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RESUMO

OLIVEIRA, Thamiris Fernandes de. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2018. Influéncia da atividade da GalLDH na via de
biossintese do acido ascorbico, na producédo de H,O, e nos danos oxidativos em

mamao ‘Golden’. Orientador: Prof. Jurandi Goncalves de Oliveira.

O &cido ascorbico (AA) é um importante antioxidante presente nos vegetais. As
espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo inevitavelmente formadas pelo
metabolismo aerébico. Entretanto, quando ha o acumulo de ERO e os
mecanismos de defesa antioxidantes ndo funcionam adequadamente ocorre o
estresse oxidativo, resultando em diminuicdo da funcdo mitocondrial e oxidacao
de lipidios, proteinas e até mesmo &cidos nucleicos. H& evidéncias de que
durante a biossintese do AA a enzima L-galactono-1,4-lactona desidrogenase
(GalLDH, EC 1.3.2.3) localizada em mitocondrias de células vegetais, estaria
produzindo peroxido de hidrogénio (H,O,). Diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi compreender o papel da GalLDH na produgédo de H,O, e no dano
oxidativo em frutos de mamao ‘Golden’. Os frutos foram padronizados pela
coloragdo da casca a partir do angulo hue e pela firmeza da polpa. Foi
determinada a influéncia da atividade da GalLDH nas vias oxidases terminais
durante a respiracdo, no acumulo de AA e sua interagdo com a via oxidase
alternativa (AOX) e com a producao de H,O, em mitocOndrias purificadas da
polpa dos frutos. Também foi determinada a influéncia da biossintese do AA na
vi



oxidacdo de proteinas mitocondriais, na atividade da peroxidase (POD) e na
peroxidacdo lipidica (medida pela formacdo de MDA) em extrato de polpa de
mamao. Os resultados mostraram que na presenca de GalL como substrato
respiratorio, ao adicionar o acido salicilhidroxamico (SHAM) e azida,
respectivamente, inibidores da AOX e do citocromo c¢ oxidase (COX), nao foi
observada diferenca no consumo de O,. Por outro lado, ao adicionar cloreto de
difenileno iodénio (DPI), um blogueador de flavoenzimas, foi observado um
decréscimo significativo na taxa respiratéria das mitocondrias isoladas. O acumulo
de AA foi maior em mitocondrias tratadas com GalL e menor na presenca de
H.,O,, assim como dos inibidores DPI e SHAM, com destaque para a reducao
mais expressiva ao utilizar SHAM. A atividade da GalLDH foi quantificada por
meio da reducdo do citocromo c, sendo verificado na presenca de GalL um
estimulo em 100% na atividade da enzima, enquanto que na presenca de SHAM
houve reducdo de 97% na atividade GalLDH. A producdo de H,O, foi analisada
via fluorescéncia em mitocondrias tratadas e n&o tratadas com GalL, sendo
observado um aumento progressivo da producao de H,O, em fungcédo do substrato
GalL. A adicdo de GalL foi responsavel pelo aumento na atividade da peroxidase
(POD) e na peroxidacdo lipidica que foi avaliada a partir da producdo de
malondialdeido (MDA). Verificou-se também que a adicdo de GalL aumentou a
guantidade de proteinas mitocondriais oxidadas, enquanto que a adicdo de GalL
combinada com SHAM reduziu essa quantidade. De modo geral os resultados
demonstraram que durante a biossintese de AA, a atividade GalLDH é
dependente da atividade AOX. Paralelamente a producdo de AA, a atividade
GalLDH esta relacionada ao incremento na producdo de ERO com aumento na
peroxidacao lipidica e oxidacdo de proteinas. O bloqueio da via AOX resultou em
reducdo na quantidade de proteinas oxidadas indicando uma estreita ligacéo
entre a atividade AOX, a GalLDH e a producao de H,O,. Este trabalho apresenta
resultados inéditos em relacéo a atividade da GalLDH influenciando no transporte
de elétrons e na producéo de H,0O,, que resultou em estresse oxidativo afetando o
metabolismo mitocondrial. Outros estudos devem ser feitos para verificar o efeito

da oxidacéo das proteinas assim como a caracterizacdo funcional dessas.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Thamiris Fernandes de. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. February, 2018. Influence of GalLDH activity on ascorbic acid
biosynthesis pathway, H,O, production and oxidative damage in 'Golden’ papaya.

Advisor: Prof. Jurandi Goncalves de Oliveira.

Ascorbic acid (AA) is an important antioxidant in plants. Reactive oxygen species
(ROS) are inevitably formed by aerobic metabolism. However, when there is
accumulation of ROS and antioxidant defense mechanisms do not function
properly oxidative stress occurs, resulting in decreased mitochondrial function and
oxidation of lipids, proteins and even nucleic acids. There is evidence that during
the synthesis of AA the enzyme L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase (GalLDH,
EC 1.3.2.3) located in plant cell mitochondria, would be producing hydrogen
peroxide (H.O2). In view of the above, the objective of this work was to understand
the role of GalLDH in H,O, production and oxidative damage in 'Golden’ papaya
fruits. The fruits were standardized by the coloring of the shell from the hue angle
and by the firmness of the pulp. The influence of GalLDH activity on the terminal
oxidase pathways during respiration, on AA accumulation and its interaction with
the alternative oxidase pathway (AOX) and on the production of H,O, in purified
mitochondria of the fruit pulp were determined. The influence of AA biosynthesis
on mitochondrial protein oxidation, peroxidase activity (POD) and lipid peroxidation
(measured by MDA formation) in papaya pulp extract was also determined. The

results showed that in the presence of GalL as a respiratory substrate, by adding
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salicylhydroxamic acid (SHAM) and azide, respectively, AOX and cytochrome c
oxidase (COX) blockers, no difference was observed in O, consumption. On the
other hand, when adding diphenylene iodonium chloride (DPI), a flavoenzyme
blocker, a significant decrease in the respiratory rate of isolated mitochondria was
observed. The AA accumulation was higher in GalL-treated mitochondria and
lower in the presence of H,O,, as well as DPl and SHAM inhibitors, especially the
most significant reduction when using SHAM. The activity of GalLDH was
quantified by the reduction of cytochrome ¢ and a 100% stimulus in enzyme
activity was verified in the presence of GalL, whereas in the presence of SHAM
there was a 97% reduction in GalLDH activity. The H,O, production was analyzed
via fluorescence in treated and non-GalL treated mitochondria and a progressive
increase of H,O, production was observed as a function of the GalL substrate.
Addition of GalL was responsible for the increase in peroxidase activity (POD) and
lipid peroxidation which was evaluated from the production of malondialdehyde
(MDA). It was also found that the addition of GalL increased the amount of
oxidized mitochondrial proteins, while the addition of GalL combined with SHAM
reduced that amount. In general, the results showed that during the synthesis of
AA, there was an increase in ERO production and that when blocking the AOX
pathway there was a reduction in the amount of oxidized proteins indicating a
close link between GalLDH activity and H,O, production. This work presents
unpublished results in relation to the activity of GalLDH influencing the electron
transport and H,O, production, which resulted in oxidative stress affecting
mitochondrial metabolism. Other studies should be done to verify the effect of

protein oxidation as well as the functional characterization of proteins.



1. INTRODUCAO

O &cido ascorbico (AA) (CgHgOg), também conhecido como vitamina C
(Barata-Soares et al., 2004) é uma vitamina hidrossoltvel que apresenta funcao
antioxidante (Leferink et at., 2009b), ou seja, ao reagir contra os radicais livres
protege a célula de danos oxidativos (Couto e Canniatti-Brazaca, 2010; Sharma et
al., 2012). O AA também desempenha papel importante em diversos processos
fisiologicos, tal como no crescimento e na diferenciacdo (Foyer e Noctor 2003;
Sharma et al., 2012).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) desempenham duplo papel na
biologia vegetal. Estas sdo necessarias para reacdes de sinalizacdo em resposta
a estresse bhidtico e abidtico (Pauly et al., 2006), mas também sao subprodutos
toxicos do metabolismo aerébio, que em concentracdes elevadas podem causar
modificacdes irreversiveis, principalmente, na estrutura de proteinas e lipidios
afetando a atividade de enzimas e causando danos em membranas (Cakmak e
Horst, 1991; Levine et al., 2000). De modo geral, a consequéncia disso é a
destruicdo oxidativa da célula em um processo denominado estresse oxidativo
(Mittler, 2017).

As mitocondrias sdo organelas altamente susceptiveis a danos oxidativos
(Pinto et al., 2003) e a0 mesmo tempo sdo as principais geradoras de ERO
durante a respiracdo celular (Sinha et al.,, 2013). As ERO sdo formadas pela
reducdo parcial do oxigénio principalmente nos complexos |, Il e 1l da cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial (CTEm) (Liu et al., 2002; Turrens, 2003;

Kolossov et al., 2015) e podem ser removidas por mecanismos enzimaticos e ndo



enzimaticos (Pinto et al., 2003; Sharma et al., 2012). Esse processo de formacéo
e remocdo de ERO ocorre constantemente na célula para evitar que seja
desencadeado o estresse oxidativo (Mittler, 2017).

A Dbiossintese de AA esta associada a CTEm, principalmente pela
localizagéo da L-galactono-1,4-lactona desidrogenase (GalLDH) e sua funcao na
montagem do complexo | (Pineau et al., 2008). Durante a biossintese do AA, a
GalLDH catalisa a reacdo de oxidacdo do L-galactono-1,4-lactona (GalL), sendo
os elétrons do GalL doados diretamente para o citocromo c, localizado na
membrana interna da mitocéndria. O citocromo c, por sua vez, doa elétrons para o
citocromo c oxidase (COX), reduzindo o O, a H,O (Bartoli et al., 2000; Millar et al.,
2003). Em condicdes de estresse ocorre 0 aumento na geracdo de ERO, que
promove a maior participacdo da oxidase alternativa (AOX) na atividade
respiratéria e consequentemente aumenta a biossintese de AA (Bartoli et al.,
2006).

Millar et al. (2003) demonstraram que a respiracdo pode controlar a
sintese de AA nas plantas. A evidéncia deste controle estd relacionada com a
localizacdo da GalLDH proxima ao complexo | da CTEm. Assim, € necessario um
fluxo de elétrons pelo complexo | da CTEm para que a biossintese de AA ocorra
de forma plena.

Trabalhos recentes realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram
em mitocondrias isoladas de maméo, tomate e morango que durante a
biossintese de AA o consumo de oxigénio, iniciado pela oxida¢do do GallL, ndo
era afetado pela inibicdo da AOX e COX. Fato esse surpreendente, levantou a
hipétese, portanto do que seria entdo o responsavel pela manutencdo do
consumo de O, quando AOX e COX estédo inibidas? Ou ainda, por que néao
haveria inibicdo das vias oxidases terminais (AOX e COX) durante a sintese de
AA? Na tentativa de explicar tais evidéncias foram realizados ensaios (dados nao
publicados) que demonstraram que a atividade da GalLDH estava utilizando o
oxigénio molecular para produzir H,O, (Silva, 2016).

A producédo de ERO ocorre inevitavelmente durante a respiragédo aerobica
(Mittler et al., 2002) e pode ser utilizado como mecanismo de defesa as variagdes
ambientais (Choudhury et al., 2013). As plantas podem utilizar, por exemplo, 0
H,O, para sinalizar diversos processos metabélicos (Soares e Machado, 2007).

Por outro lado, os mecanismos de defesa antioxidante nas plantas agem a favor



da célula, para combater o estresse oxidativo. Assim sendo, o ponto principal a
ser demonstrado neste trabalho, seria entender melhor a relacéo entre a atividade
GalLDH, responsavel pela biossintese de AA e a producdo de H,O, inerente
desse processo (biossintese de AA). Qual o sentido da biossintese de AA
contribuir com o estresse oxidativo (uma vez que gera H,0,), tendo em vista que
este € um dos principais antioxidantes presentes nos vegetais e componente do
sistema de defesa da planta contra o excesso de H,0O, e outras ERO.

Leferink et al. (2008) isolaram a GalLDH de A. thaliana e observaram que
apesar da enzima possuir baixa afinidade pelo oxigénio molecular, a reagdo com
0 oxigénio ocorre lentamente, demonstrando que pode existir uma pequena
afinidade da GalLDH com oxigénio molecular.

