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RESUMO

ALMASSY, Rosana Cardoso Barreto, MS. Universidade Federal de Vicosa,
dezembro de 2001. Fisiologia e ultraestrutura de mitocondrias
captadoras e nao-captadoras de calcio. Orientador: Marco Aurélio Pedron
e Silva. Conselheiros: Jodo Marcos de Araujo e Kioshi Matsuoka.

Foram analisadas mitocondrias isoladas de hipocétilos de soja,
coleoptiles de milho, raizes de beterraba e tubérculos de batata, no sentido de
comparar ultraestruralmente mitocondrias que apresentam transportador de
Ca?" (soja e milho) com outras que s&o incapazes de acumular este cation
(beterraba e batata). As mitocéndrias foram analisadas quanto a sua atividade
respiratéria, grau de acoplamento, consumo de Ca’* e aspectos de sua
ultraestrutura. A andlise ultraestrutural evidenciou o alto grau de purificacdo das
mitocbndrias isoladas, com membranas integras, em sua maioria, variando do
estado ortodoxo, para o estado condensado, em consequéncia da adicado de
ADP ao meio de reacdo e retorno ao estado ortodoxo inicial, apés a
fosforilacdo de todo o ADP adicionado. Na matriz, finamente granulosa, foram
observados granulos esféricos e uniformes, presentes em todos os tipos de
mitocondrias, independente de serem capazes de captar Ca** ou ndo. N&o
foram observadas alteracdes nesse tipo de granulacédo quando as mitocondrias
de soja e de milho encontravam-se em atividade de captacdo de Ca?.
Entretanto, ao contrario das mitocondrias isoladas de beterraba, as
mitocondrias de soja e de milho passaram para a conformacdo condensada,
enquanto captavam Ca?* do meio de reacéo.
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ABSTRACT

ALMASSY, Rosana Cardoso Barreto, MS. Universidade Federal de Vicosa,
December, 2001. Physiology and ultrastructure of capturing and non-
capturing calcium mitochondria. Adviser: Marco Aurélio Pedron e Silva.
Committee members: Jodo Marcos de Araujo and Kiyoshi Matsuoka.

Mitochondria isolated from soybean hypocotyls, maize coleoptiles,
sugarbeet roots and potato tubers were searched by considering a group
able in capturing Ca** (soybean and maize) and another one unable in that
activity (sugarbeet and potato). Mitochondria were evaluated in relation to
respiratory activity, coupling degree, Ca?* uptake and ultrastructural profile.
The electron microscopy showed a high degree of purification, and little
contamination with other organelles, such as peroxisomes and proplastids.
Mostly, the isolated mitochondria showed complete membranes, varying
from the orthodox to the condensed state, as a response to ADP additions.
In all types of mitochondria, uniform and spherical granules were present in
their matrix, independently on their ability to capture Ca®*. Only
mitochondria from soybean and maize changed from orthodox to condensed
state while performing Ca?" uptake, without exhibiting alterations in the
granulation pattern.

Vi



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

ADP - Adenosina- 5’-difosfato.

ATP -Adenosina- 5'-trifosfato.

BSA -Albumina de soro bovino.

cADPR - Adenosina monofosfato ribose ciclico.

CCCP - Carbonil cianeto clorofenil-hidrazona

CAMP - Adenosina monofosfato ciclico.

cGMP -Guanosina monofosfato ciclico

EGTA - Acido etileno glicol-bis-(b-aminoetil éter)-NN'-tetra acético.
HEPES - Acido 4-(2-hidroetil)-1-piperazinoetano-sulfénico.

IP3 - Inositol trifosfato.
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1. INTRODUCAO

As mitocéndrias eram inicialmente descritas como cilindros rigidos e
alongados, com diametros de 0,5 a 1,0 mm, assemelhando-se a bactérias.
Porém, microfiimagens em intervalos definidos, utilizando células vivas,
mostraram que as mitocdndrias sdo organelas notavelmente moveis e
plasticas, mudando constantemente as suas formas, podendo inclusive fundir-
se umas com as outras e separar-se novamente (ALBERTS et al., 1994). As
mitocondrias possuem um plano tridimensional simples, variando sua forma em
diferentes tipos de célula, podendo assumir a forma de bastdo, esférica ou
outras formas nado definidas. Além disso, seu tamanho pode ser variavel de
espécie para espécie. A membrana mitocondrial interna, geralmente,
apresenta-se paralela ao contorno da membrana mitocondrial externa
invaginando-se em direcdo a matriz para formar as cristas mitocondriais, que
sdo numerosas e se dispdem em varios planos dentro da mitocéndria. As
cristas podem se dispor de forma lamelar, tubular, lamelar e tubular,
ramificadas e anastomosadas ou podem ter outras formas geométricas. A
matriz mitocondrial apresenta-se internamente as cristas, possui aspecto
homogéneo e é finamente granulada, onde muitas vezes destacam-se corpos
eletrodensos interpretados por BOZZOLA & RUSSELL (1992) como sendo sais
de célcio. HACKENBROCK & CAPLAN (1969) descrevem a configuracao
chamada de lamelar por BOZZOLA & RUSSELL (1992) como sendo uma
configuracdo “ortodoxa”, e a configuracdo tubular como sendo “condensada”.
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Durante a fosforilacdo oxidativa, induzida pela adicdo de ADP, as mitocondrias
passam de uma conformacgdo ortodoxa para a conformacdo condensada,
caracterizada por reducdo no volume interno da matriz. HACKENBROCK &
CAPLAN (1969) observaram que mitocondrias isoladas de figado de rato no
estado fosforilativo 3 (condensado) alteram sua conformacao, para ortodoxa, a
medida que a concentracdo de calcio no meio de reacdo aumenta. Salienta-se
ainda que, quanto mais célcio for adicionado, menor sera o volume interno da
matriz mitocondrial.

