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EXTRATO

BORGES, Regis, M.S. Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 1999.
Caracterizagdo cinética da isocitrato desidrogenase de mitocdndrias de
batata e de soja. Orientador: Marco Aurélio Pedron e Silva. Conselheiros:
Maria Goreti de Almeida Oliveira, Maurilio Alves Moreira e Paulo Roberto
Mosquim.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a regulacdo da atividade da
isocitrato desidrogenase dependente de NAD® (NAD™-IDH), por cétions
divalentes e nucleotideos de adenina, em mitocondrias vegetais. Para isto,
utilizaram-se extratos enzimaticos de mitocondrias isoladas de hipocotilos e
raizes de soja e de tubérculos de batata, tendo a atividade da enzima sido
determinada, espectrofotometricamente, pela reducdo do NAD™ a 340 nm. A
NAD*-IDH, independente da fonte da enzima, apresentou atividade Gtima em
pH 7,5 e temperatura de 35 °C. O armazenamento em banho de gelo ocasionou
perda progressiva de atividade enzimatica, semelhante para os materiais
utilizados. A -20 °C, a enzima extraida de soja mostrou maior estabilidade, em
funcdo do tempo, que a de tubérculos de batata Os cétions Mn** e Mg*
estimularam a atividade da enzima, além de reverterem os efeitos do EGTA,
porém, o Ca’* ndo teve as mesmas influéncias. Houve pequena diminuicdo da

atividade enzimatica em presenca do ADP e uma diminuicdo da atividade



enzimética mais drastica em resposta ao ATP, independente da fonte da enzima.
O célcio ndo interferiu no efeito dos nucleotideos de adenina. Os valores de Ky,
app © Vimax app APArentes néo foram alterados pelo célcio. Em média, os valores de
Kwm app fOram em torno de 0,10 mM. Para as mitocondrias de batata Vi app fOI de
28 nm min' e para soja, em torno de 13 nm min™. Os dados n& permitem
associar a capacidade de mitocondrias em acumular Ca®* com um possivel
controle diferencial deste cation sobre a atividade da isocitrato desidrogenase
dependente de NAD™.



ABSTRACT

BORGES, Regis, M.S. Universidade Federal de Vigosa, December 1999. Kinetic
characterization of NAD'-isocitrate dehydrogenase from potato and
soybean mitochondria Adviser: Marco Aurélio Pedron e Silva. Committee
Members: Maria Goreti de Almeida Oliveira, Maurilio Alves Moreira and
Paulo Roberto Mosquim.

This work focused on the regulation of NAD™-isocitrate dehydrogenase,
by cations and adenine nucleotides, in plant mitochondria, using enzymatic
extracts from soybean roots and hypocotils and potato tuber. NAD*-IDH was
assayed by following the reduction of NAD™ a 340 nm. Maximum enzyme
activity, regardless of the source of the enzyme (potato or soybean), was
achieved at pH 7.5 in 25 mM HEPES and 35 °C. Both enzymatic extracts
exhibited a progressive and similar loss of activity when stored in an ice bath.
The enzymatic extract from soybean mitochondria showed the largest stability
under storage at -20 °C. The cations Mn®* and Mg?* stimulated the enzymatic
activity, in addition to reverting the effects of EGTA, even though Ca®* was not
equaly effective. There was a short inhibition of the enzymatic activity in
presence of ADP, and a drastic inhibition in response to ATP. Calcium did not
change the adenine nucleotides effect. Ky 4, Vaues were not atered by calcium

and, on the average, they were in the range of 0.10 mM, regardless the source of

Xi



the enzyme. The values of Vs app Were 28 nmmin™, for potato, and 13 nmmin*, for
soybean. As a whole, the present results do not support the view that
mitochondrial capacity in accumulating calcium is associated to the differential

control of the calcium on the NAD *-isocitrate dehydrogenase activity.
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1. INTRODUCAO

O fluxo de metabdlitos por meio do ciclo de Krebs esta sob complexa
regulacdo. Dentre os fatores que governam esse fluxo estdo a disponibilidade de
substratos, 0 acimulo de produtos e os intermediarios (HANSFORD, 1980). Além
desses fatores, existem outros tidos como extrinsecos, como as ateragbes na
concentracgao citosolicade calcio.

Em céulas animais, os aumentos na concentracdo citosdlica de célcio,
ocasionados pela acdo de hormoénios ou pelos estimulos extracelulares, geram
mudancas nos processos celulares, que, comumente, conduzem ao aumento da
demanda energética celular. Esta demanda, geramente, é suprida pelo aumento na
producdo de ATP pelas mitocondrias (NICHOLS et a., 1994). Um dos
mecanismos que participam do aumento da sintese de ATP mitocondrial envolve a
ativagdo, pelo célcio, de trés enzimas do ciclo de Krebs, que sdo: a piruvato
desidrogenase, a isocitrato desidrogenase e a oxoglutarato desidrogenase
(RUTTER et a., 1987; RUTTER e DENTON, 1988). O cdcio atua sobre a
isocitrato e a oxoglutarato desidrogenase, diminuindo os valores de Ky para os
seus respectivos substratos (RUTTER e DENTON, 1989). A piruvato
desidrogenase, por outro lado, é indiretamente regulada pela fosforilacéo
reversivel, pois o calcio estimula esta enzima, por ativar uma fosfatase e inibir

umacinase, o que favorece aformamais ativa da enzima (HANSFORD, 1991).