Diante disso, este estudo vem demonstrar que, durante a atividade
GalLDH pode estar ocorrendo a producdo de H,O,. A alta concentracéo de H,0,
no meio intracelular estaria supostamente interferindo nos processos de
regulacdo entre a formacdo e a remocdo de ERO que mantém a célula em

constante equilibrio para evitar que ocorram danos oxidativos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cadeia Transportadora de Elétrons Mitocondrial e sua Funcdo na
Respiracao

A respiracdo é um processo comum a todos 0s organismos aerobicos,
onde a molécula de adenosina trifosfato (ATP) é gerada; sua funcdo € a
conservacao e disponibilizacdo de energia na célula (Millar et al., 2011). Taiz e
Zeiger (2013) definiram como um processo biolégico, no qual compostos
organicos reduzidos sdo mobilizados e em seguida oxidados de maneira
controlada.

De acordo com Taiz e Zeiger (2013), a respiracdo inicia-se com a
glicolise, convertendo a glicose em piruvato no citosol que, por sua vez, &
completamente oxidado dentro da matriz mitocondrial, via ciclo dos &cidos
tricarboxilicos, gerando NADH e FADH, que sdo oxidados na CTEm. Os elétrons
sao transferidos ao longo da CTEm, onde ha liberacéo de energia para a sintese
de ATP e a reducgao do O, a H,O (Millar et al., 2011).

A mitocbndria possui envoltério formado por duas membranas de
estruturas e funcbes distintas. Estas membranas delimitam o espaco
intermembranar, separando a membrana interna da externa e um segundo
espaco, gerado pela membrana interna, que delimita a matriz mitocondrial. A
membrana interna possui invaginagdes que geram as cristas mitocondriais, onde
estdo localizados os componentes da cadeia respiratoria responsaveis pela
sintese de ATP (Molinaro et al., 2009).



A CTEm é composta pelo complexo | (NADH-ubiquinona oxidorredutase),
complexo Il (succinato-ubiquinona oxidorredutase), complexo Ill (ubiquinol-
citocromo ¢ oxidorredutase) e o complexo IV (citocromo ¢ oxidase - COX), que
interagem através da ubiquinona (carreador de prétons e elétrons - UQ) e a
proteina citocromo c (transfere elétrons entre os complexos Il e V) (Ferreira et
al., 2008; Taiz e Zeiger, 2013). O complexo V (ATP sintase) que néo faz parte da
CTEm catalisa a etapa final da fosforilacdo oxidativa (Millar et al., 2011). Esquema

representativo da CTEm, na Figura 1.

NADH [ NAD+
ﬂ Succi. ﬂ 02

02 Fi mat.

Mitocondria 02

Figura 1: Esquema representativo da cadeia de transporte de elétrons, incluindo vias
principais e alternativas. Transporte de elétrons pelas vias principais (complexos I, II, 1l e IV);
bombeamento de prétons pelos complexos |, 1l e IV e formacédo de ERO pelos complexos |, Il e 111
Enzimas alternativas NADH desidrogenase externa (Ext.1 e Ext. 2) e interna (Int.1). AOX: oxidase

alternativa e a UcP: proteina desacopladora. Adaptado de Taiz e Zeiger (2013).

O transporte de protons na membrana interna da mitocéndria cria o
gradiente eletroquimico responsavel pela sintese de ATP, enquanto o fluxo de
elétrons entre os complexos tem como destino o oxigénio que é o aceptor final de
elétrons (Blokhia e Fagerstedt, 2010).

A CTEm possui vias alternativas para o transporte de elétrons, tais como,
as NADH desidrogenases externas (exclusiva de plantas) e internas, a AOX
(Joseph-Horne et al., 2001), além da UcP.

Ao desfazer o gradiente eletroquimico, a UcP influencia positivamente no
transporte de elétrons. Os prétons sao transportados do espaco intermembranar
para a matriz, o que leva ao baixo rendimento energético da respiracdo e perda
de energia na forma de calor (Echtay e Brand, 2007; Vanlerberghe et al., 2009).



Echtay et al. (2002) avaliaram a interagdo da UcP com o radical anion
superoxido e observaram que este mecanismo diminuiu a concentracdo de ERO
em mitocondrias, assim como diminuiu o0 bombeamento de H* com diminuigdo da
atividade ATP sintase.

A AOX é uma oxidase terminal que ndo conserva energia na CTEm
(Vanlerberghe et al., 2013). Esta enzima é insensivel ao cianeto e a antimicina A,
porém pode ser inibida por acido salicilhidroxamico (SHAM). A AOX recebe
elétrons diretamente do pool de ubiquinona (Millar et al., 2011) e catalisa a
reducdo do O, a H,O (Lorence et al., 2004) desviando o fluxo de elétrons dos
complexos Il e IV (Mittler et al., 2004). Ao desviar o fluxo de elétrons, a AOX
contribui evitando o sobrefluxo de energia e atua na reducéo da formacéo de ERO
na CTEm (Vanlerberghe et al., 2009).

A influéncia da AOX na reducdo de ERO produzidas durante o transporte
de elétrons em células de tabaco com niveis alterados de AOX foi testada por
Maxwell et al. (1999). Foi verificado que, a supressdo da AOX resultou em
aumento do nivel de ERO em relacéo as células do tipo selvagem, ao passo que,
a expressdo da enzima resultou em células com niveis mais baixos de ERO. Os
autores sugeriram que o aumento da respiracdo pela via alternativa é vital para
manter a funcdo mitocondrial e prevenir a morte celular.

A atividade da AOX é importante na tolerancia ao estresse bidtico e
abidtico, por exemplo, o déficit hidrico (Vanlerberghe et al., 2013). Bartoli et al.
(2005) estudaram o papel da AOX em plantas de trigo que foram submetidas ao
estresse hidrico. Os autores observaram que as folhas submetidas ao estresse
apresentaram aumento da proteina AOX na forma reduzida e aumento na taxa
respiratoria. Segundo Vanlerberghe et al. (2013), a atividade da AOX pode afetar
o nivel de moléculas sinalizadoras, proporcionando uma ligacdo entre a funcao
mitocondrial, a transducé&o de sinal e a aclimatagcéo ao estresse.

De acordo com Van-Aken et al. (2009), a AOX nao € apenas parte da
resposta ao estresse nas plantas, mas apresenta funcao principal na regulagéo de
sinais que induzem a resposta. Os autores sugeriram gque a expressao da AOX é
desencadeada por uma variedade de sinais e também atua na regulacdo de

sinais que induzem a morte celular programada.



2.2. Geracao de Espécies Reativas de Oxigénio e Mecanismos Antioxidantes

As ERO, de modo geral, sdo formadas a partir da reducédo parcial do
oxigénio molecular, que € fundamental no processo de respiracdo celular em
mitocoéndrias (Turrens, 2003). As principais ERO incluem o anion superéxido (02
), o peréxido de hidrogénio (H,O;) e o radical hidroxila (OH®) (Turrens, 2003;
Blokhia e Fagerstedt, 2010; Sharma et al., 2012). A formag&o dos radicais livres
em condi¢cdes normais € inevitavel, pois eles sédo sintetizados como subproduto
do metabolismo aerébico em varios complexos na CTEm (Mittler, 2002). A
formacdo do O, se da através do escape de elétrons pelos centros redox da
CTEm, sendo este convertido a H,O, ou podendo reagir com o H,O, produzindo o
radical OH® (Turrens, 2003).

Durante os processos metabdlicos as plantas produzem ERO, que
estimulam respostas fisiologicas como mecanismo de protecdo antioxidante
(Espinosa-Diez et al., 2015). Dentre as ERO, o H,0; representa um importante
mensageiro secundario envolvido na transducdo de sinais metabdlicos
(Choudhury et al., 2013) e atuando na regulacdo de processos de
desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas em condicGes adversas (Choudhury
et al., 2013).

Pastore et al. (2007) demonstraram em mitocondrias de trigo, que o
aumento na producdo de ERO sinaliza para os sistemas de dissipacdo de
energia, por exemplo, a AOX, que reduz a producdo de ERO. Dessa forma, o
H,O, atua na regulacdo de processos de sobrevivéncia das plantas (Choudhury et
al., 2013), pois em um nivel mais baixo, desencadeia uma cascata de reagdes
gue promove a defesa antioxidante (Gonzalez-Agulilar et al., 2010).

A importancia da producdo de ERO no desenvolvimento da planta foi
estudada por Potocky et al. (2007) ao cultivarem tubos polinicos de Nicotiana
tabacum L.. Estes autores verificaram que ao incubar culturas do tubo polinico em
meio simples de polietileno glicol (PEG) contendo tanto superoxido dismutase
guanto a catalase, que sdo enzimas antioxidantes responsaveis pela remocéao de
ERO, houve a inibicdo do crescimento do tubo polinico. Concluindo que a
producdo de ERO ¢é essencial para o desenvolvimento do tubo polinico da planta
de tabaco (Potocky et al., 2007).



As ERO podem ser produzidas em mitocondrias (Sinha et al., 2013),
cloroplastos, peroxissomos (Foyer e Noctor, 2003), apoplastos (Cona et al.,
2006), membrana plasmatica (Heyno et al.,, 2011) e reticulo endoplasmatico
(Espinosa-Diez et al., 2015). No entanto, a cadeia respiratéria mitocondrial € a
principal fonte intracelular de ERO (Sinha et al., 2013). Situacdes de estresse
podem afetar o potencial de membrana (Dlaskova et al., 2010) e resultar na
inibicdo ou modificacdo dos componentes da CTEm (complexos I, II, 1l e V)
(Blokhia e Fagerstedt, 2010). Com isto, pode haver a reducdo na atividade dos
transportadores de elétrons, com consequente formacdo de ERO pelos
complexos | e lll (Turrens, 2003), além do transporte reverso de elétrons no
complexo Il (Liu et al., 2002).

Liu et al. (2002) comprovaram que as ERO sao geradas pelo complexo Il
através do transporte reverso de elétrons e sugeriram que O grupo
mononucledtido de flavina (FMN) do complexo | limita a geracédo destas ERO nas
mitocdndrias. Ao isolar mitocondrias de células de ratos, Clarke e Porter (2013)
destacaram que as ERO sao produzidas no complexo | independente da
presenca de rotenona e concluiram que o transporte reverso de elétrons ocorre
na auséncia deste inibidor do complexo I. A inibicdo do complexo | e Il evidenciou
gue o complexo Il € um sitio gerador de altas taxas de superdxido e peréxido de
hidrogénio (Quinlan et al., 2012). Huang e Liu (2014) investigaram o papel da
CTEm como fonte potencial de ERO e observaram que ao inibir o complexo lll,
com antimicina A, houve reducdo na producdo de ERO, indicando que o
complexo Il € um local gerador de ERO.

Para regular os niveis de ERO e proteger as células de danos, as
mitocdndrias possuem defesas, tais como a AOX, a UcP (Foyer e Noctor 2003;
Mgller e Kristensen, 2004; Blokhia e Fagerstedt 2010) e 0s mecanismos
enzimaticos e ndo enzimaticos (Pinto et al., 2003; Sharma et al., 2012).

As ERO produzidas em mitocondrias sao eliminadas por diversas
enzimas. A exemplo da superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), que converte
0," em H,0; por acdo da enzima Mn-SOD (Zwacka et al., 1998). O H,0, por sua
vez, pode ser convertido a agua pela catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e pela
glutationa peroxidase (GPx) (Pinto et al., 2003; Orrenius et al., 2007, Bolisetty e

Jaimes, 2013; Ribas et al., 2014). A GPx ao reduzir o H,O, a agua converte a
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glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG) (Espinosa-Diez et al.,
2015).

A ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.1) e a peroxirredoxinas (PrX)
também atuam como enzimas antioxidantes, pois reduzem peroxidos. A remocao
do H,0O, por peroxidases requer uma pequena molécula redutora para agir como
um cofator de regeneracdo (Barbosa et al.,, 2014). O AA é utilizado como um
redutor para a remocdo do H,O, pela APX (Pinto et al., 2003) e atua no ciclo
ascorbato-glutationa, sendo uma das enzimas antioxidantes amplamente
distribuidas em células vegetais, apresentando maior afinidade pelo H,O, do que
a CAT (Sharma et al., 2012; Barbosa et al., 2014). As PrX séo tiol-peroxidases
gue catalisam a desintoxicacdo do H,O; e outros peréxidos (Barbosa et al., 2014).