A analise ultraestrutural pode revelar detalhes que evidenciam
diferencas significativas entre espécies que se deseja comparar. Por exemplo,
PEVERLY et al. (1974) observaram que mitocondrias isoladas de milho,
tratadas com fosfato e calcio adicionados ao meio de reacdo apresentam
poucos granulos eletrondensos e uniformes, oriundos da precipitacdo do
fosfato de célcio. A intensidade de deposicdo desses granulos depende do
tempo de incubacdo, da concentracdo do substrato respiratério e das
concentracfes de célcio e fosfato inorganico. Esses depodsitos de fosfato de
calcio inicialmente observados como amorfos tendendo a esféricos, passam a
apresentar extremidades afiladas quando a concentracdo de calcio é
aumentada.

O célcio mitocondrial desempenha papel primordial em diversos
processos celulares, atuando como molécula sinalizadora intracelular e
interferindo no controle da obtencéo de energia, da atividade de canais ibnicos
e, possivelmente, na morte celular programada (POZZAN & RI1ZZUTO, 2000).

Além dos fons Ca?*, séo conhecidos outros mensageiros secundarios,
como o inositol trifosfato (IP3), a adenosina monofosfato ciclico (CAMP), a
guanosina monofosfato ciclico (cGMP) e adenosina monofosfato ribose ciclico
(cCADPR) (d’AUZAC, 1994). Este mesmo autor considera que, em plantas, o
papel do cAMP nédo esta claramente demonstrado, porém o calcio parece ser
um mensageiro secundario essencial para a transducao de estimulos externos.
Para que esses mensageiros atuem como mediadores, a sua concentracao
intracelular deve diminuir ou aumentar rapidamente em resposta a sinais
extracelulares. As alteracbes de concentracdo dos mensageiros secundarios
devem ser rapidas e podem ser obtidas por aumentos na sintese da molécula,

pela sua degradacdo ou pela sua remocao para compartimentos celulares
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diversos (ALBERTS et al., 1994; d’AUZAC, 1994; CLAPHAM, 1995; MCcAINSH
& HETERINGTON, 1998).

A capacidade citoplasmatica de absorcao de calcio pelas células situa-
se numa faixa de 0,1 a 0,5 nM (MALHO et al., 1998; TREWAVAS, 1999). O
excesso de célcio que chega ao citoplasma pode ser bombeado e armazenado
em certas organelas. O vacuolo € o maior reservatério de calcio intracelular no
organismo vegetal e pode contribuir para o processo de sinalizacdo celular.
Outros reservatérios importantes intracelulares de célcio sdo o reticulo
endoplasmatico, as mitocondrias, os cloroplastos e, possivelmente, vesiculas
do complexo de Golgi (CHIANG & DILLEY, 1987; KAUSS, 1987; TREWAVAS,
1999). No vacuolo estdo presentes depdsitos mais densos de calcio, enquanto
no reticulo endoplasmatico, no citoplasma e nas mitocondrias se encontram
depdsitos menos densos (LAZZARO & THOMSON, 1992).

Vérios estudos tém demonstrado que as mitocondrias de células animais
acumulam Ca®" quando elevadas concentracdes de hormdnios sdo lancadas no
sistema circulatério (BOOTMAN & BERRIDGE,1995). Essas organelas podem
acumular cerca de 0,5 mM de Ca?* em sua matriz, devido ao gradiente
eletroquimico gerado pelo bombeamento mitocondrial de protons, resultante do
transporte de elétrons pela cadeia respiratoria (CLAPHAM, 1995). Segundo
andlise apresentada por GUNTER et al. (1994), diversos autores tém sugerido
que as mitocondrias de tecidos animais: regulam a concentracdo de Ca**
citosoélico livre ; proporcionam a diminuigéo temporaria do excesso de Ca®* livre,
até que a concentracao citosoélica volte ao normal ; estdo aptas a liberar Ca?*,
se forem ativadas; protegem o citosol do dano que uma elevada concentracao
de Ca* pode causar; regulam o Ca*' livre na matriz mitocondrial para a
ativacdo de desidrogenases sensiveis ao calcio e outros processos
metabdlicos associados a esse ion . Entretanto, outros estudos indicam que
dentro da célula, sob condicbes normais, as mitocondrias ndo contém muito
Ca®" e, nessas condicdes, ndo serviriam nem para controlar a concentracdo de
Ca’* citosélico e nem para liberé-lo, caso fosse necessario (GUNTER et al.,
1994; RUTTER & DENTON, 1989; POZZAN & RIZZUTO, 2000).
Considerando-se o0s tecidos vegetais, as informacfes sdo também
contraditorias. TREWAVAS & MALHO (1997) acreditam que mitocondrias e

3



cloroplastos ndo somente controlam a concentracdo de Ca®*, como também
possuem seu proprio sistema interno de sinalizacdo por Ca®", que regula a
respiracao celular e o ciclo de Calvin. Em células vegetais tem sido observado
que o acido abscissico (ABA) e auxina promovem aumentos na concentracao
de Ca®" citosélico. O efeito do ABA estd geralmente associado com um
incremento no pH, enquanto a auxina acidifica o citosol. Porém, ainda nao esta
claramente demonstrado que o efeito desses hormdnios em canais idnicos seja
mediado por pH ou pela concentracdo de Ca?* citosélico (GRABOV & BLATT,
1998).

O transporte de célcio em mitocbndrias de células animais € do tipo
uniporte, originado através do potencial de membrana (negativo internamente),
produzido pela operacdo da cadeia respiratéria. Se as mitocondrias acumulam
grandes quantidades de célcio na presenca de fosfato, armazenam esse calcio
na matriz como sais de fosfato insollveis cuja liberagdo ocorre muito
vagarosamente. Se o acumulo € limitado, a liberacao é rapida e dependente de
duas vias. A primeira, mais eficiente, possibilita a troca de Ca** por Na* e a
segunda troca Ca** por H" (POZZAN & RIZZUTO, 2000).