Segundo MCCORMACK et d. (1992), adém da ativacdo das
desidrogenases intramitocondriais, citadas anteriormente, 0s aumentos da
concentracéo de calcio na matriz mitocondrial influenciam outras duas enzimas-
chave envolvidas no metabolismo energético. A primeira destas enzimas é uma
pirofosfatase, que pode ser inibida por ions célcio, na mesma faixa de
concentracdo de Ca’* das desidrogenases, e a segunda, ativada pelo cécio ao
longo da rota de producdo de energia, € a prépria ATP sintase. A sensibilidade
dessas enzimas ao célcio tem sido mostrada em extratos mitocondriais de diversos
tecidos animais, especialmente de coracéo e figado. Por outro lado, MYERNYK e
RANDALL (1987), estudando as propriedades regulatorias do complexo piruvato
desidrogenase de suspensbes mitocondriais de ervilha, observaram que a
dependéncia da enzima a cétions é mais bem suprida por Mg®* ou Mn** e que o
Ca* atua como um antagonista na ativacao da enzima por outros ctions.

De acordo com McCORMACK e DENTON (1981) e McCORMACK et
a. (1992), a capacidade de o célcio regular essas desidrogenases parece estar
restrita as mitocondrias dos tecidos de vertebrados, pois somente estes possuem
sistemas transportadores de calcio.

HANSFORD e ZOROV (1998) relacionaram o aumento na producéo de
ATP a variagcdes na concentracdo citosolica de cdlcio. Essa resposta ocorreria em
funcdo da fidelidade com a qual as variagbes citosOlicas sdo traduzidas em
mudancas ha concentracdo intramitocondrial de cdcio. McCORMACK e
DENTON (1981) sugeriram que a regulacdo dessas desidrogenases em plantas e
insetos é feita pelas razdes ADPIATP e NAD*/NADH.

Entretanto, outras abordagens que envolvem mitocOndrias de plantas
mostram que, dependendo da espécie, do tecido e da idade da planta, os sistemas
transportadores de calcio podem ser encontrados nesses organismos, porém
diferenciando-se daqueles encontrados em vertebrados, por apresentarem uma
atividade mais baixa e pela exigéncia absoluta de transporte simulténeo de fosfato
(CARNIERI et al., 1987; VERCESI et a., 1989). Foi constatada a presenca de
sistemas de transporte de cllcio em mitocondrias de coledptilos de milho, e
hipocétilos de soja, feijdo e café (CARNIERI, 1986; MARTINS et a., 1986).



Entretanto, as mitocondrias de folhas brancas de repolho, tubérculos de batata e
raizes de beterraba ndo possuem transportadores que lhes permitam acumular
calcio (MARTINS e VERCES!I, 1985; SILVA, 1991).

Em céulas de determinados tecidos animais, a concentracéo intracelular
de célcio é controlada, principalmente, pela sua extrusdo através da plasmalema e
pelo seu acumulo em outras organelas, como o reticulo endoplasmatico e as
mitocondrias, por meio de transportadores, bombas e canais idnicos (MARME,
1985; BUSH e SZE, 1986; GILROY et a. 1987; CHANSON, 1993;
TREWAVAS, 1999).

As céulas vegetais também podem controlar os niveis de cacio
intracelular, mas dependem de sistemas adicionais, como a imobilizagdo desses
ions na parede celular e 0 seu acimulo nos cloroplastos e no vacuolo, sendo este
altimo o maior loca de depésito intracelular de cllcio (CHIANG e DILLEY,
1987; KAUSS, 1987; VERCESI et d., 1989; TREWAVAS, 1999).

A participagdo das mitocondrias no controle da homeostase celular do
Ca* é controvertida Alguns pesquisadores defendem a idéia de que os
transportadores mitocondriais de Ca?* seriam os mais importantes para a regulagéo
da concentragdo do ion em sua matriz (DENTON e McCORMACK, 1985;
HANSFORD, 1985; VERCESI, 1993; NICHOLS e DENTON, 1995). Para esses
pesquisadores, o calcio atuaria no metabolismo celular, aumentando a capacidade
fosforilativaintramitocondrial.

Dentre as desidrogenases que participam do controle do fluxo de
metabolitos através do ciclo de Krebs, PALOMO et a. (1998) destacam a
isocitrato desidrogenase, por fornecer o substrato (2-oxoglutarato) de uma rota
metabolica muito importante em plantas superiores, que é a rota de assimilagdo do
nitrogénio organico via sistema GS/GOGAT.

Em plantas superiores, a formagdo do 2-oxoglutarato, que representa um
dos pontos de conexdo entre 0 metabolismo do carbono e o do nitrogénio, €
catalisada por duas enzimas. a isocitrato desidrogenase dependente de NAD®
(NAD*-IDH, EC 1.1.1.41) e a isocitrato desidrogenase dependente de NADP*
(NADP'-IDH, EC 1.1.1.42). Essas enzimas catalisam a descarboxilagdo oxidativa



do isocitrato, produzindo o 2-oxoglutarato numa reagéo acoplada a reducdo de
NAD(P)" (CORNU et a., 1996). Essas enzimas extraidas de ervilha apresentam
cinética de MichaglisMentem para NAD®, tendo NADH como inibidor
competitivo e NADPH como inibidor ndo-competitivo. A cinética € sigmoidal em
relacdo ao isocitrato, sendo influenciada pelo pH (COX e DAVIES, 1969), pelo
citrato e pelos ions metalicos (DUGGLEBY e DENNIS, 1970) e pelo estado
oligomérico daenzima (McINTOSH e OLIVER, 1992).