As peroxidases incluem um grupo de enzimas (POD, EC 1.11.1.7)
capazes de catalisar um numero grande de reacdes oxidativas em plantas e
utilizam o H,O, como molécula aceptora de elétrons, ou em alguns casos, 0
oxigénio como aceptor de hidrogénio (Rossi et al., 1997; Freitas et al., 2008). Sua
atividade pode ser utilizada como marcador bioquimico do estresse oxidativo
(Barbosa et al., 2014). A remocéo de H,O, por estes mecanismos enzimaticos €
de suma importancia, uma vez que o perdxido pode dar origem a outras ERO
ainda mais reativas (Ronsein et al., 2006).

Dentre 0os mecanismos ndo enzimaticos, incluem-se o AA e a glutationa
(Mittler et al., 2004; Leferink et at., 2009b; Ribas et al., 2014). O AA por intermédio
de reacBes enzimaticas e ndo enziméaticas suprime os efeitos dos danos da
presenca de radicais livres nas células, reduzindo o O,* a H,O (Sharma et al.,
2012). Juntamente com a glutationa, o AA participa do ciclo do ascorbato-
glutationa (Espinosa-Diez et al., 2015) e atua na manutencao do balancgo redox e
na preservagao da integridade de proteinas e lipidios (Circu e Aw, 2010).

A glutationa é considerada um importante mecanismo de defesa
antioxidante (Zeevalk et al., 2007; Ribas et al., 2014). A redugéo do seu nivel na
célula contribui para que haja danos oxidativos provocados pelas ERO (Zeevalk et
al., 2007). ApGs reagir com as ERO, a GSH é oxidada formando GSSG (Apel e
Hirt, 2004); a conversao da GSSG para GSH utiliza NADPH sendo catalisada pela
enzima glutationa redutase (GR), que mantém o equilibrio entre os niveis
GSH/GSSG na célula (Espinosa-Diez et al., 2015).
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A razdo GSH/GSSG define o estado redox da célula (Ghezzi e Bonetto,
2003) e as alteragbes no estado redox geram o estresse oxidativo e
consequentemente a producdo de ERO que pode ser eliminada pelo ciclo
ascorbato glutationa ao regenerar o AA (Apel e Hirt, 2004; Lorence et al., 2004).

O mamaéo € considerado um fruto de padréo respiratorio climatérico, o
aumento na taxa respiratoria durante o amadurecimento (Souza et al., 2014), bem
como injurias provocadas pelo frio podem intensificar a producdo de ERO (Mittler,
2002). Como resultado, podem ocorrer alteracées na fluidez da membrana (Sinha
et al., 2013), eliminacdo ou acumulacdo de proteinas oxidadas nas células
(Ghezzi e Bonetto, 2003), redugdo ou inativagdo de enzimas antioxidantes
(Mittler, 2002), podendo ainda provocar danos ao DNA (Espinosa-Diez et al.,
2015) e a peroxidacéo lipidica (Sweetlove et al., 2002). Este desequilibrio entre a
formacdo de ERO e a defesa antioxidante resulta em estresse oxidativo que
provoca perdas significativas na qualidade do fruto.

A peroxidacéao lipidica é um dos eventos mais significativos do estresse
oxidativo, podendo ser mensurada por um dos produtos resultantes,
principalmente, da peroxidagdo de acidos graxos insaturados das membranas
(Lima e Abdalla, 2001; Taulavuori et al., 2001). Um dos testes mais utilizados é a
mensuracdo da formacdo do malondialdeido (MDA) pela reacdo deste com o
acido tiobarbitirico (TBA) (Cakmak e Horst, 1991). De outro modo, as
modificacdes oxidativas em proteinas, podem ser quantificadas através da
carbonilagéo proteica (Ghezzi e Bonetto, 2003).

A formacédo de grupos carbonila (aldeidos e cetonas) é considerada um
indicador da modificacdo oxidativa na proteina, que pode ser detectado por meio
da reagédo com o 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP) obtendo seu correspondente, 2,4-
dinitrofenilhidrazona (Levine et al., 2000; Hawkins et al., 2009).

Camejo et al. (2015) estudaram o padrdo de proteinas mitocondriais
modificadas por carbonilacdo em frutos de pimentdo em dois estagios de
maturacdo (verde e vermelho). Segundo estes autores, a maturacédo dos frutos
intensifica a ocorréncia de processos oxidativos, que sao responsaveis pela
alteracdo no metabolismo celular com aumento na susceptibilidade das proteinas
a carbonilacéo.

A oxidacgédo por carbonilacdo de proteinas da CTEm, como, por exemplo,

a ATP sintase, pode provocar mudancas no estado energético da mitocondria,
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regulacdo da transferéncia de elétrons e acumulagdo de O, na CTEm (Camejo et
al., 2015).

2.3. Biossintese do Acido Ascorbico

A vitamina C é o nome dado ao AA com atividade bioldogica. Sua formula
quimica é: CgHgOs (Barata-Soares et al.,, 2004; Spinola et al.,, 2013). Este
composto é encontrado naturalmente na sua forma reduzida, como L-AA, ou na
forma oxidada, como &cido dehidroascorbico (DHAA) (Borsook et al., 1937)
(Figura 2). A primeira etapa da sua oxidagdo € facilmente reversivel; na maioria
dos vegetais frescos é encontrado em sua forma reduzida, i.e. a forma ativa,
podendo ser rapidamente decomposto (forma oxidada) por altas temperaturas
(Fiorucci, 2003).

a) OH b) OH

HO HO

Figura 2: Estrutura molecular do acido dehidroascorbico (DHAA) (a) e acido L-ascorbico
(L-AA) (b). Fonte: Spinola et al. (2013).

A vitamina C foi descoberta através de estudos que visavam identificar
uma substancia presente em frutas e verduras que evitasse o escorbuto (Dantas
et al., 2012). O escorbuto foi uma doenca muito comum entre povos do Norte
Europeu durante a idade média que congelavam seus alimentos para consumirem
em periodos de inverno. Essa vitamina pode ser decomposta por enzimas
especificas presentes no proprio vegetal no qual, mesmo apos o congelamento
continuam atuantes nos processos oxidativos. Dentre a populacdo geral, a

enfermidade era mais comum entre 0s marinheiros, ja que esses ndo dispunham



12

de frutas ou verduras frescas para sua alimentacdo durante as longas
navegacoes (Fiorucci, 2003).

O AA é um antioxidante multifuncional abundante nos vegetais (Leferink
et al., 2009b), considerado cofator enzimatico e um dos componentes principais
de regulacdo do estado redox das células (Schertl et al., 2012). Possui baixo peso
molecular e protege o0s vegetais contra 0 estresse oxidativo provocado por ERO,
formados durante o metabolismo fotossintético e respiratorio (Pinto et al., 2003;
Barata-Soares et al., 2004). Em estudo sobre producdo de AA em tubérculos de
batata, Upadhyaya et al. (2009) relataram que o maior acimulo de AA promoveu
maior tolerancia a diferentes estresses bitticos e abidticos no meio celular.

Segundo Aboobucker e Lorence (2016), ha evidéncias de pelo menos
quatro vias de biossintese de AA em plantas; os principais precursores sao o D-
manose (Wheeler et al.,, 1998), o L-gulose (Wolucka e Montagus, 2003), o D-
galacturdnico (Agius et al., 2003) e o mio-inositol (Lorence et al., 2004) (Figura 3).

D-Glucose ——> D-glucose-6-P ——> Frutose-6-P —> D-manose-6-P
Hexokinase Fosfosglucose Man-6-P
isomerase isomerase Fosfomanose
mutase

D-manose-1-P

GDP-D-manose
fosfatase

GDP -D-manose

GDP-D-manose3,5-epimerase
Mio-inositol GDP-L-gulose GDP -L-galactose Metil-galacturénato
GDP-L-galactose Metill-
Mio-inositol GDP-L-Gulose 1-P fosfatase galacturdnico
oxigenase fosfatase
L-gulose -1-P L-galactose-1-P D-galacturdnico
D-glucurdnico
- L Gulose 17 L-galactose-1-P D-galacturénico
fosfatase &
Glucuronato fosfatase redutase
redutase
L-gulose L-galactose
L-ouldnico L-galacténico
= L-Gulose
desidrogenass dL—_gdilactose
Aldono esidrogenase Aldono
lact
lactonase L-gulono-1,4-lactona L-galactono-14-lactona actonase
L-Gulono-1,4-lactona / L-galactono-1,4-lactona
desidrogenase desidrogenase

Acido Ascérbico

Figura 3: Esquema representativo das principais rotas de biossintese de A&cido
ascorbico. Fonte: Venkatesh e Park (2014).

A via de biossintese proposta por Smirnoff e Wheeler envolve o GDP-D-

manose, GDP-L-galactose, L-galactose (GAL) e GalL (oxidado pela enzima



13

mitocondrial, GalLDH) (Wheeler et al., 1998). Segundo a via ‘Smirnoff-Wheeler’ a
GDP-D-manose-3,5-epimerase (GMPase) catalisa o passo inicial (Tabata et al.,
2002) e a GalLDH catalisa a etapa final para biossintese do AA (Leferink et al.,
2008). A eficacia dos precursores, GAL e Gall, foi relatada por Barata-Soares et
al. (2004), que verificaram a participacao da GAL, da D-manose e da D-glucose-
1P na biossintese do AA em plantas.

Wolucka e Montagus (2003) demonstraram que o GDP-D-manose é um
intermediario, que é transformado pela enzima GDP-D-manose-3,5-epimerase e
catalisa a formacéo de GDP-L-galactose e GDP-L-gulose.

Tabata et al. (2002) verificaram que a expressdo de mRNAs de GalLDH e
GMPase em células isoladas de tabaco foi suprimida ao adicionar o AA ao meio;
sugerindo que a biossintese dessas enzimas pode ser regulada pela
concentracdo do AA. Wolucka e Montagus (2003) observaram a inibicdo da via
biossintética do AA, pelo proprio AA, no ambito da GMPase através do
mecanismo feedback. De acordo com Leferink et al. (2009b), a GalLDH de
Arabidopsis pode ser facilmente inativada por agentes modificadores de sitios tiol,
assim como por H,0s.

O AA também pode ser sintetizado a partir do acido D-galacturbénico, um
precursor metabdlico do GalL. Agius et al. (2003) evidenciaram que a biossintese
do AA em frutos de morango, ocorre através da reducdo do acido D-galacturénico
para o acido L-galacténico pela enzima &cido galacturénico redutase (GalUR). O
L-galactdonico posteriormente é convertido em GalL pela oxidagdo da aldono
lactonase. Em estudo sobre a producdo de AA, Upadhyaya et al. (2009)
desenvolveram plantas de batata transgénicas que sobre expressam a enzima
GalUR. As plantas foram desenvolvidas por meio da integracdo da GalUR
presente em morango sob controle do promotor CaMV 35S, mediada por
Agrobacterium tumefaciens estirpe EHA 105. Os autores concluiram que a sobre
expressao da atividade da enzima GalUR aumentou proporcionalmente o nivel de
AA nos tubérculos transgénicos, o que conferiu maior tolerdncia ao estresse
bidtico e abiotico em relacdo as plantas nao transgénicas.

Foram apresentadas por Lorence et al. (2004) evidéncias bioquimicas e
moleculares para a biossintese de AA em plantas pelo precursor mio-inositol
atravées da identificacdo do gene da mio-inositol oxigenase (MIOX) no

cromossomo 4 do ecotipo de Arabidopsis columbia. A confirmacdo da sua
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expressao ocorreu em tecido de flores e folhas de Arabidopsis do tipo selvagem,
apresentando concentragao elevada de AA e indicando que o mio-inositol seria o

precursor do AA.

2.4. Atividade da L-galactono-1,4-lactona desidrogenase (GalLDH) e a
Respiracao

A GalLDH é uma flavoenzima que catalisa a etapa final da biossintese de
AA, utilizando como substrato para esta reacdo o GalL que € oxidado, doando
elétrons para o citocromo c (Bartoli et al., 2000; Leferink et al., 2008) (Figura 4).

HO HO
: Ho = Ho
- GalLDH ~
~XC 7N 3L
HO OH e, oyt HO OH
L-galactono-1,4-lactona acido ascérbico

Figura 4: Conversdo de L-galactono-1,4-lactona em &cido ascorbico pela enzima L-
galactono-1,4-lactona desidrogenase com participacdo do citocromo c. Fonte: Leferink et al.,
2009b.