Em mitocéndrias de plantas o sistema transportador de Ca®* é
semelhante ao de animais, possuindo uma atividade mais baixa e, exigindo um
co-transporte de fosfato (MARTINS & VERCESI, 1985; MARTINS et al., 1986).
PERVELY et al. (1974) afirmam que este co-transporte seria o responsavel por
depdsitos grosseiros de fosfato de calcio no interior das mitocéndrias e,
também que alguns granulos discretos intramitocondriais, interpretados como
sendo fosfato de célcio por outros autores, sao na verdade artefatos de
preparacao do material para microscopia eletronica.

Em células animais, aumentos na concentracdo de calcio citossélico
geram mudancgas no metabolismo celular e geralmente conduzem ao aumento
da demanda energética que é suprida pelo aumento na producdo de ATP pelas
mitocbndrias. Esse aumento na sintese de ATP possibilita a ativacdo, via
calcio, de trés enzimas que participam do ciclo de Krebs: a piruvato
desidrogenase, a isocitrato desidrogenase e a oxoglutarato desidrogenase
(RUTTER & DENTON, 1989). MAcCCORMACK & DENTON (1981) trabalhando
com varios tipos de vertebrados, verificaram que a isocitrato desidrogenase

dependente de NAD" ¢ ativada pelo célcio numa concentracéo de 30 mMl. Estes
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mesmos autores verificaram que em enzimas de insetos e batatas o célcio
pouco influencia a atividade dessas enzimas e uma possivel explicacdo para
este fato seria a auséncia de transportadores de calcio em mitocéndrias
vegetais. Realmente, transportadores de calcio ndo foram encontrados em
mitocondrias de folhas brancas de repolho, tubérculos de batata e raizes de
beterraba (MARTINS & VERCESI, 1985; SILVA, 1991). Porém, sistemas
especificos de transporte de calcio foram constatados em mitocéndrias de
coledptiles de milho e hipocétilos de soja, feijdo e café (CARNIERI, 1986;
MARTINS et al., 1986).

BORGES (1999) investigou o efeito do célcio sobre a atividade da
isocitrato desidrogenase de mitocéndrias isoladas de tubérculos de batata e de
hipocétilos de soja. Observou que, em ambos 0s casos, 0 céalcio ndo alterou a
atividade desta enzima, o que ndo permite correlacionar a capacidade das
mitocondrias em armazenar calcio com um possivel controle diferencial deste

cation sobre a atividade desta enzima do ciclo de Krebs.



2. OBJETIVOS

Diante da persisténcia de duvidas quanto ao papel do acumulo de célcio

em mitocondrias vegetais, o presente trabalho teve como objetivos:

- Avaliar a atividade respiratéria, o grau de acoplamento e a
capacidade de captacdo de calcio das mitocondrias utilizadas nos
experimentos;

- Verificar se existem diferencas ultraestruturais entre mitocondrias de
vegetais que captam calcio (isoladas de hipocoétilos de soja e
coledptiles de milho) e mitocondrias que ndo captam calcio (isoladas

de tubérculos de batata e raizes de beterraba).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencédo do Material Vegetal

Foram utilizados coleoptiles de milho (Zea mays L.), raizes de beterraba
(Beta vulgaris L.), hipocétilos de soja (Glycine max (L.) Merrill) e tubérculos de
batata (Solanum tuberosum L., cv. Binje).

Sementes de soja, variedade UFV 16, fornecidas pelo Departamento de
Fitotecnia da UFV, foram lavadas em agua corrente, tratadas com hipoclorito
de sodio 0,5%, por 15 minutos e, posteriormente, lavadas em agua destilada
por cinco vezes. ApoOs lavagem, as sementes foram colocadas para germinar,
umedecidas e mantidas no escuro, a temperatura de 28°C , dentro de caixas
plasticas com areia, previamente tratadas com hipoclorito de sodio a 0,5%. As
sementes de milho, variedade AG 1051, também fornecidas pelo Departamento
de Fitotecnia da UFV, foram lavadas em agua corrente, tratadas com
hipoclorito de sédio 0,5% por 60 minutos e, novamente lavadas em agua
destilada por cinco vezes. Finalmente foram deixadas por duas horas imersas
em agua para acelerar a embebicao.

Apbs cinco dias de plantio, os hipocétilos de soja e os coledptiles de
milho foram coletados para a extracdo das mitocondrias. As batatas e
beterrabas frescas foram compradas no mercado local e mantidas dentro de

sacos plasticos, em camara refrigerada, até o momento da utilizacéo.



3. 2. Isolamento de Mitocondrias

3.2.1. Mitocdndrias de Hipocotilos de Soja e Coleoptiles de Milho

Aproximadamente 100g de hipocétilos de soja e coleoptiles de milho
foram destacados de plantulas recém germinadas, cortados finamente com
tesoura e suspensos em 500 mL de meio de extracdo basico [manitol 400 mM,
albumina de soro bovino (BSA) 0,1%, acido etileno glicol-bis-(3-aminoetil éter)-
NN'-tetra acético (EGTA) 2 mM, cisteina 3 mM e &cido 4-(2-hidroetil)-1-
piperazinoetano-sulfénico (HEPES) 10 mM, em pH 7,6], de acordo com
DIOLEZ & MOREAU (1983).

Foi utilizado um homogeneizador do tipo POLYTRON para romper 0s
tecidos, durante quatro segundos, no nivel cinco de intensidade. O extrato foi
filtrado através de oito camadas de gaze e uma camada de seda, o pH da
suspensao ajustado para 7,2 com NaOH 10N. A suspensdo obtida foi
centrifugada a 1.200 x g, por 10 minutos. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante centrifugado a 9.000 x g, por 10 minutos. O precipitado obtido foi
suspenso em aproximadamente 40 mL de meio de isolamento (manitol 300
mM, BSA 0,1%, EGTA 0,1 mM e HEPES 10 mM, pH 7,2) e submetido a uma
nova centrifugacédo de 6.800 x g, durante 10 minutos. O sedimento resultante,
rico em mitocondrias foi suspenso com o auxilio de um pincel, no volume
minimo possivel (~500 pL) de meio de suspensao (manitol 300 mM, BSA 0,1%

e HEPES 10 mM, pH 7,2), para a obtencao da suspenséo mitocondrial.