Na verdade, outros estudos com células vegetais indicam a existéncia de
outras isoformas dessa enzima. Segundo McINTOSH e OLIVER (1992), as
células vegetais possuem pelo menos quatro formas de isocitrato desidrogenases.
Além da NAD"-IDH, isoforma especifica de mitocondrias associada ao ciclo de
Krebs, existem outras isoformas dependentes de NADP" especificas do citosol,
dos cloroplastos e das mitocondrias. Além disto, TEZUKA e LATIES (1983) e
MCcCINTOSH (1997), trabalhando com mitocondrias de ervilha e batata,
respectivamente, constataram a existéncia de isoformas da enzima associadas a
membrana interna mitocondrial (face matricial) com caracteristicas cinéticas
distintas.

Trabalhos que envolvem mitocdndrias de vertebrados (RUTTER e
DENTON, 1988) mostram, de fato, que a NAD*-IDH é um importante ponto de
controle do ciclo de Krebs, pois a atividade da enzima € absolutamente dependente
da presenca de fons Mg®*, Mn**, ou Co?*, e é sensivel & regulacéo por uma série de
metabdlitos, incluindo ADP como ativador alostérico e ATP e NADH como
inibidores (GABRIEL et al., 1985).

Quanto a regulacdo por calcio, RUTTER e DENTON (1989) e NICHOLS
e DENTON (1995) relataram que a sensibilidade da enzima ao ion é muito
influenciada pela razéo ADP/ATP. Além disto, os autores inferiram, também, que
a sensibilidade ao célcio pela NAD'-IDH pode ser substancialmente menor que a
de desidrogenases mitocondriais, quando as enzimas sdo avaliadas sob condicbes
idénticas de experimentagd0 em mitocoOndrias permeabilizadas e em extratos

mitocondriais.



Dentre as varias dificuldades de trabalhar com mitocondrias vegetais,
como a liberagdo de proteases, como consequiéncia do rompimento dos tecidos, e a
necessidade da adicdo de agentes protetores, existe ainda a dificuldade especifica
de trabalhar com a NAD'-IDH, que é relativamente instéavel. Algumas tentativas
para estabilizar a enzima incluem o uso de glicerol (COX e DAVIES, 1967,
GIORGIO et a., 1970), de citrato (BARNES et al., 1971) e de polietileno glicol
(WADANO et a., 1989). Em virtude dessas dificuldades, a NAD™-IDH de tecidos
vegetais ndo foi ainda purificada até a homogeneidade, embora aguns trabalhos ja
tenham sido feitos com enzimas de ervilhas (McINTOSH e OLIVER, 1992) e de
batata (RASMUSSON e MOLLER, 1990).

Sumarizando, MCCORMACK e DENTON (1981) justificaram a falta de
regulagdo, pelo célcio, da NAD™-IDH de mitocondrias de plantas pela auséncia do
transportador deste ion, nestas organelas. No entanto, outros pesquisadores
mostraram que muitas mitocondrias de vegetais possuem sistemas que as
permitem acumular cdlcio (MARTINS et al., 1986).

Existem algumas referéncias a NAD'-IDH de tubérculos de batata
(LATIES, 1983), cujas mitocondrias ndo captam cacio (SILVA, 1991), mas
nenhuma informagéo sobre as desidrogenases de mitocondrias de soja, que séo
capazes de acumular calcio, de modo semelhante as de vertebrados (CARNIERI,
1986). Por isto, julga-se importante caracterizar a NAD™-IDH de mitocondrias de
soja e werificar os efeitos de cétions divalentes e de nucleotideos de adenina (ATP
e ADP) sobre a atividade dessa enzima. Além disto, é necess&rio comparar 0s
efeitos do fon Ca’* sobre a atividade da enzima extraida de mitocondrias que

captam calcio (soja) e outras que ndo o captam (batata).



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao do material vegetal

Sementes de soja (Glycine max (L.) Merrill), variedade UFV 16,
fornecidas pelo Departamento de Fitotecnia da UFV, foram lavadas em agua
corrente, esterilizadas com hipoclorito de sédio 0,5%, por 60 minutos, e,
posteriormente, lavadas em é&gua destilada (cinco vezes). As sementes foram
colocadas para germinar, umedecides e mantidas no escuro a temperatura
ambiente, dentro de caixas plasticas com areig previamente esterilizada com
hipoclorito de sédio 0,5 % Cinco dias apbs o plantio, as raizes e os hipocétilos
foram destacados e utilizados conjuntamente, para a extracéo das mitocondrias.

Tubérculos de batata (Solanum tuberosum L.), cultivar Binje, foram
obtidos em mercado local e mantidos em camara refrigerada (de 5 a 10 °C), no

escuro, até o momento da utilizacéo.



2.2. |solamento de mitocondrias

2.2.1. Mitocondrias de hipocdtilos e deraizes de soja

Cerca de 100 g de hipocdtilos e raizes destacados das plantulas de soja
foram cortados finamente com tesoura e suspensos em 500 mL de meo de
extragdo basico (manitol 400 mM, BSA 0,1 %, EGTA 2 mM, cisteina 3 mM e
HEPES 10 mM, pH 7,6), de acordo com o procedimento descrito por DIOLEZ e
MOREAU (1983).

A homogeneizagdo dos tecidos foi feita com o auxilio de homogeneizador
polytron, durante um periodo de 5 segundos, no nivel cinco de intensidade. Apés
filtragem através de oito camadas de gaze e uma camada de néilon, o pH da
suspensao foi gustado para 7,2, com KOH. A suspensdo foi centrifugada a
1.200g, por 10 minutos, descartando-se o precipitado e centrifugando o
sobrenadante a 9.000 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 centrifugacéo a
6.800 g, durante 10 minutos. O sedimento resultante (rico em mitocondrias) foi
suspenso, com o auxilio de um pincel, no volume minimo possivel (~ 500 ni.) de
meio de suspensdo (manitol 300 mM, BSA 0,1 % e HEPES 10 mM, pH 7,2),

obtendo-se a suspensao mitocondrial.