A GalLDH é uma aldonolactona oxidorredutase que pertence ao grupo
vanilil-alcool oxidase (VAO), uma familia de flavoproteinas (Fraaije et al., 1998). A
GalLDH foi caracterizada por Jstergaard et al. (1997), a partir do extrato
mitocondrial de couve-flor, possuindo pH 6timo entre 8,0 e 8,5 e massa molecular
de 56 kDa. Em 1998, esta enzima foi purificada a partir de mitocondrias de batata
doce; os resultados indicaram a presenca de flavina como grupo prostético,
associado ndo covalentemente a enzima e a presencga de grupo sulfidrila no sitio
catalitico (Imai et al., 1998).

A GalLDH possui baixa afinidade pelo oxigénio molecular. Ao estudar
sobre determinantes moleculares da GalLDH em A. thaliana, Leferink et al.
(2009a) revelaram que uma boa parte das oxidases da familia VAO contém
glicina ou prolina em uma posi¢éo estruturalmente conservada pelo &tomo de C4a
do anel de isoaloxazina da flavina. Enquanto que a GalLDH e outras
desidrogenases possuem alanina, treonina ou isoleucina nessa posi¢cdo. Os

autores abordaram o papel do residuo correspondente em GalLDH na reacéo da



15

Alanina (Ala-113) com o oxigénio molecular e caracterizaram uma variante da
GalLDH capaz de utilizar o oxigénio como aceptor de elétrons, enquanto mantém
a atividade redutase do citocromo c; mostrando pela primeira vez que € possivel
converter uma flavoproteina desidrogenase em uma oxidase (Leferink et al.,
2009a).

A porcao ativa da GalLDH esta voltada para o espaco intermembranar da
membrana interna de mitocéndrias (Yabuta et al., 2000). Rodriguez-Ruiz et al.
(2017) caracterizaram a GalLDH de frutos de pimenta. Os autores sugeriram com
base nos dados de hidrofobicidade, que um dominio transmembranar muito curto
de 20 aminoacidos estaria anexado a membrana mitocondrial e que o resto da
estrutura proteica da enzima seria periférica. No entanto, os autores destacam
gue € preciso realizar estudos mais detalhados.

A fim de identificar a relacdo da GalLDH com complexo |, Pineau et al.
(2008) caracterizaram mutantes de A. thaliana em que a GalLDH estava
silenciada e verificaram que houve reducdo na quantidade do complexo I,
enquanto que outros complexos respiratorios ndo foram afetados. Resultados
semelhantes foram encontrados por Schertl et al. (2012), que ao isolar
mitocondrias de A. thaliana propuseram que além de ser importante para a
biossintese de AA, essa enzima esta associada a montagem do complexo | que
possui massa molecular de cerca de 850 kDa. Os autores verificaram que a
GalLDH esta associada com mais dois complexos proteicos, constituintes de
subunidades do complexo | de 470 e 420 kDa (Schertl et al. 2012).

A localizacdo da GalLDH préximo ao complexo | seria reforcada pela
presenca de dominio de ligacdo FAD a regidao N-terminal da sequéncia proteica
ligada a uma flavina, e a conformacéo estérica da GalLDH permitiria uma ligacao
mais proxima com o citocromo c¢ para doacéo de elétrons durante oxidacdo do
GalL (Rodriguez-Ruiz et al., 2017).

O silenciamento do gene que codifica a GalLDH em tomate (Solanum
lycopersicum) possibilitou o estudo da sua fungéo fisiologica no metabolismo do
AA e no desenvolvimento vegetal. Resultados obtidos por Alhagdow et al. (2007)
revelaram que a GalLDH silenciada afeta o crescimento e o desenvolvimento do
tomate e do tomateiro, e altera o0 metabolismo energético relacionado as
mitocondrias. Zhang et al. (2016) estudaram trés genes homaologos que codificam
a GalLDH em plantulas de trigo designados como (TaGalLDH-Al, -B1 e -D1) e
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evidenciaram que a reducdo da expressao destes genes implicou na perda
significativa da atividade da GalLDH e consequentemente no contetudo de AA.

A atividade da GalLDH afeta o transporte de elétrons e a taxa respiratoria,
indicando que ha uma relacdo entre a respiracdo e a biossintese de AA pela
localizac@o desta enzima proximo ao complexo | (Millar et al., 2003; Pineau et al.,
2008; Schertl et al. 2012), que contribui para o transporte de elétrons na etapa de
reducdo da COX (Bartoli et al., 2006).

Ao fornecer GalL em folhas de A. thaliana, Bartoli et al. (2006) verificaram
que além do aumento na atividade da GalLDH e no acumulo de AA, o GalL foi
responsavel pelo aumento na respiracdo e maior atividade da COX e da AOX.

A AOX ao regular o estado de alta energia da membrana, influencia na
biossintese de AA, pois ao receber elétrons diretamente do pool de ubiquinona,
impede a superprodugdo de ERO e disponibiliza mais citocromo ¢ na forma
oxidada (Bartoli et al.,, 2006). O citocromo ¢, quando estd na forma oxidada,
favorece a maior acumulacdo de AA em virtude de ser o aceptor final de elétrons

no ultimo passo da sua via de sintese (Leferink et al., 2009b).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Compreender o papel da GalLDH na producdo de H,O, e no dano

oxidativo em frutos de mamao ‘Golden’.

3.2. Objetivos Especificos

v' Determinar a influéncia da atividade da GalLDH nas oxidases
terminais da CTEm durante a respiracdo em mitocondrias purificadas;

v Relacionar a atividade da GalLDH com o acumulo de AA e sua
interacdo com a via AOX em mitocdndrias purificadas;

v Relacionar a interacdo da GalLDH com a via AOX, por meio da
atividade da GalLDH mediada pela reducdo do citocromo ¢ em presenca de GalL
em mitocondrias purificadas;

v Relacionar a biossintese de acido ascérbico pela atividade da
enzima GalLDH com a producédo de H,O, em mitocondrias purificadas;

v Quantificar a peroxidacédo lipidica e a atividade peroxidase
relacionada com a biossintese de AA em extrato de polpa de mamao;

v' Determinar o nivel de oxidacdo de proteinas relacionado com a

biossintese de AA em mitocondrias purificadas.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido entre os anos de 2016 e 2017, na
Unidade de Bioquimica e Fisiologia Pds-colheita do Setor de Fisiologia Vegetal
(LMGV/CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), situada em Campos dos Goytacazes — RJ.

4.1. Obtencao e Padronizacdo do material vegetal

Foram utilizados frutos de mamao ‘Golden’, adquiridos em comércio local
em Campos dos Goytacazes — RJ, no estadio | de amadurecimento (fruto com até
15% da superficie da casca amarelada, rodeada de verde claro) (maturacdo
fisiolégica) (Ritzinger e Souza, 2000).

Os frutos foram higienizados e a firmeza foi avaliada utilizando
texturédmetro (Texture Analyser, modelo TA.XT Express, UK), com ponta de prova
de 2 mm de diametro e velocidade de penetracdo de 1 mm.s™. Foram feitas trés
medicdes em pontos equidistantes na regidao equatorial de cada fruto e a firmeza
do pericarpo foi definida como forca de resposta a 0,1961 Newton de forca
aplicada.

A padronizacdo da colocacédo da casca foi baseada no angulo hue (0° =
vermelho, 90° = amarelo, 180° = verde, 360° = azul), utilizando um colorimetro
portatil (Croma meter, modelo CR-300, Minolta, Japao), sendo realizadas trés

medicdes equidistantes por fruto sempre na regido equatorial (McGuire, 1992).
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4.2. Isolamento de MitocOndrias

As mitocbndrias foram isoladas a 4°C, utilizando aproximadamente 0,3 kg
de polpa do fruto. Os frutos foram homogeneizados em centrifuga (Juicer, modelo
R16720, Walita, Brasil) utilizando 1 L de solucdo de extracdo, preparada sob
agitacao constante, contendo manitol (0,35 M), EDTA (3 mM), MOPS (50 mM),
PVP - 25 000 (0,6%), PMSF (1 mM) e cisteina (8 mM) em pH 7,4. Apés
homogeneizacdo o extrato foi filtrado em duas camadas de gazes e uma de
Miracloth (Calbiochem®, UK). O homogenato foi entdo centrifugado a 1.500 g por
15 min e o sobrenadante centrifugado a 15.000 g por 15 min, sendo o pellet
coletado e ressuspendido em solu¢cédo tampéo de lavagem preparada em agitacao
constante contendo manitol (0,35 M), EDTA (0,5 mM) e MOPS (10 mM) com pH
7,2. A seguir o material foi centrifugado a 9.000 g por 15 min, obtendo-se assim
mitocondrias lavadas no precipitado.

Para a purificacdo das mitocondrias foi utilizado um gradiente de
sacarose. O precipitado (mitocbndrias lavadas) foi suspenso em 0,4 mL de
solugcédo tampéo de lavagem (mesma composicao descrita acima) e vertido em 25
mL de solugcéo contendo BSA (0,5%), MOPS (20 mM) em pH 7,2, e sacarose a 2
M, 1,45 M, 1,20 M, 0,9 M e 0,6 M, posteriormente centrifugado a 55.000 g por 90
min. As mitocéndrias purificadas foram coletadas com auxilio de uma pipeta
Pasteur, no terco basal do tubo, sendo diluidas em aproximadamente dez vezes o
seu volume com tampédo de lavagem e centrifugadas a 10.000 g por 15 min,

conforme protocolo proposto por Oliveira et al. (2015) (Figura 5).

Homogenato

1500gx 15'

! '

Descarta sobrenadante
Pellet ) ) Mitocdndria
* 1500g x b" Purificada
pellet l)ejc:lrta T
1000g x & [ sobrenadante o .
Mitocéndria
¥ Camada de 24% / 35%
Descarta sobrenadante
Pellet 2%

9000g x 135' 10 000g x 157

Pellet
Mitocondria Lavada

- Gradiente de Sacarose
55 000g x 1.30

Figura 5: Esquema de extracdo e isolamento de mitocdndrias de polpa de mamao
“Golden”.
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4.3. Atividade Respiratdria em Mitocondrias Purificadas

A atividade respiratéria de mitocondrias purificadas foi determinada
utilizando o método polarografico com auxilio de um eletrodo do tipo Clark
(Hansatech, Respire 1, UK). Foi utilizado 1 mg de proteina mitocondrial por ensaio
em 0,5 mL de meio de reacédo contendo manitol 0,35 M, mops 10 mM, tampao
fosfato 10 mM, KCI 10 mM, MgCl, 5 mM e BSA 0,5% (p/v) em pH 7,2. O
procedimento ocorreu a temperatura de 25°C e o consumo de O, foi quantificado
adicionando 10 pL de NADH 8 mM. Em seguida foi adicionado 100 nmoles de
ADP, momento este em que foi verificado o estagio 3 e apos alguns minutos foi
registrado o estagio 4 da respiracdo, em que o ADP adicionado e consumido,
evidenciando a taxa de fosforilacdo das mitocéndrias. Para obter o coeficiente
respiratério (CR), foi feito o céalculo da razéo entre o estagio 3 e 4. O CR é um
parametro importante para determinar o acoplamento das organelas purificadas
(Duque e Arrabaca, 1999; Pinheiro et al., 2004; Mariano et al., 2008; Oliveira et
al., 2015).

A participacdo da via AOX foi determinada adicionando SHAM (4 mM),
inibidor da via AOX em mitocondrias no estagio 4 da respiracao e expresso em
porcentagem. Em seguida adicionou-se Azida (3 mM), inibidor da COX,
confirmando assim que a respiracéo foi proveniente da COX, conforme protocolo
adaptado de Duque e Arrabaca (1999) e Oliveira et al. (2015).

4.4. Influéncia da Presenca de GalL na Capacidade das Vias Respiratorias

em Mitocdndrias Purificadas

Para determinar o transporte de elétrons via oxidacdo do GalL a AA, a
respiracao foi mensurada apenas com o GalL (5 Mm) como substrato inicial.

Foi utilizado 1 mg de proteina mitocondrial por ensaio em 0,5 mL de meio
de reacéo contendo manitol 0,35 M, MOPS 10 mM, tampéo fosfato 10 mM, KCI 10
mM, MgCl, 5 mM e BSA 0,5% (p/v) em pH 7,2. O procedimento ocorreu a
temperatura de 25°C com auxilio de um eletrodo do tipo Clark (Hansatech,
Respire 1, UK). A respiracao foi estimulada utilizando GalL como substrato, em

seguida para inibir a AOX foi adicionado SHAM (4 mM), para inibir a COX foi
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adicionado azida (3 mM) e por fim foi adicionado DPI (2 mM), um inibidor de

flavoenzimas.