3.2.2. Mitocondrias de Raizes de Beterraba e Tubérculos de Batata

Aproximadamente 300g de tubérculos de batata foram cortados e
colocados em uma centrifuga doméstica do tipo WALITA para a ruptura dos
seus tecidos. Durante esta etapa foi adicionado meio de extracdo a 4'C. Apés
homogeneizacéo, o material foi filtrado em 8 camadas de gaze e uma camada
de seda e o pH ajustado para 7,2 com NaOH 10N . Primeiramente, o extrato foi
centrifugado a 700x g por 5 minutos, para que o amido fosse retirado.

Posteriormente, o material foi submetido a centrifugacédo diferenciada para
8



fracionamento celular, como descrito no item anterior. O isolamento de
mitocondrias a partir de raizes de beterraba seguiu o0 mesmo procedimento do
isolamento de tubérculos de batata, usando-se 300 g de raizes de beterraba,

porém néo foi necesséria a primeira centrifugacao.

3.3. Determinacéo de Proteina

A concentracdo de proteina das suspensdes mitocondriais foi
determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando-se uma
curva padrdo de BSA. Trés repeticoes das amostras foram preparadas,
adicionando-se 10 pL da suspensao mitocondrial a 90 uL de &agua. Desta
mistura foram retirados 10 pL e acrescentados a 990 pL de agua. Em seguida,
foram adicionados 5 mL da solucdo de Coomassie — Blue, da mesma forma
que nos padrbes. Apos dois minutos (e antes de uma hora) as absorbancias

foram determinadas a 595 nm.

3.4. Analise do Consumo de Oxigénio

Foram testadas as atividades respiratérias mitocondriais utilizando-se
um eletrodo especifico de oxigénio (do tipo Clark) acoplado a um registrador.
Os registros de consumo de O, foram feitos por meio da adi¢édo de 0,5 mg de
proteina mitocondrial em 6,0 ml de meio de reacao, a 25°C, contendo 300 mM
de Manitol, 20 mM de KCI, 2 mM de HEPES, 0,1% de BSA, 6 mM de KH,;POy,
6 mM de MgCl,, 5 mM de succinato e 100 M de ATP. Foram feitas 2 adi¢cdes
de ADP a 100 nM, a fim de se poder avaliar as variagcbes na velocidade de

respiracao nos estados 3 e 4, para céalculo do controle respiratério.



3.5. Avaliacdo de Captacdo de Ca**

Os testes fisiologicos de captacdo de célcio foram realizados
acompanhando-se as variacbes na absorbancia do corante Arsenazo lll, de
acordo com THOMAS (1982), em espectrofotbmetro HITACHI U-2000
(acoplado a um registrador), a um comprimento de onda de 652 nm.

Foram adicionados 2 mg de proteina mitocondrial, em 6,0 ml meio de
reacado contendo 300 mM de Manitol, 20 mM de KCI, 2 mM de HEPES, 0,1%
de BSA, 6 mM de KH,PO, e 25 nM de Arsenazo lll. As variagcbes na
absorbancia do arsenazo foram acompanhadas ao longo de 10 minutos, a
28°C, sob agitacdo continua.

No transcorrer dos experimentos foram realizadas 3 adi¢cdes de Ca*,
totalizando 100 mM, além de 2 mM de succinato. Ao final de cada tracado de
captacdo de calcio, foi adicionado CCCP (0,7 uM) visando obter um
desacoplamento artificial das mitocondrias isoladas.

3.6. Anédlise Ultraestrutural

3.6.1. Coleta das Amostras

Durante os experimentos de avaliacdo da qualidade fisiol6gica das
mitocéndrias foram retiradas amostras das mesmas para analise ultraestrutural.

Nos tracados do consumo de O, as amostras foram coletadas de
mitocdndrias energizadas (em presenca de succinato) antes da adicdo de
ADP, durante a fosforilacdo (estado 3, caracterizado pelo aumento na taxa
respiratéria, consequente da adicdo de ADP) e apos a fosforilagcdo de todo o
ADP adicionado (estado 4), conforme assinalado na figura que apresenta a
atividade respiratéria das mitocéndrias obtidas (pagina 13).

Nos experimentos de avaliacdo da absorcdo de Ca®*, as amostras foram
coletadas antes da energizacdo das mitocondrias (pela adicdo de succinato),
apos a adicdo de succinato (durante a captacéo do Ca** adicionado) e apés o

desacoplamento resultante da adicdo de CCCP, conforme assinalado na figura
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que representa a atividade de captacdo de Ca®* pelas mitocondrias analisadas
(paginas 15 e 17).

Nos momentos assinalados anteriormente, foram retiradas aliquotas de
1,5 ml, colocadas em tubos Eppendorf, que foram centrifugadas a 12000x g,

por 2 minutos, para precipitacdo das mitocondrias.

3.6.2. Preparo do Material para a Anélise Ultraestrutural

As mitocdndrias foram fixadas em solugcdo contendo 2% de
glutaraldeido, 4% de paraformaldeido preparados em tampao cacodilato de
sédio a 0,1M, pH 7,2 e, acrescida de 3% de sacarose, 5mM de cloreto de célcio
a temperatura de 4°C durante 18 horas (KARNOVSKY, 1965 - modificado). Em
seguida, os materiais foram lavados em solucédo de cacodilato de sédio 0,1M,
acrescido de 3% de sacarose e 5mM de cloreto de célcio, por 120 minutos,
com trocas em intervalos de 15 minutos. A poés-fixacdo foi realizada com
tetréxido de 6smio a 1%, utilizando-se da mesma solucdo descrita no item
anterior, porém acrescida de 0,8% de ferricianeto de potassio, por um periodo
de quatro horas, a temperatura de 4°C. As mitocdndrias foram lavadas com
tampdo cacodilato em seguida em &gua destilada e, posteriormente, foram
desidratadas, por meio de uma série etandlica de 30% a 100%.