2.2.2. MitocOndrias detubérculosde batata

Aproximadamente 500 g de batatas lavadas e descascadas foram cortados
em pedacos alongados, que foram submetidos a ruptura de seus tecidos com a
utilizacdo de uma centrifuga doméstica (Walita), para extracdo de sucos. Durante
essa etapa, foi feita a adicdo concomitante de meio de extragcdo gelado (manitol
400 mM, BSA 0,1%, EGTA 2 mM, cisteina 3 mM e HEPES 10 mM, pH 7,6).
ApOs a homogeneizagdo do material, a filtragem em oito camadas de gaze e uma

camada de néilon e o gjuste de pH 7,2, o materia foi submetido a centrifugacdo



diferenciada, para fracionamento celular. Uma primeira centrifugacédo a 700 g,
durante 5 minutos, serviu para eliminar as células mal rompidas, as organelas de
maior densidade e outras contaminagdes como 0 excesso de amido do material. O
sobrenadante foi, entdo, submetido a uma centrifugacdo de 1.200g, por
10 minutos. O novo sobrenadante foi recolhido e novamente centrifugado a
9.000 g, durante 10 minutos. O sedimento foi suspenso, com o auxilio de um
pincel, 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 a suspensdo foi submetida
a uma ultima centrifugacéo de 6.800 g, por 10 minutos. O precipitado obtido (rico
em mitocondrias) foi suspenso da mesma forma descrita para 0s outros materiais.
Todos os procedimentos descritos neste item foram conduzidos a 4 °C,

tendo as amostras de interesse sido mantidas em banho de gelo.

2.3. Obtencao dos extratos enzimaticos

Os extratos enzimaticos utilizados correspondem as suspensdes
mitocondriais obtidas conforme o item 2.2., acrescidas de Triton X-100 0,05 %,
para a ruptura das membranas mitocondriais, e glicerol 5 M, a fim de estabilizar a
atividade da isocitrato desidrogenase, que in vitro é bastante instavel (COX e
DAVIES, 1969). Os extratos enzimaticos foram divididos em aliquotas de 300 nL
e mantidos a -20 °C, por um periodo maximo de sete dias. No momento do uso, as

aliguotas foram descongel adas e mantidas em banho de gelo.

2.4. Determinacéo da atividade da isocitrato desidr ogenase

A aividade da NAD*-IDH foi avaliada de acordo com a metodologia
descrita por COX e DAVIES (1967), com modificages. A atividade da enzima foi
determinada espectrofotometricamente, acompanhando a formacdo de NADH a
340 nm, com volume final de 1 mL de meio de reagdo contendo: NAD™ 0,5 mM,
isocitrato 0,3 mM e HEPES 25 mM, em pH 7,5. A reacdo foi iniciada pela adi¢éo

do extrato enzimético (70 ng de proteina para mitocondrias de tubércul os de batata



e 95 ng de proteina para mitocondrias de soja) e acompanhada durante 2 minutos
(periodo de linearidade), a temperatura de 35 °C e pH 7,5. Outras condicdes e
inclusdes ao meio de reacdo estdo indicadas nalegenda de cada figura

Para todos os experimentos, foram feitas trés repeticdes. Os valores de
absorbancia das solugdes foram transformados em concentracdo e a atividade
enzimatica foi expressa em pmoles de NADH formado por minuto, por miligrama

de proteina, de acordo com a seguinte equacao:

_6A340, 0

Y " 108
&ecit. H

/ mg.proteina (D

em que
V = velocidade da reagéo enzimatica;
Az, = absorbanciaa 340 nm;
e = coeficiente de extingdo molar do NAD(P)* (e = 6,22 x 10° M™* cm™);
¢ = caminho 6ptico (1,0cm); e

t = tempo de reacéo (120 segundos).
2.4.1. Efeito datemperatura

O efeito da temperatura sobre a taxa de oxidacdo do isocitrato, catalisada
pdla NAD™-IDH, foi determinado a intervalos de 5 °C, entre 10 e 50 °C, utilizando
um banho-maria acoplado ao espectrofotometro. Os valores de absorbancia

obtidos foram convertidos em velocidade da reagdo enzimética, segundo a equacgéo

(1).
2.4.2. Efeitodo pH

O efeito do pH sobre a taxa de oxidagdo do isocitrato pela isocitrato
desidrogenase foi determinado numa faixa de pH variando entre 4,0 e 9,5,

mediante 0 uso dos seguintes sistemas-tampao, na concentragdo de 25 mM:



Tampao pH

Acido acético/acetato de sodio 4,0a5,5
MES 6,0a6,5
HEPES 7,0a8,5
Tricina 9,0
Acido borico/borato de sodio 95

2.4.3. Efeito de cationsdivalentes

Ao meio de reacdo descrito no item 2.4., foram acrescentados EGTA e,
ou, os cétions Mn**, Mg®* e Ca”*. Para avaiacdo da concentragdo livre de cada
cation, foram feitos célculos, utilizando um programa de computador fornecido
pela professora Eva Gunila S. Carnieri, do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federa do Parana A concentragdo de EGTA foi mantida em

100 mM e a concentracdo livre dos trés cétions variou de zero a5 mM.