4.5. Determinacéo da Concentracédo de Proteinas Totais

A concentracdo de proteinas totais foi mensurada pelo método de
Bradford (1976). A leitura da absorbancia de cada amostra e da curva padréo foi

feita em espectrofotbmetro a 595 nm e utilizando BSA como proteina padréo.

4.6. Avaliacdo da Biossintese de AA

A quantificacdo do AA foi realizada em condigbes neutras adicionando
tampao fosfato 100 mM, pH 10,4 (K2HPOa4). As mitocondrias purificadas foram
tratadas com 5 mM de DTT por 5 min. e filtradas com filtro de nylon em PVDF,
com didmetro de poro de 0,22 ym e 0,45 ym. Em seguida, 20 yL das amostras
foram injetadas em um cromatografo liquido de alta performance (HPLC), modelo
LC-10AD (Shimadzu, Japan) acoplado a um registrador/integrador —
chromatopac, modelo C-R6A (Shimadzu, Japan). A corrida foi realizada com uma
coluna “Spherisorb ODS C18” com velocidade do fluxo de 1 mL min™ e o pico de
AA foi identificado aos 2,69 min. Os resultados foram expressos em pmol mg™

proteina™.

4.6.1. Avaliacdo da Biossintese e Acumulo de AA em Funcédo do Tempo

Para avaliar a producdo de acido ascorbico em funcdo do tempo, as
mitocondrias purificadas foram pré-tratadas com GalL 5 mM em tampéao fosfato
100 mM, pH 7,0 com o volume final de 250 pL. As reacfes foram interrompidas
apos 15 min, 30 min, 60 min e 120 min com acido trifluoroacetico (TFA) 5% (v/v).
Em seguida, estas foram centrifugadas em microcentrifuga a 10.000 g por 5 min a
4°C e o sobrenadante coletado, para determinacdo do AA no HPLC, seguindo
condi¢cOes descritas no item 4.6..
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4.6.2. Avaliacado da Biossintese de AA em Funcao dos Tratamentos

Para avaliar a producdo de acido ascoOrbico, as amostras foram
submetidas aos seguintes tratamentos: T1) controle, T2) H,O, (1 mM), T3) H,O, (1
mM) e DPI (2 mM), T4) H,O, (1 mM) e SHAM (4 mM), T5) GalL (5 mM), T6) GalL
(5 mM) e H,0; (1 mM), T7) GalL (5 mM) e SHAM (4 mM), T8) GalL (5 mM) e DPI
(2 mM) em tampéao fosfato 100 mM, pH 7,0 com o volume final de 250 pL. As
reacoes foram interrompidas apdés 120 min com acido trifluoroacetico (TFA) 5%
(v/v). Em seguida, estas foram centrifugadas em microcentrifuga a 10.000 g por 5
min a 4°C. O sobrenadante foi coletado para determinacdo do AA no HPLC,
seguindo condic¢des descritas no item 4.6..

4.7. Avaliacdo da Atividade da GalLDH

A avaliacdo da atividade da GalLDH foi realizada utilizando (20 pL) de
mitocondria purificada e incubada em tampao Tris (50 mM), pH 8,4, citocromo C
(5 mM), Triton X-100 5% (v/v) e azida (5 mM) para manter o citocromo C
reduzido. A leitura da absorbancia de cada amostra foi feita em espectrofotbmetro
a 550 nm em intervalos de 10 segundos durante 1 min., utilizando o método
enzimatico descrito por Oba et al. (1995) com modificacdes.

As amostras foram submetidas aos seguintes tratamentos: T1) Controle;
T2) GalL (5 mM); T3) GalL (5 mM) e H,0O, (1 mM); T4) GalL (5 mM) e SHAM (4
mM); T5) GalL (5 mM) e DPI (2 mM) em volume final de 1 mL. Uma unidade de
atividade da GalLDH foi definida como a quantidade de citocromo C reduzido

durante 1 min.

4.8. Quantificacdo da Producao de H,0,

A taxa de producdo de H;O, foi determinada em extrato mitocondrial
utilizando Kit de ensaio Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay
(#A22188; Molecular Porbes, Invitrogen®) de acordo com instrugcdes do

fabricante. A fluorescéncia emitida foi medida na faixa de excitacdo de 550 nm e
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emissdo de 600 nm nos periodos de 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min e 30
min.

Para verificar a formacdo de H,O, pela atividade da GalLDH foi
adicionado GalL (50 mM). O tratamento controle foi avaliado considerando as
amostras nao tratadas com GalL.

A fluorescéncia foi registrada e a curva padrao foi obtida por adicdo de
quantidades conhecidas de H,O, no meio de reacédo descrito anteriormente. Os
niveis de H,O, foram expressos em pmol de H,O, mg’ de proteina de cada
amostra. As concentracdes de proteinas foram determinadas pelo método de
Bradford (1976).

4.9. Avaliacao da Atividade da Peroxidase (POD)

Para a avaliacdo da atividade da POD foi macerado 300 mg de pericarpo
de mamao em meio de homogeneizagcédo contendo tampao Tris pH 7,5 (100 mM),
EDTA (0,1 mM), Triton (p/v) 0,1%, glicerol (p/V) 10% e DTT (2 mM). Em seguida
foi centrifugado a 23.000 g por 20 min a 4°C conforme metodologia proposta por
Ruiz-Rodrigues et al. (2017). O sobrenadante contendo a enzima foi coletado e
utilizado para as analises.

A reacdo iniciou-se apoés a adicdo do extrato vegetal contendo a enzima
no meio de reacdo. O meio de reacdo foi preparado conforme metodologia
proposta por Kar e Mishra (1976). Foi utilizado tampé&o fosfato potassio pH 6,8 (25
mM), pirogalol (20 mM) e H,0O, (20 mM).

As amostras foram submetidas aos seguintes tratamentos: T1) controle;
T2) GalL (5 mM); T3) H,0, (1 mM); T4) GalL (5 mM) e H,O, (1 mM).

A atividade da POD foi expressa em umol min™ e a leitura da absorbancia
de cada amostra foi feita em espectrofotometro a 420 nm em intervalos de 3 seg.

durante 1 min, usando o coeficiente de extingdo de 2,47 mM™*cm™.

4.10. Quantificagdo da Peroxidacgao Lipidica (MDA)

A determinacdo de MDA foi realizada conforme metodologia proposta por

Cakmak e Horst (1991) com modificagdes. Discos contendo 300 mg de pericarpo
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de mamé&o foram incubados por 2 h e 30 min em solu¢éo tampao contendo MOPS
(500 mM) e os seguintes tratamentos: T1) controle; T2) GalL (10 mM); T3) H,0O, (1
mM); T4) GalL (10 mM) e H,O0, (1 mM).

Os discos foram macerados em meio contendo TCA 0,1%, em seguida foi
centrifugado a 10.000g por 15 min. a 4°C. Posteriormente 500 pL das amostras
foram incubadas em banho-maria por 20 min a 90°C em solugéo contendo &cido
tiobarbittrico (TBA) 0,5% e TCA 20%. No branco foi adicionado 500 uL TCA
0,1%. A reacédo foi encerrada em banho de gelo por 1 min e em seguida as
amostras foram centrifugadas a 13.000g por 4 min em temperatura ambiente. A
leitura da absorbancia de cada amostra foi feita em espectrofotdmetro a 535 nm
para aldeido maldnico e a 600 nm para absorbéancia inespecifica. A concentracao
de MDA foi expressa em nmol g* MS usando o coeficiente de adsorvidade de 155

mMtem™.

4.11. Quantificacdo da Oxidacao de Proteinas

Para determinar a oxidacdo de proteinas, foram retiradas quantidades
iguais de mitocéndrias purificadas (100 pL), as quais foram incubadas por 30 min
e submetidas aos seguintes tratamentos: T1) Controle, T2) GalL (5 mM), T3) GalL
(5 mM) e DPI (2 mM), T3) GalL (5 mM) e SHAM (4 mM), T5) GalL (5 mM) e H,0,
(2 mM).

A reacao foi encerrada com a adicao de acido tricloroacético (TCA), de
maneira a obter a concentracéo final de 20% (p/v), sendo o extrato incubado a
4°C durante 10 min, apés os quais foi centrifugado em microcentrifuga a 11.000 g
por 10 min. Por fim, foi descartado o sobrenadante e o pellet coletado, conforme
Link e Laber (2011) com modificacdes.

Ao pellet obtido no passo anterior foi adicionado 300 pL de solucdo de
derivatizagcado contendo guanidina HCI (6 M) e DNP (1 mM) para marcacao das
proteinas oxidadas. As amostras foram deixadas a temperatura ambiente durante
10 min, sendo entédo centrifugadas a 11.000 g por 3 min, conforme descrito por
Levine et al. (2000).

Foi recolhido o sobrenadante e incubado com o anticorpo anti-DNP

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) a 4°C por overnight. Posteriormente, a proteina
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A/G (resina Ultralink, Thermo Scientific) foi ligada ao complexo antigeno-anticorpo
e incubada em temperatura ambiente por 2 h. O complexo de proteinas foi eluido
adicionando DTT (10 mM) seguido de incubacdo por 5 min com posterior
centrifugacdo a 2.500 g por 5 min, sendo o sobrenadante coletado conforme
Camejo et al. (2015) com modifica¢des. Por fim, as proteinas foram quantificadas
pelo método de Bradford (1976).

4.12. Analises Estatisticas

A avaliacdo da biossintese de AA em funcéo do tempo e a producédo de
H,O, foram conduzidas seguindo o delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC) em esquema fatorial. Para a biossintese de AA foi utilizado o
esquema fatorial 2 x 4, sendo o primeiro fator correspondente aos tratamentos
(controle e GalL) e o segundo aos tempos de incubacédo (15, 30, 60 e 120 min).
Para a producéo de H,O, foi utilizado o esquema fatorial 2 x 6, sendo o0 primeiro
fator correspondente aos tratamentos (controle e GalL) e o segundo aos tempos
de avaliac@es (5, 10, 15, 20, 25 e 30 min). Os resultados representam a média de
trés repeticdes de cada experimento. As médias foram submetidas a andlise de
variancia (ANOVA) e comparadas pelo teste Tukey em nivel de 5% de
probabilidade, utilizando o software estatistico Asistat (SILVA e AZEVEDO, 2016).

A avaliagdo da biossintese de AA em fungcdo dos tratamentos e as
avaliacbes da atividade da GalLDH, Peroxidase (POD), peroxidacao lipidica
(MDA) e oxidacdo de proteinas foram realizadas em DIC. Os resultados sédo a
média de pelo menos trés repeticbes de cada experimento. As médias foram
submetidas & ANOVA e comparadas pelo teste Tukey em nivel de 5% de
probabilidade, utilizando o software estatistico Asistat (SILVA e AZEVEDO, 2016).
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5. RESULTADOS

5.1. Padronizacéo Inicial dos Frutos

A padronizacdo quanto a colocagdo do epicarpo e firmeza dos frutos de
mamao ‘Golden’ esta apresentada na Figura 6.

Angulo de cor hue (°h) 111,2+25

Firmeza (N) 164+1,5

Figura 6: Imagem ilustrativa dos frutos de maméo ‘Golden’ e valores médios de 10
amostras para o0 angulo de cor hue casca e firmeza dos frutos.

Os frutos foram avaliados quando apresentaram médias de angulo de cor
hue de 111,2 °h e firmeza de 16,4 N. O angulo de cor hue e a firmeza sdo
importantes parametros fisicos indicadores da maturacdo usados para
estabelecer a homogeneidade do material vegetal utilizado no experimento.
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5.2. Atividade Respiratoria em Mitocondrias Purificadas

Ao isolar e purificar mitocondrias, por meio do gradiente de sacarose, foi
registrado o coeficiente respiratério (CR) de 1,85 indicando um nivel satisfatorio
de acoplamento mitocondrial na oxidacdo do NADH (Oliveira et al., 2017).

A taxa de consumo de O, total e a respiracdo em funcéo da participacao
da COX e AOX utilizando NADH 8 mM como substrato respiratorio estédo

representadas na Figura 7.