Apoés a desidratacdo, as mitocondrias foram embebidas em uma mistura
de resina SPURR ERL-4206, com etanol e, finalmente, emblocadas em resina
pura (SPURR, 1969). Os blocos foram levados para polimerizacdo em estufa, a
temperatura de 70°C por 8 horas.

Os cortes ultrafinos, com espessura de 80 a 100 nm foram obtidos em
um ultramicrétomo SORVAL MT2 - B, do Laboratério de Microscopia Eletronica
do Departamento de Fitopatologia da UFV, com auxilio de navalhas de vidro.
Os cortes foram dispostos sobre telas de cobre de 100 mesh, cobertas com
filme de FORMVAR. A contrastacao foi realizada, tratando-se os cortes com
uma solucdo aquosa de acetato de uranila a 2% (25 a 30 minutos) e citrato de
chumbo em solucéo de hidréxido de sédio 1N (10 a 15 minutos).

As telas foram levadas para observacdo em microscépio eletrénico de
transmissdo, marca ZEISS modelo 109, do Departamento de Fitopatologia da

UFV, com voltagem de aceleracéo de 80 kV.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Consumo de O,

A Figura 1 representa o tracado de consumo de oxigénio de
mitocdndrias isoladas a partir de raizes de beterraba. As mitocondrias de
hipocotilos de soja, coledptiles de milho e tubérculos de batata comportaram-se
de forma semelhante e, por essa razéo, os seus tracados foram omitidos.
Observa-se que a adicdo de ADP ao meio de reacdo resultou em um
incremento na velocidade de consumo de O, (estado respiratério 3), o qual
retornou a valores inferiores logo apés a fosforilacdo de todo o ADP adicionado
(estado respiratério 4). Os controles respiratérios avaliados apds a segunda
adicdo de ADP foram de 2,5 e 2,7, enquanto que a razao ADP/O ficou igual a
1,7. Estes valores sédo indicativos da boa qualidade dos preparados
mitocondriais.

Segundo HALL et al. (1982), o controle respiratorio varia de 2 a 10;
enquanto que a razdo ADP/O de 0,8 a 2,7, dependendo diretamente do
substrato respiratorio utilizado e do grau de acoplamento das mitocéndrias
isoladas. Na verdade, raros sdo 0s registros de controles respiratorios
superiores a 3,0, quando se utiliza mitocondrias isoladas de tecidos vegetais
(MARTINS & VERCESI, 1985; CARNIERI, 1986; SILVA, 1991). Valores de
controle respiratério superiores a 2,0 indicam que o ADP adicionado est4 sendo

efetivo em promover a aceleracdo da atividade respiratoria, uma vez que 0
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potencial de membrana esta sendo utilizado para promover a fosforilagdo do
ADP (CHANCE & WILLIAMS, 1956; DAY et al., 1987; BRYCE et al., 1990).

A CR=25

ADP/O=1,7
(81,3)
ADP
(33) & CR=2,7 B <—
ADP/O=1,7
(96,5)
CCCP C <
(35,5) /
:I: 160 nmoles de O,
Anaerobiose

e

1 min.

—

Figura 1 — Atividade respiratéria de mitocondrias isoladas de raizes de
beterraba (Beta vulgaris L.) durante o tempo de um minuto. As setas indicam:
M - adicdo de mitocondrias (0,5 mg de proteina); ADP - adicdo de ADP (100
nmM) e CCCP (0,7 nM). Os numeros entre parénteses referem-se as
velocidades de consumo de O, expressos em nmoles de O,.mint.mg™. CR -
Controle Respiratorio. A, B e C indicam os momentos nos quais foram retiradas
amostras para analise ultraestrutural. Este tracado € representativo de uma
série de 5 (cinco) repeticoes.
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De modo semelhante, as razbes ADP/O de 1,7 indicam que o
aproveitamento da energia armazenada pelo potencial de membrana esta
proximo do maximo tedrico possivel. Quando se utiliza succinato como
substrato respiratorio, a passagem dos elétrons pela cadeia respiratéria apenas
envolve dois sitios de conservacdo de energia, o que pode render até 2,0 ATP
(MITCHELL, 1961; MITCHELL, 1980; TAIZ & ZEIGER, 1998). O valor de 1,7
indica que cerca de 85% da energia armazenada no potencial de membrana
esta sendo aproveitada na sintese de ATP, o que s6 é possivel quando se tem

pelo menos 85% de mitocdndrias com membranas integras.

4.2. Captacao de Célcio

A Figura 2 mostra a captacdo de célcio por mitocondrias isoladas de
hipocotilos de soja, indicada pela queda na absorbéancia do arsenazo, ap6s a
adicdo de succinato. As mitocondrias de coledptiles de milho comportaram-se
de forma semelhante e, por isso, 0s seus tracados nao foram apresentados.

Considerando as mitocondrias de vegetais, a entrada de Ca* é
simultanea a entrada de fosfato, efetuada por um simporte Ca®* /Pi, e ocorre
por um processo eletroforético, em resposta ao potencial elétrico de
membrana, gerado pelo bombeamento de protons durante o transporte de
elétrons pela cadeia respiratoria (CARNIERI et al., 1987; SILVA et al., 1992).

Varios sdo os registros de captacdo de Ca?* envolvendo mitocondrias
isoladas de soja e de milho (MARTINS & VERCESI, 1985; CARNIERI, 1986;
SILVA, 1991), sendo que o tracado apresentado foi executado no sentido de
confirmar que as variedades utilizadas (Soja “UFV-16" e Milho “AG 1051") se
comportam de modo semelhante aos dados da literatura, uma vez que ha
grandes diferencas entre as espécies utilizadas ou mesmo entre as variedades
de uma mesma espécie (CARNIERI et. al.,1987; CHEN & LEHNINGER;
DIETER & MARME, 1980).