2.4.4. Efeitode ADP e ATP

Ao meio de reacdo que continha Mn** na concentracdo de 1 mM, foram
adicionados ADP ou ATP (0; 1; 3 e 5 mM), na presenca ou auséncia de Ca’*

(100 nM). As demais condigdes foram as mesmas descritas no item 2.4.

2.4.5. Estabilidade do extrato enzimatico

O efeito do armazenamento sobre a estabilidade da enzima foi testado
mediante o uso dos dois procedi mentos:

a) Determinacdo da atividade enzimética de 24 em 24 horas, ao longo de

uma semana. Neste caso, 0 extrato enzimético foi armazenado em banho de gelo,

durante todo o periodo de analise.
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b) Determinacdo da atividade enzimética a intervalos de 24 horas, por um

periodo de dez dias. Neste experimento, 0s extratos enzimaticos foram
armazenados a -20 °C, em pequenas fragcdes (300 ni) acondicionadas em tubos

Eppendorf, que foram descongel adas no momento do uso.

2.4.6. Determinacao dos par ametr os cinéticos

A dividede da NAD™-IDH foi determinada, conforme anteriormente
descrito, em presenca de Mn?* 1 mM, tendo sido utilizado o isocitrato como
substrato enzimatico, nas seguintes concentragdes. 0,04, 0,08, 0,2, 0,3, 0,6, 1,0, 1,2
e 2,4 mM. Posteriormente, foi avaliado o efeito do célcio, adicionando-se Ca** na
concentracdo de 100 nM, em tampdo HEPES 25 mM, empH 7,5ea35°C.

Os parémetros cinéticos, nas condicdes citadas, foram obtidos por meio de

regressao ndo-linear, utilizando o programa de computacéo Enziffiter.
2.5. Determinacgao de proteina
A concentracdo de proteina das suspensdes mitocondriais foi determinada

pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), tendo sido utilizada a curva-
padréo de BSA.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Estabilidade do extrato enzimatico

Os ensaios enzimaticos foram feitos, inicialmente, utilizando as
suspensdes mitocondriais intactas. Entretanto, a atividade da enzima NAD'-IDH
caia a quase zero, em cerca de 3 horas, mesmo sob armazenamento a 4 °C (dados
néo-mostrados). Optou-se, entdo, pela adicdo de glicerol (5 M de concentracéo
final) a suspensdo mitocondrial, a semelhanca dos procedimentos de COX e
DAVIES (1967) e GIORGIO et . (1970).

Nas suspensdes mitocondriais acrescidas de glicerol e mantidas em banho
de gelo, a atividade da NAD™IDH de mitocondrias de tubérculos de batata
permaneceu inalterada no primeiro dia de armazenamento (Figura 1). Apos este
periodo, atividade decresceu linearmente ao longo do tempo, passando de 230 para
30 pmoles de NADH min* mg™.

A enzima de raizes e hipocétilos de soja mostrou uma atividade especifica
sempre inferior a de batata (no inicio, cerca de 50% mais baixa) e semelhante
perda progressivade atividade (Figura 1).

A conservagdo do extrato enzimético a -20 °C resultou em aumento de
30% na atividede da NAD™-IDH extraida de tubérculos de batata, apds um dia

de armazenamento (Figura2). Em seguida, houve queda progressivada atividade,

12
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Figura 1 - Efeito do tempo de armazenamento do extrato enzimatico em banho de
gelo sobre a atividade especifica da isocitrato desidrogenase (NAD'-
IDH) de mitocondrias isoladas de tubérculos de batata (s) e de raizes e
hipocétilos de soja (1).As barras representam os desvios-padréo medios.

tendo, até o terceiro dia de armazenamento, a atividade da enzima de batata ainda
sido comparével a atividade avaliada logo apds a extragdo. Portanto, no caso da
enzima de batata, os experimentos foram sempre executados com material mantido
congelado por no maximo 72 horas. A enzima NAD™-IDH proveniente de raizes e
hipocétilos de soja mostrou-se mais estavel, devendo-se ressaltar que ao final de
dez dias de congelamento sua atividade havia caido em apenas 25% (Figura 2).
Segundo McINTOSH (1997), a atividade da enzima, aém de outros
fatores, parece estar associada ao seu estado oligomerico. Assim, toda essa perda
de atividade durante o tempo de armazenamento pode, de alguma forma, estar
relacionada com a dissociagdo da enzima em agregados poliméricos menores. A
forma nativa da enzima, em animais e em leveduras, € um homooctémero. Em
preparacOes de mitocondrias de ervilha sem purificagcdo (extrato cru), MCINTOSH

e OLIVER (1992) observaram apresencade duasdiferentes formas com massas
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Figura 2 - Efeito do tempo de armazenamento do extrato enzimético a -20 °C
sobre a atividade especifica da isocitrato desidrogenase (NAD™-IDH)
de mitocdndrias isoladas de tubérculos de batata (s) e de raizes e
hipocétilos de soja (1).As barras representam 0s desvios-padréo
medios.

moleculares distintas (1400 e 690 kDa), com cerca da metade da atividade em

cada porc¢éo.
3.2. Efeito datemperatura

O efeito da temperatura sobre a atividade da NAD™-IDH esta apresentado
na Figura 3, para as mitocondrias de batata e de soja. Houve aumento progressivo
da velocidade de formagdo de NADH, em fung@o do aumento da temperatura até
35°C e, em seguida, decréscimo dessa velocidade até 50 °C, para os extratos
enzimaticos dos dois tipos de mitocondrias. Observa-se que a temperatura Gtima
paa a atividede da NAD'-IDH foi a mesma (35 °C), independente da

fonte da enzima (batata ou soja). Notase que a atividade especifica daisocitrato
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Figura 3 - Efeito da temperatura sobre a atividade especifica da isocitrato
desidrogenase (NAD™-IDH) de mitocondrias isoladas de tubérculos
de batata (s) e de raizes e hipocotilos de soja (1).As barras
representam os desvios-padréo médios.

desidrogenase de mitocondrias de batata foi maior que a de mitocondrias de soja,
em todos os valores de temperatura analisados. Portanto, neste experimento, foi
utilizado 35 °C.