100 + @ Total
BCOX
S 80 - BAOX
%é: B B Residual
(@]
E< 60 - T
==
2 N\
3O 4 | C
ICArSY
=
==
©
~ 20 - \
\ S
— I

Figura 7: Taxa de consumo de O, total e especifica para as vias citocromo C oxidase
(COX) e oxidase alternativa (AOX) em mitocdndrias purificadas de polpa de maméo ‘Golden’,
utilizando NADH (8 mM) como substrato respiratério. A respiracdo residual representa o consumo
de O, registrado quando as vias COX e AOX estdo bloqueadas. *Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

A taxa respiratoria total utilizando NADH como subtrato foi de 92,6 nmol
0, min* mg™. Os resultados demonstraram que nos frutos de mamao utilizados no
experimento a participacdo da COX foi responsavel pelo consumo de 62% do O,
total, enquanto que apenas 35% € devido a participacdo da via AOX e 3%
correspondente a respiragdo residual. A menor participagdo da via AOX no
consumo de O, nas amostras de mitocondrias analisadas esta relacionada ao

estadio verde de maturagdo do maméo (Figura 7).
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5.3. Efeito do GalL na Capacidade das Vias Respiratérias em Mitocéndrias

Purificadas

As taxas de consumo de O, em mitocondrias purificadas em funcdo da
participagdo da COX, AOX e GalLDH utilizando GalL (5 mM) como substrato

respiratério estdo representadas na Figura 8.
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Figura 8: Taxa de consumo de O, em mitocondrias purificadas de polpa de mamao
‘Golden’, utilizando GalL (5 mM) como substrato respiratério na presenca ou nao da presenca de
SHAM (4 mM), azida (3 mM) e DPI (2 mM), inibidores da AOX, COX e GalLDH, respectivamente.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

A taxa respiratoria total utilizando GalL como substrato foi de 16,3 nmol
0, min™ mg™*; ap6s adicdo de SHAM o consumo de O, foi de 15,5 nmol O, min™
mg* e de 14,6 nmol O, min® mg™ apés a adicdo de azida, respectivamente
inibidores da AOX e COX (Figura 8). De acordo com os resultados apresentados,
a taxa respiratéria com GalL como substrato respiratério, assim como na
presenca de SHAM, bloqueador da AOX, ou na presenca de azida, bloqueador da
COX, nao diferem (P<0,05) entre si.

Por outro lado, ao adicionar DPI, um bloqueador de flavoenzimas, foi
observado decréscimo (P<0,05) na taxa respiratéria das mitocondrias isoladas.

Os resultados indicam que o O, consumido na mitocdndria purificada de polpa de
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mamao no estadio de maturacéo verde, pode ser devido a atividade da GalLDH,
pois ao adicionar DPI o consumo de O, reduziu de cerca de 15,5 para 3,0 nmol O,
min™ mg™ (Figura 8).

5.4. Biossintese e Acumulo de AA

5.4.1. Biossintese e Acumulo de AA em Mitocondrias Purificadas

A biossintese de AA mensurada com e sem a presenca de GalL (5 mM)
durante os periodos de 15 min, 30 min, 60 min e 120 min esta representada na

Figura 9.
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Figura 9: Producdo de AA em (umol mg"l proteina‘l) em mitocOndrias purificadas de
polpa de mamao ‘Golden’, em funcdo do tempo de incubag¢édo de 15 min, 30 min, 60 min e 120
min, na presenca ou nao (controle) de GalL (5 mM). * Médias seguidas pela mesma letra
minUscula ndo diferem entre si na comparac¢éo da producao de AA, em cada tempo de incubacao,
na presenca ou nao (controle) de GalL (5 mM), enquanto as letras mailsculas representam a
comparacao da producdo de AA com ou sem GalL em fun¢éo do tempo de incubacé@o em nivel de
5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Os resultados mostram que a producdo de AA difere (P<0,05) entre
mitocondrias controle e aquelas tratadas com GalL a partir de 60 min de

incubacéo (Figura 9). As amostras de mitocondrias que nao foram incubadas com
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GalL 5mM apresentaram producdo de AA muito baixa, ao passo que ao utilizar o
GalL, a producdo de AA foi maior (P<0,05) (Figura 9). De acordo com o0s
resultados apresentados, o periodo de 120 min de incubacédo com GalL (5 mM),
pode ser considerado como 0 mais indicado para as analises da producéo de AA
em mitocOndrias purificadas de mamao ‘Golden’ com média de 0,23 ymol de AA
mg proteina™, enquanto que o controle apresentou média de 0,05 pmol de AA mg

proteina™ (Figura 9).

5.4.2. Efeito do Substrato GallL, H,O; e Inibidores Respiratérios no Acumulo

de AA em Mitocdndrias Purificadas

A producdo de AA em mitocéndrias de maméao ‘Golden’ incubadas
na presenca ou nao (controle) de H,O; (1 mM) e GalL (5 mM) em funcao da
adicéo do inibidor da GalLDH, DPI (2 mM), bloqueador da AOX, SHAM (4 mM) e
da adicdo de GalL combinada com H,0O,, avaliadas apds o periodo de 120 min

esta representada na Figura 10.
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Figura 10: Producdo de AA em mitocéndrias purificadas de polpa de mamao ‘Golden’
em funcdo da incubacgéo ou ndo com GalL (5 mM) por 120 min e a adi¢cdo de H,O, (1 mM), inibidor
da GalLDH, DPI (2 mM) e inibidor da AOX, SHAM (4 mM). *Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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Os resultados demonstraram que nas amostras mitocondriais onde nao
houve a adicdo de GalL (controle), a producdo de AA foi baixa (P<0,05), com
média de 0,13 umol mg™ proteina™ (Figura 10). No tratamento com H,O, e no
tratamento com H,O, combinado com DPI, ndo foi observada diferenca (P<0,05)
na producgdo de AA quando comparado ao controle.

A reducgédo na producao de AA foi observada tanto ao combinar H,O, com
SHAM, quanto na combinacéo de GalL com SHAM, apresentando médias de 0,10
umol mg? proteina® e 0,09 pumol mg* proteina® respectivamente, diferindo
(P<0,05) do que foi observado no controle (Figura 10).

A maior producéao de AA foi observada nas amostras incubadas apenas
com GalL. O GalL influenciou positivamente na producdo de AA apresentando
média de 0,23 pmol mg™’ proteina™, diferindo (P<0,05) comparativamente ao
observado no controle. No tratamento em que as amostras foram incubadas com
GalL e H,0; houve reducao (P<0,05) da producédo de AA em relagdo as amostras
incubadas apenas com Gall, apresentando média de 0,13 pmol mg™ proteina™.
Resultado semelhante foi observado ao combinar GalL com DPI, em que foi
observada média de producdo de AA de 0,13 umol mg™ proteina™. Estes
tratamentos nao diferiram (P<0,05) entre o controle e nem quando comparados
entre si, mas diferiram na comparacdo com as amostras incubadas apenas com
GalL, ou quando esteve presente o SHAM (Figura 10).

De acordo com estes resultados pode-se destacar que adicdo de SHAM,
blogueador especifico da AOX, influenciou negativamente no acimulo de AA em
mitocdndrias purificadas dos frutos de mamao ‘Golden’, tratadas e nao tratadas
com GalL. E, que a adicao de H,O, e DPI anularam o efeito positivo da adi¢do de
GalL.

5.5. Atividade da Enzima GalLDH em Funcao da Presenca de H,O, e dos
Inibidores SHAM e DPI

A atividade da GalLDH na presenca ou nédo do seu substrato, GalL (5
mM), em funcao da presenca de H,O; (1 mM), SHAM (4 mM) ou DPI (2 mM) esta

representada na Figura 11.
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Figura 11: Atividade da GalLDH em mitocondrias purificadas de mamé&o ‘Golden’ na
presenca ou nao (controle) de GalL (5 mM) e em funcéo da adicdo de H,O, (1 mM) e os inibidores
da AOX e GalLDH, respectivamente, SHAM (4 mM) e DPI (2 mM). *ND: N&o detectado. **Médias
seguidas pela mesma letra mailscula nao diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

As amostras mitocondriais apresentaram resultados distintos quanto a
atividade GalLDH apds a adicdo de H,O,, SHAM e DPI. A atividade GalLDH nas
amostras controle (sem a adicdo de GallL) ndo foi detectada, enquanto que a
adicdo de GalL 5mM estimulou (P<0,05) a atividade GalLDH (Figura 11). Na
presenca de GalL, a atividade GalLDH foi reduzida (P<0,05) ap6s adicdo de H,0O,
e adicao dos inibidores da GalLDH e AOX, respectivamente, DPl e SHAM (Figura
11). A adicdo de SHAM resultou em maior queda (P<0,05) na atividade GalLDH
em relacdo a queda de 58% na atividade da enzima registrada apés a adicdo de
H,O, ou DPI. Foi observada a redugédo de 97% na atividade da enzima quando
adicionado GalL combinado com SHAM, sendo considerada estatisticamente

(P<0,05) similar ao controle, apresentando média de 0,003 umol/min™*mg proteina’
1
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5.6. Producéo de H,O, em Funcdo do Tempo de Incubac&o em Mitocondrias
Purificadas

A producdo de H,O, em mitocondrias incubadas ou ndo (controle) com
GalL (50 mM) pelos tempos de reacdo de 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min e

30 min esta representada na Figura 12.
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Figura 12: Producéo de H,O, (umol de H,O, mg1 proteina) em mitocéndrias purificadas
de polpa de maméo ‘Golden’ incubadas ou nédo (controle) com GalL (50 mM) pelos tempos de
reacdo de 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min e 30min. * Médias seguidas pela mesma letra
minUscula ndo diferem entre si na comparagcdo da producdo de H,O, em funcdo do tempo de
incubacdo ou néo (controle) com GalL (50 mM), enquanto as médias seguidas pela mesma letra
mailscula ndo diferem entre si na producao de H,O, na comparacao entre amostras incubadas ou
ndo (controle) com GalL (50 mM) considerando o mesmo tempo de incubagdo em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Tukey.

As amostras mitocondriais ndo incubadas com GalL apresentaram
producédo basal de H,O,, n&o diferindo entre si (P<0,05) durante os intervalos de
avaliacao.

A producgéao de H,0O; verificada em mitocondrias incubadas com GalL foi
maior (P<0,05) comparativamente a registrada nas amostras controle (Figura 12).
O fornecimento de GalL, substrato para a GalLDH, influenciou positivamente
(P<0,05) na producédo de H,O, (Figura 12). A producdo de H,O, foi crescente
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(P<0,05) durante o periodo de avaliagdo. Foi observada diferenca (P<0,05) entre
os intervalos de 5 min e 10 min, apresentando médias de 666,0 pmol de H,O, mg’
! proteina e 912,2 umol de H,O, mg™ proteina, respectivamente. Apesar do
padrao crescente na producdo H,O, a partir do intervalo de 15 min de avaliacao

nao foi mais observada diferenca (P<0,05) na producéo de H,O, até o intervalo de
30 min.

5.7. Efeito da Presenca do Subtrato GalL e do H,O, na Atividade da

Peroxidase (POD) Durante a Biossintese de AA

A atividade da POD foi modulada diferencialmente (P<0,05) na presenca
ou nao (controle) de GalL (5 mM) no extrato de polpa de mamao ‘Golden’. Os

resultados estéo representados na Figura 13.
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Figura 13. Atividade da peroxidase (POD) no extrato de polpa de maméao ‘Golden’ e
incubadas na presenca ou nao (controle) de GalL (5 mM) e em funcdo da adicdo de H,O, (1 mM)
de forma isolada ou em combinagcdo com GalL. * Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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A atividade da POD foi estimulada pela adicdo de GalL, apresentando
maior (P<0,05) média (2,30 pmol min') quando comparada aos demais
tratamentos e o controle (1,49 pmol min™) (Figura 13).

A adicédo de H,0O, (1 mM) de forma isolada ou em combinacdo com GalL
nao interferiu (P<0,05) na atividade da POD; nem na comparagao entre estes dois
tratamentos, nem na comparacao com o controle. Foi observado que as amostras
tratadas com H,O, apresentaram atividlade POD média de 1,55 pmol min™,
enquanto que ao combinar o H,O, com GalL a atividade da enzima apresentou

valores médios de 1,56 pmol min™ (Figura 13).