14
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Figura 2 — Captacédo de Ca?* por mitocondrias isoladas de coledptiles de
soja (Glycine max (L.) Merril.). O tragado foi iniciado com meio de reacéo ja
contendo mitocondrias (2,0 mg de proteina) e arsenazo Il (25 mM), em 3 ml
de meio de reacdo. Onde indicado, foram feitas trés adicdes de Ca?*,
totalizando 100 nM, succinato (2,0 mM) e CCCP (0,7 nM). As letras A,Be C
indicam os momentos em que foram retiradas amostras para analise
ultraestrutural. Este tracado € representativo de uma série de cinco

repeticoes.
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Na Figura 3, o tracado efetuado com mitocéndrias isoladas de raizes de
beterraba em presenca de Arsenazo lll indicaram que as mesmas nao sao
capazes de captar o Ca** adicionado ao meio de reacdo. Observou-se que
ndo houve variacdo da absorbéncia do Arsenazo apds a adicdo do substrato
respiratorio (succinato). Isto indica que, mesmo ap0s a sua energizacdo e o
estabelecimento de um potencial de membrana suficiente para o transporte de
Ca?*, este cation nao foi captado pelas mitocondrias de beterraba. Realmente,
o transportador mitocondrial de Ca?* ndo é de ocorréncia universal entre o0s
vegetais, existindo registros de sua auséncia em mitocondrias de folhas
brancas de repolho, tubérculos de batata e raizes de beterraba (MARTINS &
VERCESI, 1985; CARNIERI et al., 1987; SILVA et al., 1992). Também neste
caso, o tracado foi efetuado no sentido de confirmar que as variedades
disponiveis se comportavam do mesmo modo que 0s registros da literatura,
além de permitir a coleta de amostras para a andlise ultraestrutural.

Entre os animais, 0s numerosos registros da literatura indicam a
universalidade da presenca de transportador mitocondrial de Ca®* (CARAFOLI,
1979; McCORMACK et al, 1990; SILVA, 1991; POZZAN & RIZZUTO, 2000).
Entretanto, 0 mesmo nédo pode ser dito em relacdo as mitocondrias de plantas,
permanecendo aberta a discussdo acerca da existéncia, para os vegetais, de
espécies cujas mitocondrias captam Ca®*, enquanto outras ndo o fazem
(RUGOLO et al., 1990; SILVA et al., 1992; BUSH, 1993).

De modo semelhante, qualquer que seja a fonte das mitocondrias
consideradas, continua incerto se a captacdo mitocondrial de calcio é
importante para regular a atividade metabdlica da prépria organela ou para
ajudar na manutencéo do equilibrio na concentracéo citosélica dos fons Ca**
(DENTON & McCORMACK, 1985; HANSFORD, 1985; POZZAN & RIZZUTO,
2000).
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Figura 3 — Variagbes na absorbancia do arsenazo Ill ao se utilizar
mitocOndrias isoladas de raizes de beterraba (Beta vulgaris L.). O tracado foi
iniciado com meio de reacédo ja contendo mitocondrias (2,0 mg de proteina)
e arsenazo lll (25 nM), em 3 ml de meio de reacdo. Onde indicado, foram
feitas trés adicdes de Ca?*, totalizando 100 mM, succinato (2,0 mM) e CCCP
(0,7 mM). As letras A, B e C indicam os momentos em que foram retiradas
amostras para analise ultraestrutural. Este tracado é representativo de uma

série de cinco repeticoes.

17




4.3. Anéalise Ultraestrutural

A Figura 4 apresenta micrografias de mitocondrias isoladas a partir das
trés espécies estudadas, em meio de reacéo contendo Mg?*, succinato, fosfato,
porém sem adicdo de ADP.

Mitocbndrias isoladas tendem a ter uma forma esférica, em funcéo dos
processos de rompimento celular ocasionados pela centrifugacéo e, portanto,
nao foi possivel avaliar comparativamente o formato das mesmas nos
diferentes materiais estudados, baseando-se na sua forma intacta nos tecidos
vegetais.

As mitocondrias de beterraba apresentaram, em geral, cristas mais
estreitas (lamelares ou de conformacdo ortodoxa) e uniformes quando
comparadas as mitocondrias de hipocaétilos de soja e coledptiles de milho.
Apresentaram uma matriz com aparéncia mais uniforme e com volume interno
proporcionalmente superior ao observado nas organelas isoladas de hipocétilos
de soja e coledptiles de milho. As mitocéndrias isoladas de raizes de beterraba,
na auséncia de ADP, apresentaram um aspecto semelhante a conformacao
denominada de ortodoxa, por HACKENBROCK & CAPLAN (1969) e HUNTER
et al. (1976), ou denominada de lamelar, por BOZZOLA & RUSSELL (1992).

E importante ressaltar que nas preparacdes de mitocdndrias isoladas das
espécies analisadas (Figura 4) foi obtido um excelente grau de purificacdo, com
baixa ocorréncia de outras organelas contaminantes no meio. Organelas, como
peroxissomas e proplastideos, foram raramente observadas. Além disso,
constatou-se que as mitocondrias isoladas encontravam-se, estruturalmente,
integras em sua maioria, podendo ser visualizadas as duplas membranas da
organela, as invaginacbes na membrana interna (cristas) e as granulactes da
matriz, principalmente aquelas correspondentes aos ribossomos e outros

granulos eletrondensos.
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Figura 4 - Micrografias eletrbnicas de transmissao mostrando mitocéndrias isoladas
de (A) hipocdtilos de soja (Glycine max (L.) Merril.); (B) coledptiles de milho (Zea mays
L.); e (C) raizes de beterraba (Beta vulgares L.), em meio de reacéo contendo Mg** e
succinato, sem adicdo de ADP. CIl — Cristas lamelares; Ct — Cristas tubulares.
Aumento de 38.000 X. Escala 0,5 nm.
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Em mitocondrias isoladas de hipocétilos de soja, em meio de reacao
contendo Mg** (Figura 5 A), observou-se o predominio de cristas do tipo
tubular, com largos espacos entre as mesmas, mesmo antes da ocorréncia da
fosforilagdo oxidativa. Durante a fosforilagdo oxidativa (estado 3) (Figura 5 B),
promovida pela adicdo de ADP ao meio de reacéo, observou-se o aumento do
espaco entre as cristas e, consequentemente, reducdo no volume da matriz,
que se tornou mais densa em relacao a situacao inicial. Apos a fosforilagédo
oxidativa (estado 4) (Figura 5 C) houve uma diminuicdo do espaco entre as
cristas, além de uma reducéo na densidade da matriz. Resultados semelhantes
foram obtidos para mitocondrias isoladas de raizes de beterraba (Figura 7),
embora essas transformacfes tenham sido mais discretas. Ao contrario,
mitocéndrias de coledptiles de milho ndo apresentaram diferencas significativas
em sua ultraestrutura (Figura 6), considerando-se os diferentes estados
analisados.