Apesar de, praticamente, inexistirem trabal hos recentes sobre os efeitos da
temperatura na atividade da NAD'-IDH, vérios pesquisadores tém utilizado, como
padrdo, a temperatura de 30 °C, independente da fonte da enzima (WADANO et
a., 1989; CHEN e GADAL, 1990; CUPP e MCALISTER-HENN, 1993;
NICHOLSet al., 1994).

3.3. EfeitodopH
A Figura 4 mostra o perfil da atividade da NAD*-IDH, em funco do pH.
Observa-se que o maior valor de atividade da NAD™-IDH de mitocondrias de

batata e de soja foi obtido mediante o uso do tampéo HEPES 25 mM, em pH 7,5.
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Figura 4 - Efeito do pH sobre a atividade especifica da isocitrato desidrogenase
(NAD*-IDH) de mitocondrias isoladas de tubérculos de batata (s) e de
raizes e hipocétilos de soja (1). As barras representam os desvios-
padrao médios.

COX (1969), trabalhando com enzimas extraidas de mitocdndrias de ervilha,
observou que o pH otimo para a reagdo foi de 7,6 em HEPES. Observactes
similares a esta foram feitas por TEZUKA e LATIES (1983), trabalhando
com mitocondrias de tubérculos de batata, que constataram que o pH o6timo da
reacéo foi de 7,6. Analogamente, CORNU et a. (1996) observaram, em enzimas
extraidas de mitocondrias de Picea abies, que o pH 6timo paraa NAD'-IDH foi de
7,4.

Foram testados, também, os valores de pH de 7,2, 7,3 e 7,4, sem que
houvesse diferencas significativas entre eles (dados n&o-mostrados). Assim, nos
experimentos utilizou-se pH 7,5 em tamp&o HEPES 25 mM.

COX e DAVIES (1969; 1970) observaram os efeitos do pH sobre o grau
de cooperatividade e a afinidade da NAD'-IDH, extraida de ervilha, para o
isocitrato. O grau de cooperatividade e a afinidade aparente da enzima foram

estabelecidos em valores de pH na faixa de 6,4 — 8,7. Outra observacéo feita por
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esses pesquisadores é que o pH oOtimo da reacdo varia em funcdo da relacéo
NAD": isocitrato. Nas mesmas condicdes utilizadas neste trabalho, para enzimas
extraidas de mitocondrias de ervilha, os pesguisadores obtiveram pH 6timo em
7,6.

Para ambos os materiais utilizados (batata e soja), com o aumento no pH
de 7,5 para 8,5, houve perda de cerca de 90 % da atividade da enzima. Entretanto,
uma reducdo no pH de 7,5 para 6,5 em ambos os materiais, resultou em
diminuicdo da atividade enzimatica em aproximadamente 40 %. Ta fato mostra

que a atividade da enzima € muito mais sensivel a alcalinidade do meio de reacéo.

3.4. Efeito de cationsdivalentes

A aividade da NAD™-IDH, tanto para mitocondrias de batata como para
mitocondrias de soja, mostrou-se bastante dependente de Mn?* (Figura 5),
devendo-se ressaltar que a maior atividade da enzima foi obtida na faixa de 100 a
1000 nmM de concentracéo livre do ion. A utilizacdo do EGTA, que atua quelando
diferentes cations, mostrou uma queda muito dréstica da atividade enzimética,
evidenciando aimportancia dos cétions na atividade da enzima.

Em batata, a utilizagdo do EGTA fez com que a atividade da enzima
caisse em cerca de 90% da velocidade de reacdo inicial. Entretanto, essa atividade,
ap6s a adicdo de Mn**, foi recuperada em niveis que superavam aos iniciais,
evidenciando que o Mn?* é capaz de satisfazer muito bem a exigéncia por cétions
divdentes, da enzima extraida de tubérculos de batata. Em soja, o EGTA
ocasionou perda de cerca de 40 % da atividade enzimética inicial. Tal fato mostra
que a enzima extraida desse material deve ser menos dependente de cations
divalentes. Porém, a adicdo de Mn®* permitiu incrementos na atividade da enzima
semel hantes aos de batata, isto €, superiores aos niveisiniciais.

De maneira semelhante, os fons Mg®* participaram da ativacio da enzima
(Figura 6), isto €, foram capazes de reverter os efeitos do EGTA. Porém, quando
comparado a0 Mn**, 0 Mg* teve participacd0 menos relevante no aumento da

atividade da enzima em relacdo ao controle. Nafaixa de concentragdo de 500 a
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Figura 5 - Efeito da variagdo da concentracdo do Mn?* sobre a atividade especifica
da isocitrato desidrogenase (NAD'-IDH) de mitocondrias isoladas de
tubérculos de batata (A) e de raizes e hipocdtilos de soja (B). C1: sem
adicdo de Mn** a0 meio de reagdo e C2: com adicdo de EGTA 100 nM
ao meio de reacdo. As barras representam os desvios-padréo médios.
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Figura 6 - Efeito da variacio da concentracso do Mg®* sobre a atividade especifica
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2.000 mM, foram obtidas as maiores atividades da NAD™-IDH, sem atingir 0s
mesmos niveis de atividade observados em presenca de Mn®* (Figura 5). Tanto os
fons Mn** quanto os Mg?*, em dtas concentragdes, diminuem a atividade da
enzima.