5.8. Efeito do Substrato GalL e H,O;, na Peroxidacdao Lipidica

Os resultados do ensaio para avaliar o nivel de peroxidacao lipidica, a
partir da producdo de MDA no extrato polpa de maméao ‘Golden’, incubado na
presenca ou nao (controle) de GalL (5 mM) e quando adicionado H,0O, (1 mM) de

forma isolada ou em combinacdo com GalL, estao representados na Figura 14.
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Figura 14: Peroxidacao lipidica, expressa pela concentracdo de malondialdeido (MDA)
em extrato de polpa de maméo ‘Golden’ e incubadas na presenca ou ndo (controle) de GalL (5
mM) e em funcéo da adicdo de H,O, (1 mM) de forma isolada ou em combinacdo com GalL. *
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.
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Os niveis de MDA utilizados para avaliar a peroxidacéo lipidica no extrato
de polpa de maméo apresentaram diferenca (P<0,05) entre o controle e as
amostras incubadas com GallL, apresentando valores médios de 1,83 nmol de
MDA mg™ MF e 2,14 nmol de MDA mg™* MF, respectivamente (Figura 14).

A adicdo de H,O, de forma isolada, assim como a adicdo de H,O»
combinada com GalL aumentaram a formagdo do complexo MDA-TBA. Foi
observada diferenca (P<0,05) quando comparado ao controle e as amostras com
GalL, no entanto quando comparado entre si ndo houve diferenca (P<0,05),
apresentando valores médios de 2,40 nmol de MDA mg™ MF e 2,34 nmol de MDA
mg™ MF, respectivamente (Figura 14).

5.9. Efeito do Substrato GalL, do H,O» e dos Inibidores da AOX e GalLDH

na Oxidacao de Proteinas Mitocondriais

Os resultados da modificagdo oxidativa de proteinas mitocondriais
incubadas ou ndo com GalL (5 mM) e em combinacdo com H,O, (1 mM) e os
inibidores da AOX, SHAM (4 mM) e da GalLDH, DPI (2 mM) estdo representados
na Figura 15.
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Figura 15. Oxidacdo de proteinas em mitocondrias purificadas de mamao ‘Golden’ e
incubadas na presenca ou néo (controle) de GalL (5 mM) e em funcéo da adicao de H,O, (1 mM),
inibidor da AOX, SHAM (4 mM) e inibidor da GalLDH, DPI (2 mM). * Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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As amostras mitocondriais incubadas com GalL apresentaram maior
(P<0,05) teor de proteinas oxidadas em comparacao com os demais tratamentos,
apresentando médias de 9,1 pmol mg™ proteina™ (Figura 15). Por outro lado,
quando o extrato mitocondrial foi incubado com GalL em combinag¢do com H,O; e
com o inibidor da GalLDH, DPI, a oxidacao proteica nédo diferiu (P<0,05) entre si e
o controle, apresentando médias de 3,2 pmol mg™ proteina™; 3,1 umol mg™
proteina™ e 3,2 umol mg™?, respectivamente (Figura 15). Os resultados mostram,
entretanto, que ao combinar GalL com o inibidor da AOX, SHAM houve uma
reducdo (P<0,05) nos niveis de proteinas oxidadas (1,4 pumol mg™” proteina™)
(Figura 15). De acordo com estes resultados pode-se destacar que adicdo de
SHAM, bloqueador especifico da AOX, resultou em maior reducéo nos teores de

proteinas de mitocéndrias oxidadas.
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6. DISCUSSAO

Foram realizados ensaios em mitocondrias purificadas de frutos de
mamao ‘Golden’ para verificar a relacdo da atividade da GalLDH durante a
biossintese de AA, com a atividade respiratoria envolvendo as vias AOX e COX,
assim como o papel da enzima GalLDH na producdo de H,O, e nos danos
provocados em virtude do estresse oxidativo.

O mamdao € considerado um fruto de padrdo respiratério climatérico
(Souza et al., 2014). Deste modo, quando colhido fisiologicamente maduro
apresenta rapido amadurecimento em condicbes ambiente, o que resulta em
mudancas na coloracdo da casca e da polpa e perda de firmeza da polpa, que
afetam os padrdes visuais de qualidade (Godoy et al., 2010).

As avaliacbes quanto ao angulo hue e firmeza sao importantes para a
padronizacdo do material vegetal. Neste experimento foi observado valor de 111,2
de angulo hue (Figura 6). Em trabalhos utilizando maméao ‘Golden’ Souza et al.
(2014) registraram valores semelhantes variando entre 112,1 °h a 104,3 °h entre o
primeiro e o terceiro dia apos a colheita.

Os frutos utilizados nos experimentos foram caracterizados e
padronizados como pertencentes ao estadio 1 de maturacdo (fruto em
amadurecimento cuja coloracdo amarela da casca nédo cobre mais do que 15% da
superficie do fruto) (Prates, 2005). Frutos neste estadio de maturacdo apresentam
caracteristicas mais homogéneas para as avaliagoes.

No mamdao, o aumento da respiragdo durante o amadurecimento esta

associado a reducéo da participacdo da COX e aumento da participacdo da AOX
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(Oliveira et al., 2015; Silva et al.,, 2015). Aqui nesse trabalho, foi feita a
quantificacdo da respiracdo utilizando como substrato respiratério o NADH (Figura
7), tendo sido verificado uma menor participacdo da AOX em relacdo a COX. Tais
valores observados estdo de acordo com a caracteristica do material vegetal, que
foi padronizado no estddio 1 de maturagdo, onde se observa uma menor
participacdo da AOX. Resultados semelhantes foram verificados por Silva et al.
(2015), quando avaliaram a respiracdo em mitocondrias isoladas de polpa de
mamao UENF/Caliman01 e Tainung 01 e encontraram valores da participacdo da
AOX no inicio do amadurecimento em torno de 35%, enquanto que a COX
representou 65% da respiracdo total no mesmo periodo.

Aqui também foi feita uma segunda quantificacdo da respiracdo, porém,
utilizando o GalL como substrato respiratorio. Segundo Bartoli et al. (2000) e
Millar et al. (2003), h& ligacdo funcional entre a biossintese de AA. Durante a
oxidacdo do GalL a AA, os elétrons séo transferidos diretamente ao citocromo c,
sendo oxidado pela COX, ocorrendo a reducdo do O, a H,O (Rodriguez-Ruiz et
al.,, 20017). Desta forma, os elétrons provenientes da biossintese de AA
contribuem para a formacdo do gradiente eletroquimico, demonstrando que a
respiracdo pode ser controlada pela biossintese de AA em plantas.
(Millar et al., 2003). Os resultados aqui observados mostraram que o consumo de
O, em mitocdndrias que utilizavam GalL como substrato foi menor em relacdo a
respiracdo utilizando NADH. Este resultado é devido a menor disponibilidade de
elétrons vindo apenas da oxidacdo do GalL (Millar et al., 2011). Quando o NADH
€ oxidado, os elétrons sdo transferidos para o complexo I, passando pela UQ e
pelos complexos respiratorios (Il e IV) onde h& liberacdo de energia para a
sintese de ATP e a redugdo do O, a H,O (Millar et al.,, 2011). O maior
fornecimento de elétrons provenientes da oxidacdo do NADH possibilita a maior
reducdo do O, que € aceptor final de elétrons (Blokhia e Fagerstedt, 2010).

Foi observado aqui, que quando o transporte de elétrons € iniciado pela
oxidacdo do GalL a AA, ao adicionar SHAM (inibidor da AOX) e azida (inibidor da
COX) o consumo de O néo foi influenciado, mantendo-se nos mesmos niveis de
antes da adicao dos inibidores.

Recentemente, trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa
utilizando mitocondrias isoladas de mamé&o, tomate e morango demonstraram

que, a adicdo de GalL como substrato respiratorio aumentou a atividade da
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GalLDH e influenciou no transporte de elétrons. Porém, o resultado mais
marcante observado foi a insensibilidade das vias AOX e COX aos seus
respectivos inibidores (Silva, 2016), como também verificado aqui. Com base
nestes estudos preliminares, surgiram entdo as seguintes hipéteses: 1) a adicao
de GalL, ao influenciar no fluxo de elétrons, estaria provocando a insensibilidade
das vias oxidases terminais aos seus respectivos inibidores? ou 2) admitindo que
as vias AOX e COX estéo inibidas, o que poderia estar consumindo o O,? Poderia
ser a atividade da GalLDH?

A atividade da GalLDH ¢é importante para a manutencdo do metabolismo
energético das mitocondrias em plantas (Alhagdow et al., 2007). A GalLDH esta
localizada proximo ao complexo | da CTEm e sua regulacédo tem relacdo com o
transporte de elétrons (Bartoli et al., 2000). Pineau et al. (2008) verificaram que a
guantidade do complexo | foi reduzida quando a GalLDH estava silenciada.

Bartoli et al. (2006) observaram que na presenca de GalL ha maior
acumulo de AA em linhas transgénicas de A. thaliana com menor expressao da
AOX. Rodriguez-Ruiz et al. (2017) caracterizaram a GalLDH de frutos de pimenta
e sugeriram que a enzima possui um dominio transmembranar (Tyr46-Pro65) que
permitiia a interacdo com varias vias oxidases respiratorias. Tal fato foi
observado aqui ao inibir a AOX, quando foi verificada a reducdo na atividade da
GalLDH (Figura 11) e na biossintese de AA (Figura 10). Resultado semelhante foi
observado por Silva (2016), que ao inibir a AOX em frutos de mamao ‘Golden’,
observou a reducdo no acumulo de AA e na atividade da GalLDH. Aqui neste
trabalho, foi demonstrado que a participacdo da AOX é fundamental para a
manutenc¢do da atividade da GalLDH e a biossintese de AA.

Imai et al. (2009) avaliaram a importancia da GalLDH na manipulacdo do
conteudo total de AA em plantas. Os autores introduziram um cDNA que codifica
a GalLDH de batata-doce em plantas de tabaco sob controle do promotor CaMV
35S, mediada por Agrobacterium. Foi observado aumento de 6 a 10 vezes na
atividade da GalLDH, no entanto o conteado de AA ndo aumentou. Os autores
concluiram que a acumulacédo de AA nédo é diretamente dependente da atividade
da GalLDH. Outra fungéo atribuida a GalLDH esta relacionada a montagem do
complexo | (Schimmeyer et al., 2016). Estes autores sugeriram que a GalLDH é
um fator importante para a montagem do complexo |, independente da sua funcéo

de sintetizar o AA. Segundo Schimmeyer et al. (2016), a GalLDH é uma enzima
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de dupla funcdo na célula, ou seja, além da sua funcdo de sintetizar o AA
(Wheeler et al., 1998) é também essencial para a montagem do complexo | na
CTEm.

A biossintese de AA é catalisada pela GalLDH que é uma flavoenzima
mitocondrial (Leferink et al., 2008). Assim sendo, foi adicionado o DPI, um inibidor
de flavoenzimas (Riganti et al., 2004), ao meio de quantificagdo da respiracdo em
mitocondrias isoladas utilizando GalL como substrato respiratorio para verificar a
participacdo da GalLDH no consumo de O,. Os resultados mostraram de forma
surpreendente que o consumo de O, reduziu significativamente apés a adicdo de
DPI (Figura 7). Isto demonstra que durante a biossintese de AA, a GalLDH além
de contribuir para o fluxo de elétrons na CTEm, também pode estar interagindo
com o oxigénio molecular com possivel formacao de ERO pela reducéo parcial do
0O,. Em sendo assim, tais resultados corroborariam com a sugestdo de
Schimmeyer et al. (2016) de que a GalLDH seria uma enzima de dupla fungdo na
célula e com Rodriguez-Ruiz et al. (2017), que sugeriram que a enzima interage
com as vias oxidases respiratorias. Entretanto, ha poucas informacdes na
literatura relacionadas ao efeito da biossintese de AA influenciando a respiracao
mitocondrial.

Alhagdow et al. (2007) demonstraram que o silenciamento do gene que
codifica a GalLDH em tomate (Solanum lycopersicum) ndo alterou o teor de AA,
mas influenciou no crescimento das plantas e frutos. Os autores concluiram que
a GalLDH além de sintetizar AA, teria papel importante na regulacdo de
processos relacionados ao crescimento celular nas plantas.