N&o foram encontrados dados na literatura de trabalhos com
mitocondrias de plantas que pudessem ser utilizados como parametro de

comparacao com os dados obtidos neste trabalho.
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Figura 5 - Micrografias eletrénicas de transmissdo mostrando mitocondrias isoladas
de hipocétilos de soja (Glycine max (L.) Merril), em meio de reacdo com Mg®*. (A)
Apés a energizacdo, pela adicdo de succinato (2 mM) e antes da fosforilagdo
oxidativa; (B) Ap6s energizacdo com adicao de ADP e durante a fosforilacdo oxidativa
(estado 3); (C) MitocOndrias energizadas apos a fosforilacdo oxidativa (estado 4). Cl -
Cristas lamelares; Ct — Cristas tubulares. Aumento de 38.000 X. Escala 0,5 nm.
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Figura 6 - Micrografias eletrdnicas de transmissdo mostrando mitocondrias isoladas
de coledptiles de milho (Zea mays L.) em meio de reacdo com Mg*. (A) Apds a
energizacdo, pela adicdo de succinato (2 mM) e antes da fosforilacdo oxidativa; (B)
Apbs energizacao com adicdo de ADP e durante a fosforilacdo oxidativa (estado 3);
(C) Mitocondrias energizadas apos a fosforilagdo oxidativa (estado 4). Cl - Cristas
lamelares; Ct — Cristas tubulares. Aumento de 38.000 X. Escala 0,5 nm.
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Figura 7 - Micrografias eletrénicas de transmissdo mostrando mitocondrias isoladas
de raizes de beterraba (Beta vulgares L.) em meio de reacdo com Mg®*. (A) Apés a
energizacao, pela adicdo de succinato (2 mM) e antes da fosforilagdo oxidativa; (B)
Apés energizacdo com adicdo de ADP e durante a fosforilacdo oxidativa (estado 3);
(C) Mitocbndrias energizadas apés a fosforilacdo oxidativa (estado 4). Cl - Cristas
lamelares; Ct — Cristas tubulares. Aumento de 38.000 X. Escala 0,5 nm.
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Em meio de reacdo contendo Ca?* (na auséncia de Mg?"), as
mitocondrias isoladas de hipocétilos de soja passaram de uma conformacao
predominantemente ortodoxa (antes da adi¢cado de succinato) (Figura 8 A) para
uma conformacgdo condensada ao se adicionar succinato para energizar as
organelas (Figura 8 B). Observou-se 0 aumento do espaco das cristas em
relacdo ao controle experimental, possibilitando, assim, que a maioria das
cristas adquirissem a forma tubular (conformacéo condensada). Ao acrescentar
CCCP as mitocbndrias no estado energizado (Figura 8 C), diminuiram o
espaco interno das cristas em relacdo a condicdo ndo desacoplada anterior,
voltando a conformacdo ortodoxa inicial. Comportamento semelhante foi
apresentado pelas mitocondrias isoladas de milho (Figuras 9 A, B e C).

Em mitocodndrias isoladas de beterraba, na presenca de Ca** e succinato
(estado energizado) observou-se que o0 espaco interno das cristas nao foi
alterado, havendo predominio de cristas do tipo lamelar e abundante espaco de
matriz, caracteristicos da configuracdo ortodoxa (Figuras 10 A e B). Com a
adicdo de CCCP (Figura 10 C) também n&o houve alteracbes na forma das
cristas e no espaco interno da matriz.

As micrografias obtidas de mitocéndrias isoladas de tubérculos de batata
ndo foram apresentadas neste trabalho, uma vez que néo foi possivel obter
preparados com nivel confiavel de seguranca quanto ao seu estado de
preservacao e auséncia de artefatos.

Nas mitocdndrias de todas as espécies estudadas foram observadas
discretas granulacbes eletrodensas, de forma muito regular e esférica, com
cerca de 0,04 mm de diametro. Nao houve diferencas marcantes no padréo de
distribuicdo desse tipo de granulac&o, ou seja, mitocondrias ndo captadoras de
calcio (como as de beterraba) apresentaram granulacdes semelhantes as
mitocondrias captadoras (soja e milho) (Figuras 5 a 10). Também nao
ocorreram diferencas nas granulacfes quando as mitocdndrias acumularam
calcio ou quando elas foram desacopladas pela adicdo de CCCP (Figuras 8, 9
e 10). O desacoplamento promove a saida de calcio do seu interior (SCARPA
& AZZONE, 1970; NICHOLLS & AKERMAN, 1982). Essas observacdes nao
permitiram afirmar que o tipo de granulacdo observado corresponde a

depositos de célcio como foi sugerido por GREENAWALT et al., 1964 e por
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HANSON & HODGES (1967). Além disso, em nenhum dos materiais utilizados
foram observados granulaces grosseiras, com bordos afilados como aquelas
descritas por PEVERLY et al. (1974), como sendo acumulo de fosfato de
calcio. Estes autores obtiveram apenas este tipo de granulacdo quando as
mitocondrias foram tratadas com elevadas concentracfes de célcio externo
(acima de 80 nmoles de Ca** por mg de proteina).