De maneira semelhante, COX e DAVIES (1967) observaram que a NAD"-
IDH de ervilha tem um absoluto requerimento pelos ions metélicos bivalentes
Mn®* e Mg*, porém, em altas concentracdes, estes diminuem a atividade da
enzima. Por outro lado, McINTOSH (1997) conseguiu bons resultados ao
trabalhar com NAD™-IDH de mitocdndrias de ervilha, na presenca de 5 mM de
Mg™. Neste trabalho, esta concentracdo de Mg®* resultou na diminuicdo da
atividade da enzima extraida tanto de mitocdndrias de batata quanto de
mitocondrias de soja.

Ao contrério dos demais fons, o Ca’* ndo foi capaz de recuperar a
atividade da enzima apés a adicéo de EGTA (Figura 7), diminuindo também a sua
atividade, em concentracOes mais elevadas (2 mM, para batata e 1 mM, para soja).
Apesar disto, observouse que a melhor resposta da enzima foi obtida na
concentracdo de 100 nM de Ca’*, porém, sem recuperacdo dos niveis anteriores a
adicio de EGTA.

RUTTER e DENTON (1989) e NICHOLS et a. (1994), trabalhando com
NAD™-IDH extraida de coragdo de rato e porco, respectivamente, observaram que
os ions célcio permitem um grande estimulo da atividade enzimética. Entretanto,
McCORMACK e DENTON (1981), trabalhando com vérias fontes de NAD*-IDH,
observaram que o célcio na concentragdo de 30 nM ativou a enzima extraida de
todos os vertebrados analisados. Em contraste, constataram que em enzimas de
insetos (gafanhoto, por exemplo) e batatas o calcio nédo teve efeito significativo
sobre a atividade da enzima. Os autores justificam a auséncia de efeitos do célcio
sobre a atividade da enzima pela inexisténcia de sistemas transportadores de calcio
em mitocondrias de plantas. Porém, as mitocdndrias de soja possuem tais sistemas
(MARTINS e VERCESI, 1985; CARNIERI, 1986; SILVA, 1991), e ainda assm

n&o sofreram estimulo, de sua enzima, pelo célcio.
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3.5. Efeitode ADP e ATP

Os efeitos do ADP e do ATP, na presenca e auséncia de Ca*, sobre a
dividade da NAD*-IDH de mitocondrias de batata e de soja estdo apresentados
nas Figuras 8 e 9. Observaase que 0 ADP em concentragbes mais elevadas,
independente da presenca de célcio e da fonte da enzima, apresentou uma pequena
diminuicZo da atividade da NAD*-IDH (Figuras 8 e 9). Contudo, entre o controle e
as concentracoes de 1 e 3 mM desse nucleotideo, ndo houve diferencas quanto a
diminuicdo da atividade enzimética.

O ATP, por outro lado, diminuiu, progressivamente, a atividade da
enzima, extraida de mitocondrias de tubérculos de batata, em funcdo da sua
concentracdo (Figura 8). Para as mitocondrias de soja, observa-se que 1 mM de
ATP foi suficiente para reduzir em cerca de 20 % a atividade da NAD'-IDH, sem
efeitos adicionais nas concentragdes mais elevadas (Figura 9).

Os dados apresentados séo semelhantes aos de TEZUKA e LATIES (1983),
que, trabalhando com a NAD*-IDH de mitocdndrias de batata, associadas a matriz
e a membrana, observaram efeitos inibitérios do ADP e do ATP, na concentracdo
de 5 mM, tendo o ATP o maior efeito. COX e DAVIES (1969) e MCINTOSH e
OLIVER (1992), por outro lado, trabalhando com esta enzima, extraida de ervilha,
ndo constataram efeitos inibitorios, significativos, desses nucleotideos. Tal fato
contrasta com os dados obtidos para a enzima extraida de mitocdndrias de
leveduras, gafanhotos e bovinos (MCCORMACK e DENTON (1981), que é
estimulada por ADP e AMP einibidapor ATP.

GIORGIO et a. (1970), trabalhando com a NAD™-IDH de coragdo bovino,
relacionaram a razéo do grau de dissociagdo com 0 de associagcdo da enzima a
sensibilidade da enzima aos nucleotideos de adenina. Os autores observaram que a
elevagio da razio ADP/ATP estimulou a atividade da NAD™-IDH, por simular um
aumento na demanda energética.

Um dos aspectos do efeito inibitorio dos nucleotideos, segundo TEZUKA
e LATIES (1983), deve-se ao fato de que estes tém a capacidade de quelar os ions

metélicos, principalmente 0 Mg, que sfo essenciais a atividade daenzima. Além
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Figura 9 - Efeito dos nucleotideos de adenina sobre a atividade especifica da
isocitrato desidrogenase (NAD™-IDH) de mitocondrias isoladas de
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disto, esses autores sugerem que a ligagdo dos nucleotideos de adenina (ADP e

ATP) na enzima ocasi ona cooperatividade negativa desta.

3.6. Par ametros cinéticos

As Figuras 10 e 11 apresentam os gréficos de MICHAELIS-MENTEN,
para formagdo de NADH pela oxidagdo do isocitrato, catalisada peda NAD™-IDH
de mitocOndrias de batata e de soja, respectivamente, em presenca de citrato.
Nessas figuras estdo inseridos os graficos de duplos reciprocos de
LINEWEAVER-BURK.

