmo na presenca de carboxiatractilate {CAT). Experimentos de
ligacéo de nucleotideos demp;urim mostraram que estas mitoctndrias
apresentam a habilidade de ligar 1,3 nmol ATP.mg 'proteina; 1,1 nmol
ADP, mg-xproteina; G,'f nmol GIP. mg—l proteina. Experimentos de
competicio mostraram ainda,.’. a2 malor afinidade de ligacBo destas
mitocbndrias por nucleotideos de adenina. A construgfio de um
potencial de membrana mais elevado por mitocondrias de batata e de
coledptiles de milho ¢ dependente da presenca de BSA e nucleotideos
de purina. A presenga destes n3o afeta o potencial construido por
mitocéndrias de feijéo, beterraba e figado de rato. Anticorpos

contra esta proteina de 35KDa isoclada de mitocdndrias de batata
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foram obtidos e utilizando a técnica de Western Blotting foi
verificade que as outras mitocéndrias vegetais em estudo neste
laboratério como as de coledptiles 'de milho, feijfo e beterraba
possuem esta proteina ou similar como mostrado pela reagido cruzada
com estes apticorpos. Contrariamente, uma série de mitocdndrias ndo
vegetals, tals como as de figado de rate, coragéo bovino e T. cruzi
epimastigotas nao mosiraram reagéo CcOom estes ant‘icor‘pos.
Experimentos dé reconstifuicho desta proteina isclada de batata e da
UCP isolada de tecido adiposo marrom foram realizados e demohstraram
gue, no sistema por nés utilizado, elas apresentam comportamento
similar, isto ,é’ nas vesiculas com proteina incor'poz?ada, a

velocidade de efluxo de H' foi maior que em vesiculas contreole, -

preparadas na auséncia de proteina.
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6. 0. SUMMARY

Early studies from this laboratory have indicated
that the low degree of coupling between respiration and oxidative
phosphorylation in potato mitochondria seems to be related to a 35
KDa protein, present in the inner membrane of those mitochondria,
with the ability to translocate H+ with a mechanism sensitive to
purine nucleotides. In this work, we obtained potato mitochondria
with better respiratory control, thanks to modifications made in the
isolation procedure. In spite of the isolation method, the

respiration rate of these mitochondria in state IV decreased after

additition of ADP or ATP nucleotides in the presence of

carboxyatractylate (CAT). Binding experiments showed that the

mitochondria have the ability to bind 1,3 nmol ATF. ng 1 protein;

1,1 nmol ADP. mg ' protein; 0,7 mnmol GIP. mg protein;;"'

Competition experiments showed the largest affinity of bindiixg of
these mitochondria towards adenine nucleotides. The Jincrease of
potato and corn mitochondria membrane potential is dependent on the
presence of _BSA and purine nucleotides. The presence of BSA and
nucleotides did not affect the membrane potential (Ay) of red beet
roots (Beta vulgaris); bean (Phaseolus vulgaris) and rat liver
mitochondria. Antibodies against a 35 KDa protein isolated from
potato mitochondria were obiained and, using the Western blotting

techique, we verified that the other plant mitochondria in studies
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in this laboratory, such as corn, red beet roots and bean, have this
or =& similar protein as shown by cross reactivity with these
antibodies. In contrast a series of non-plant mitochondria, =also
studied in this laboratory, such as those from rat liver, beef heart
and T. cruzi epimastigotes did not show cross reactivity with these
antibodies. Reconstitution experiments of this protein and of UCP
isolated from brown adipose tissue were performed and showed that,
lin the system used, they have similar behavior. In the vesicles with
protein incorporated, the rate of H+ efflux was larger than ‘in

control vesicles, prepared without either protein.
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