O que diferencia a GalLDH de outras enzimas que compdem a ultima
etapa da rota que sintetiza o AA em animais e fungos é a falta da atividade
oxidase da GalLDH (Smirnoff, 2001). A GalLDH contém um grupo FAD ligado néo
covalentemente (Leferink et al., 2009a). Por outro lado, sabe-se que a maioria das
aldonolactonas que produzem H,;O, sdo oxidases e possuem um grupo FAD
unido covalentemente (Leferink et al., 2008), o que poderia justificar a atividade
oxidase da GalLDH. Acredita-se que a funcédo oxidase da GalLDH evoluiu para
evitar a oxidacdo excessiva da CTEm (Millar et al., 2003), pois as mitocondrias

sdo organelas altamente susceptiveis a danos oxidativos (Pinto et al., 2003).
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Leferink et al. (2008) revelaram que apesar da pouca afinidade da enzima
com o oxigénio molecular é possivel observar que, ainda que baixa, a GalLDH
pode apresentar uma funcéo oxidase.

E importante ressaltar que enquanto Leferink et al. (2008) utilizaram como
objeto de estudo a GalLDH purificada, nesta pesquisa foi analisada a atividade da
GalLDH integrada aos componentes mitocondriais da CTEm. Sendo assim, é
possivel que a GalLDH possa ter apresentado maior atividade oxidase, pois foi
demonstrado que ao bloguear as vias AOX e COX, o consumo de O, na CTEm
ocorreu devido a atividade da GalLDH (Figura 8).

Para compreender a relagdo entre a biossintese de AA e a producéo de
ERO, foi analisada a producéo de H,O, via fluorescéncia. Ao analisar a producao
de H,O, nas amostras de extrato mitocondrial na presenca de GallL, verificou-se
de forma surpreendente que a GalLDH, ao oxidar o GalL produziu quantidades
elevadas de H,O, quando comparadas as amostras mitocéndrias em que nao
foram adicionadas GalL no meio de reacéo (Figura 12).

Leferink et al. (2009a) mostraram que a GalLDH pode ter atividade
oxidase a partir da substituicdo de um Unico residuo de alanina por glicina,
correspondente ao residuo Ala-113, o que, segundo estes autores, aumenta a
afinidade da enzima com o oxigénio molecular. A reacdo oxidase das
flavoproteinas com o oxigénio molecular ainda n&o estd completamente
compreendida, mas envolve a transferéncia de elétrons da flavina reduzida para o
oxigénio, o que pode resultar na formacéo de H,O, (Van-Berkel et al., 2006).

As plantas possuem mecanismos de defesa enzimaticos e ndao
enzimaticos capazes de minimizar os efeitos das ERO (Mittler et al., 2004). Para
verificar se a producao de H,O, foi suficiente para desencadear danos oxidativos
na célula, foram realizados ensaios para quantificar o nivel de peroxidacéo lipidica
e a atividade da enzima POD no extrato de polpa de mamao ‘Golden’.

A extensdo do estresse oxidativo na célula pode ser determinada pelo
aumento na atividade da POD (Barbosa et al., 2014). As peroxidases tém papel
importante na desintoxicacao celular, pois tém o H,O, como molécula aceitadora
de elétrons, reduzindo-o a O, e H,O (Freitas et al., 2008).

De acordo com os resultados demonstrados neste trabalho, a atividade da
POD foi maior (P<0,05) no extrato de polpa de mamao ‘Golden’ incubado com

GalL 5 mM (Figura 13), confirmando que a atividade da GalLDH foi responsavel
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pelo aumento na produgéo de H,O,, que aumentou a atividade antioxidante. Este
resultado demonstra novamente a relacdo da biossintese de AA com o0 aumento
na producédo de H,O, (Figura 12).

O aumento da atividade enzimatica da POD é uma resposta antioxidante,
um mecanismo de defesa, para proteger a célula contra os efeitos téxicos do
H.O,, uma vez que este pode dar origem a ERO ainda mais reativas (Ronsein et
al., 2006). Checin et al. (2010) estudaram o efeito do estresse hidrico na atividade
da POD em folhas de girassol (Helianthus annuus L.) cultivadas em casa de
vegetacdo. Os autores observaram que em folhas mais velhas a atividade POD
foi importante para manter a integridade da membrana.

Rutschow et al. (2011) sugerem que, baixos niveis de H,O, atuam
sinalizando um estado de estresse que desencadeia uma série de mecanismos
antioxidantes, os quais podem minimizar o estresse mais intenso, enquanto que
niveis mais elevados de H,O, sdo responséaveis pelos danos oxidativos.

Verificou-se maior peroxidacdo lipidica no tratamento em que foi
incubado H,0O, de forma isolada bem como H,O, combinado com GalL (Figura
14). A aplicagdo exogena de H,O, agiu aumentando a peroxidacéo lipidica no
extrato de polpa de mamao. Sweetlove et al. (2002) utilizaram o H,O, para induzir
0 estresse oxidativo em células de Arabidopsis e revelaram que esse tratamento
foi responsavel pelo aumento da peroxidacéo lipidica.

Ao relacionar a atividade da POD com a concentracdo de MDA, pode-se
inferir que o aumento na peroxidacao lipidica demonstrado neste trabalho,
comprometeu a atividade enzimatica da POD devido a elevada concentracdo de
H,O, exdgeno, uma vez que em altas concentracbes o H,O, pode alterar o
potencial da membrana (Dlaskova et al., 2010) e diminuir a fungdo mitocondrial
associada a danos em proteinas e lipidios (Mgller e Kristensen, 2004).

Segundo Checin et al. (2010), a reducéo na atividade na POD né&o indica
que nédo houve o estresse oxidativo. Os autores basearam essa afirmagéo ao
quantificar a peroxidagdo lipidica em folhas de girassol sob estresse hidrico,
gquando ndo observaram alteracdo na atividade da POD, porém verificaram-se
niveis elevados de MDA, que indica a ocorréncia de danos na membrana (Checin
et al.,, 2010). Os resultados de Checin et al. (2010) podem ser comparados ao
observado neste trabalho, em que a indugao do estresse provocado pela adi¢ao

de H,O, pode ter provocado danos na atividade enzimatica pelo aumento nos


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AIan%20M.%20M%C3%B8ller
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ABrian%20K.%20Kristensen

44

niveis de MDA. O aumento nos niveis de MDA indica que ha a peroxidacao
lipidica, que leva a perda de fluidez dos lipidios, comprometendo o funcionamento
da membrana e da célula (Lima e Abdalla, 2001).

Foram realizados ensaios para determinar a oxidacdo de proteinas
mitocondriais induzidas pela atividade GalLDH. Segundo Mgiller et al. (2007), as
proteinas estao sujeitas a oxidacdo mesmo em condic¢des ideais. As ERO oxidam
as proteinas resultando em modificacdes destas que, até certo ponto, podem ser
usadas na regulacdo metabdlica. Aqui neste trabalho foi quantificado um aumento
na oxidacdo de proteinas no extrato mitocondrial incubado com GalL. Uma
hip6tese para explicar o aumento no total de proteinas oxidadas por GalL seria
devido a atividade da GalLDH.

Os mecanismos de defesa antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
mantém as ERO em um nivel baixo, ndo toxico para a célula (Mittler 2017). De
acordo com Zsigmond et al. (2011), o aumento na biossintese de AA pela
atividade da GalLDH, auxilia na protecdo da integridade das membranas
mitocondriais e na manutencdo do processo respiratorio. No entanto, foi
demonstrado aqui a acdo negativa da atividade da GalLDH. Ao incubar as
amostras com GalL, verificou-se através do incremento na producdo de H,0O;
(Figura 12), que a atividade GalLDH, possivelmente, contribuiu para o
desequilibrio entre a producédo de ERO e sua eliminacéo, levando a limitacdo dos
mecanismos de protecdo antioxidantes, que desencadeou a oxidacdo de
proteinas mitocondriais (Figura 15).

Aqui néo foi verificada diferenca nos niveis de proteinas oxidadas pela
combinac¢éo de GalL com H,0O, ou com o inibidor de flavoenzima (DPI). De acordo
com Leferink et al. (2009b), a GalLDH pode ser inativada pelo H,O, para proteger
contra danos oxidativos in vitro. Dessa forma, o resultado aqui verificado sugere
gue a menor quantidade de proteinas oxidadas nos tratamentos com H,O, e DPI,
pode ter sido devido & inativagdo da GalLDH. Assim sendo, haveria um menor
fluxo de elétrons, o que levaria ao citocromo ¢ receber menos elétrons
provenientes da oxidacdo do GalL, se mantendo (o citocromo c¢) na sua forma
oxidada, o que evitaria a super reducédo da CTEm (Bartoli et al., 2000).

Sweetlove et al. (2002) observaram que a inducdo do estresse pela
adicéo de H,0O, resultou em reducéo do consumo de O, em mitocondrias e afetou

duas subunidades do complexo | e a ATP sintase, o que imp08s restricdo ao
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transporte de elétrons. Foi demonstrado por Wagner (1995) que a presenca de
H.O, em células de Petunia hybrida induz a expressdo da AOX. Aqui neste
trabalho, verificou-se que sempre que a via AOX foi inibida houve reducéo
significativa na atividade GalLDH, o que também foi verificado em outros
experimentos realizados pelo nosso grupo. Essa reducao da atividade da GalLDH
que foi induzida pelo blogueio da AOX, indica que h&d uma associacdo metabdlica
entre a biossintese de AA e a atividade da GalLDH. Szarka et al. (2013)
demonstraram que a atividade da GalLDH é regulada pelo transporte de elétrons
a partir do complexo |, que precisa do citocromo ¢ na forma oxidada como aceptor
de elétrons. A AOX ao reduzir o sobrefluxo de energia, impede a super reducao
do citocromo c (Vanlerberghe et al.,, 2009). Neste trabalho, verificou-se que ao
bloquear a via AOX, a atividade da GalLDH foi reduzida. Este resultado pode
estar relacionado a sobre reducédo do citocromo c, que influenciou negativamente
no transporte de elétrons. Bartoli et al. (2000) demonstraram que ao utilizar
cianeto para bloquear a oxidacdo do citocromo c¢ pela COX, a biossintese de AA
foi reduzida, enquanto que ao inibir o complexo Ill, o citocromo ¢ se manteve na
forma oxidada, o que aumentou a atividade da GalLDH.

Diante disso, pode-se inferir que a reducdo mais acentuada das proteinas
oxidadas quando aplicado o inibidor da AOX (SHAM) foi devido a reducédo na
atividade da GalLDH, o que resultou em menor producdo de H,O,. Sugerindo,
com isso, que a atividade da GalLDH e da AOX sao fundamentais para a
manutencdo do metabolismo mitocondrial, tanto no que se refere a biossintese de
AA, guanto na atividade respiratoria.

Estudos recentes sobre a localizagdo da GalLDH sugerem que esta
enzima esta anexada a membrana mitocondrial (Rodriguez-Ruiz et al., 2017) e
gue sua porcao ativa esta voltada para o espaco intermembranar da membrana
interna da mitocondria (Yabuta et al., 2000). Assim, sugere-se que a atividade da
GalLDH pode ser responsavel pela oxidacdo de proteinas no espaco
intermembranar. E importante destacar que, a quantificacio de proteinas
mitocondriais que foi realizada nesse trabalho, representou apenas o total de
proteinas mitocondriais solUveis modificadas por carbonilacdo em frutos de
mamao ‘Golden’, por meio da reagdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP) obtendo
seu correspondente 2,4-dinitrofenilhidrazona (Levine et al., 2000; Hawkins et al.,

2009). Diante disso, propdem-se estudos mais detalhados para identificar e
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caracterizar funcionalmente as proteinas oxidadas, por exemplo, por meio da
analise proteémica.

O ponto-chave neste estudo da atividade GalLDH esta no fato de ser esta
enzima uma desidrogenase que até entdo apresenta como principal funcdo a
sintese de um antioxidante (AA), estar possivelmente apresentando uma funcao
oxidase e contribuindo para o desbalan¢o no estado redox, isto €, promovendo a
producdo de radicais livres no meio celular, que de acordo com os dados aqui

registrados, resultaram em danos oxidativos.
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho observou-se que tanto a atividade da GalLDH, quanto da
AOX sédo fundamentais para a biossintese de AA.

A producgdo de H,O, durante a atividade da GalLDH afetou o equilibrio
entre a formacédo e a remocao de ERO provocando danos oxidativos a célula.

Sera preciso estudos complementares, para caracterizacdo funcional das
proteinas oxidadas a fim de verificar o efeito dessa oxidacdo no metabolismo

mitocondrial.
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