Observa-se que ndo héa diferencas entre as diferentes figuras, quanto aos
vaores de Ky qp- Emtodasassituagtes analisadas, 0 Ky 4, €Steve entre osvalores de
0,099 e 0,120 mM. Porém, os valores de Vs app €N NAD-IDH de mitocondrias de
batata s80 cerca de duas vezes maiores gue 0s de mitocondrias de soja.

Trabahos que envolvem NAD'-IDH e C&*, em mitocondrias animais,
mostram que estes ions s&0 muito importantes na ativagdo da enzima e que,
geralmente, atuam diminuindo seu valor de Ky,. Em coragdo de rato, por exemplo,
esse valor variou de 0,470 para 0,075 mM apos a adicéo de céalcio (RUTTER e
DENTON, 1988; 1989; NICHOLS et a., 1994). Por outro lado, RUTTER et al.
(1987), trabalhando com outras duas enzimas (piruvato desidrogenase e do
oxoglutarato), aém da NAD*-IDH, mostraran que o Ca&*, em condicdes
fisiolégicas, tem menor influéncia sobre a NAD™-IDH do que sobre as outras
enzimas.

McCORMACK e DENTON (1981), utilizando uma variedade bastante
grande de fontes de enzima, observaram que o Ca&' causou significativo
decréscimo no Ky, da NAD*-IDH de pombos, ras e coracio de truta, mas néo teve
0 mesmo efeito sobre a enzima extraida de insetos (ex. gafanhoto) e batatas. Em
vez disto, o Ca* pareceu inibir a NAD'-IDH desses (ltimos organismos, em
consequéncia da combinacdo de um modesto decréscimo em V.4 (em batata, de
193 para 178 mU mg*, por exemplo) e um modesto incremento no K, (em batata,
de 0,135 para 0,140 mM, por exemplo), respectivamente.
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Figura 10 - Gréfico de MICHAELISMENTEN para oxidacdo do isocitrato
catalisada pda NAD™-IDH extraida de mitocondrias de tubérculos

de batata (70 ng de proteina), na presenca de citrato 1 mM. (A) sem
adicdo de Ca™* e (B) com adicdo de Ca®* 100 mM.
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Grafico de MICHAELISSMENTEN para oxidagdo do isocitrato
catalisada pela NAD'-IDH extraida de mitocondrias de raizes e
hipocétilos de soja (95 rr%; de proteina), na presenca de citrato
1 mM. (A) sem adicdo de Ca* e (B) com adicdo de Ca® 100 mM.
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Neste trabalho, a presenca do Ca™* ndo exerceu efeito sobre os parametros
cinéticos da enzima, independente da fonte desta.

Os valores obtidos estéo de acordo com os de TEZUKA e LATIES (1983)
e COX e DAVIES (1969), que obtiveram valores de K,, para NAD*-IDH de

mitocondrias de batata e de ervilha, respectivamente, nafaixade 0,1 a0,2 mM.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho teve por principal objetivo verificar os efeitos de céations
divaentes e de nucleotideos de adenina (ATP e ADP) sobre a atividade da
isocitrato desidrogenase dependente de NAD®. Foram comparados, também, os
efeitos do fon Ca’* sobre a atividade da enzima extraida de mitocondrias que
captam calcio (soja) e outras que ndo o captam (batata).

Para isso, foram utilizadas mitocondrias extraidas de raizes e hipocotilos
de soja e de tubérculos de batata, que apods a adicdo de glicerol 5 M consistiram do
extrato enzimético. A atividade da isocitrato desidrogenase dependente de NAD™
foi, espectrof otometricamente, acompanhada pela formacdo de NADH, a 340 nm.

O armazenamento do extrato enzimético a -20 °C permitiu sua utilizacdo
nos diferentes experimentos, durante trés dias para batata e sete dias para soja.

Foi obtida atividade 6timaem pH 7,5 e natemperatura de 35 °C.

Tanto 0 Mn** quanto 0 Mg®* foram capazes de reverter a reducdo da
atividade enzimética em presenca de EGTA e permitiram aumentos consideraveis
na atividade da isocitrato desidrogenase, independente do material utilizado. A
atividade enzimética foi maior em presenca de Mn?* do que de Mg?*. O C&*, por
outro lado, ndo permitiu a reversao dos efeitos do EGTA e t&o pouco estimulou a
atividade da enzima. Os trés cétions, em concentragcOes elevadas, dminuiram a

atividade enzimética, independente da fonte da mesma.
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O ADP, independente da presenca de cacio, demonstrou peguena
diminuicdo da atividade da enzima. Porém, ndo houve diferencas entre o controle
e esse nucleotideo nas concentracbes de 1 e 3 mM. O ATP, em batata, nas
diferentes concentracbes, diminuiu a atividade da enzima, independente da
presenca do calcio. Por outro lado, em soja, o ATP na concentracdo de 1 mM foi
suficiente para diminuir a atividade da enzima, e concentracbes mais elevadas do
nucleotideo ndo tiveram efeitos adicionais sobre a atividade enzimatica

Em media, os valores de Ky 4, para ambas as enzimas e independente da
presenca de calcio, foi de 0,10 mM. Analogamente, os valores de Vi app NGO
variaram, na presenca de célcio, e foram aproximadamente de 28 nM min* para
batatae 13 nM min™ para soja.

Os dados ndo permitem afirmar que a capacidade das mitocondrias em
acumular célcio esteja associada a um possivel controle diferencial do célcio sobre

aatividade daisocitrato desidrogenase dependente de NAD™.
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