De acordo com a revisao apresentada por BENCHIMOL (1998), a adicao
de 5 mM de CaCl,, nas solucdes fixadoras e pés-fixadoras, permite identificar
sitios com alta afinidade por calcio. Acrescentando-se o ferrocianeto de
potassio a essas solucbes observou-se a formacdo de precipitados
eletrodensos em grandes extensdes da célula. Segundo este mesmo autor, a
técnica do ferrocianeto de potassio € Gtil, ndo somente na localizacédo de calcio,
bem como para melhor evidenciar os sistemas trilaminares de membrana, pois
ocorre a formacéo de complexos de 6smio-ferro ligados ao cianeto por pontes,
que sdo quelados por proteinas de membrana eficazes no sequestro de ions.
Embora esta técnica tenha sido utilizada no desenvolvimento dos
experimentos, ndo podemos afirmar que as granulacdes finas evidenciadas nas
fotomicrografias sejam depoésitos de calcio, em funcdo das argumentacdes
utilizadas nos paragrafos anteriores.

Desta forma, constatou-se que mitocondrias isoladas de milho
assemelham-se as as mitocéndrias de soja, no que se refere ao padrdo de
comportamento fisiolégico de captacdo de calcio, assim como em relacdo ao
tamanho e disposi¢éo das cristas, diferindo ambas, em relagédo as mitocéndrias
de beterraba. Também nao foram observadas alteracbes conformacionais em
mitocondrias isoladas de raizes de beterraba por ocasido de sua energizacao
com succinato, em presenca de Ca®*, ao contrario do que ocorreu com as
mitocdndrias captadoras de calcio (soja e milho), que assumiram a

conformacado condensada enquanto acumulavam calcio.
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Figura 8: Micrografias eletrbnicas de transmissao mostrando mitocondrias isoladas
de hipocoatilos de soja (Glycine max (L.) Merril) em presenca de Arsenazo Il e calcio.
(A) Estado ndo energizado (auséncia de substrato respiratério). (B) Estado
energizado (presenca de substrato respiratério). (C) Estado energizado com
desacoplamento artificial pela adicdo de CCCP (0,7 nM). CI - Cristas lamelares. Ct -
Cristas tubulares. Aumento de 38.000 X. Escala 0,5 nm.
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Figura 9: Micrografias eletrénicas de transmissdo mostrando mitocondrias isoladas de
coledptiles de milho (Zea mays L.) em presenca de Arsenazo Il e célcio. (A) Estado
ndo energizado (auséncia de substrato respiratério). (B) Estado energizado (presenca
de substrato respiratorio). (C) Estado energizado com desacoplamento artificial pela
adicdo de CCCP (0,7 mM). CI - Cristas lamelares. Ct - Cristas tubulares. Aumento de
38.000 X. Escala 0,5 nm.
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Figura 10: Micrografias eletrbnicas de transmissdo mostrando mitocéndrias isoladas
de raizes de beterraba (Beta vulgaris L.) em presenca de Arsenazo lll e célcio. (A)
Estado ndo energizado (auséncia de substrato respiratorio). (B) Estado energizado
(presenca de substrato respiratorio). (C) Estado energizado com desacoplamento
artificial pela adicdo de CCCP (0,7 nM). CI - Cristas lamelares. Ct - Cristas tubulares.
Aumento de 38.000 X. Escala 0,5 nm.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Foram estudadas mitocdndrias isoladas de hipocoétilos de soja,
coleoptiles de milho, raizes de beterraba e tubérculos de batata, no sentido de
comparar ultraestruralmente mitocondrias que apresentam transportador de
Ca?" (soja e milho) com outras que s&o incapazes de acumular este cation
(beterraba e batata). As mitocéndrias foram analisadas quanto a sua atividade
respiratéria, grau de acoplamento, consumo de Ca’* e aspectos de sua
ultraestrutura. As analises de atividade respiratéria foram acompanhadas por
meio de um eletrodo seletivo de oxigénio (do tipo Clark) e a captacdo de calcio
foi avaliada seguindo-se a variacdo da absorbancia do corante Arsenazo lll, a
652 nm. Amostras das mitocondrias isoladas, coletadas em diversos momentos
das avaliacBes fisioldgicas, foram precipitadas a 12.000 g. As mitocéndrias
precipitadas foram fixadas em glutaraldeido e paraformaldeido, p6s-fixadas em
tetroxido de ésmio e incluidas em resina tipo Spurr. Os cortes obtidos foram
contrastados com citrato de chumbo e acetato de uranila e analisados em
microscoépio eletrénico.

Os dois tipos de mitocdndrias (captadoras e ndo captadoras de calcio)
mostraram-se acoplados, com controle respiratério superior a 2,5 e razdo
ADP/0 superior a 1,7, quando energizadas pela adi¢do de succinato ao meio de

reacdo. As mitocondrias isoladas de hipocétilos de soja e de coledptiles de
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milho acumularam célcio em seu interior, retirando-o do meio de reacao,
enguanto as mitocéndrias de raizes de beterraba e de tubérculos de batata ndo
foram capazes de retirar calcio do meio. A analise ultraestrutural evidenciou o
alto grau de purificacdo das mitocondrias isoladas, sendo que as mesmas
apresentaram-se, na maioria das vezes, com membranas integras, variando do
estado ortodoxo, para o estado condensado, em consequéncia da adicdo de
ADP ao meio de reacdo, retornando ao estado ortodoxo inicial, apés a
fosforilagdo de todo o ADP adicionado. Na matriz, finamente granulosa, além
dos ribossomos, foram observados granulos esféricos e uniformes, presentes
em todos os tipos de mitocondrias, independente de serem capazes de captar
Ca®" ou ndo. Nao foram observadas alteracdes nesse tipo de granulacdo
quando as mitocondrias de soja e de milho encontravam-se em atividade de
captacdo de Ca®'. Entretanto, ao contrario das mitocondrias isoladas de
beterraba, as mitocondrias de soja e de milho passaram para a conformacao

condensada, enquanto captavam Ca®" do meio de reac&o.
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