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R E S U M O

Em mitocôndrias de fígado de rato preservadas em con­

dições pré-estabelecidas por Montano et al. (Arq .Bioi .Tecnol.,

24: 375-384, 1981} em presença de fontes de energia (ADP e a­
O i

cetoglutafato}, de fatores (albumina, EDTA, Mg ) e em condj^ 

ções de envelhecimento (sacarose tamponada) foram determina - 

das as atividades de algumas enzimas mitocondriais, durante o 

período de armazenamento de 5 dias.

As, enzimas ATPase, citocromo c oxidase e MADH desidrc) 

genase apresentaram latência, aumentando a atividade em fun­

ção do tempo de preservação ou de envelhecimento mi tocondrial. 

As enzimas succinato desidrogenase, succinato oxidase, NADH 

oxidase, malato desidrogenase, aspartato aminotransferase eA^ 

fa-cetoglutarato desidrogenase mostraram-se sensíveis aos dois 

sistemas de armazenamento mitocondrial.

As condições de preservação de mitocôndrias isoladas, 

apresentando acoplamento fos fori 1 a ti vo e ainda que com oscilji 

ções nas atividades enzimati cas, possibilitam estudos com a câ  

deia de transporte de elétrons, fosforilação oxidativa e sis­

tema enzimãtico da matriz mitocondrial , durante o período de 

armazenamento de 5 dias.
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1- INTRODUÇÃO

As mitocondrias são organelas que se encontram de ma­

neira constante no citoplasma de células eucariÕti cas (28, 58). 

A sua forma e localização variam com o tipo celular e difereji 

tes estágios funcionais (28).

Algumas lesões celulares podem provocar variações r£ 

versiveis nas mitocondrias , outras provocam alterações i rne 

versiveis que podem ser interpretadas como sinais de degenera_ 

ção mi tocondri al . Existem, genericamente, três tipos de altei 

rações mitocondriais:

1) a fragmentação em grânulos seguida de lise e dis­

persão ;

2) intenso inchamento com formação de grandes vacúc) 

1 os;

3) grande acúmulo de materiais diversos com transfo_r 

mação das mitocondrias em grânulos hialinos (58).

Em células normais pode-se observar mitocÕndrias dege? 

neradas, em focos de autÕlise constituindo um tipo de lisos- 

soma, o citolisossoma (58). Outro tipo de degeneração consi^ 

te na fusão da mitocÕndria formando as condriosferas (58).

Hã consideráveis evidências que sugerem que as mitjo

cÔndrias se alteram com o envelhecimento celular e em tumores



(10, 49, 66, 70, 73). Wilson e Franks (80), em estudos com m^ 

tocÔndrias de fígado de rato de 6 a 30 meses, observaram dif£ 

renças na forma mitocondrial , no arranjo e no número de cris­

tas da matriz mi tocondri al.

0 envelhecimento mitocondrial (77) é considerado um d£ 

sacoplamento estrutural o qual danifica a integridade da mem­

brana interna mitocondrial aumentando a atividade ATPasicajd^ 

minuindo o controle respiratório, o controle de transporte e 

acúmulo de Tons e, freqüentemente, a eficiência da fosfori- 

lação (77). MitocÔndrias envelhecidas (75, 77) e partículas 

submi tocondri ai s , obtidas por sonicação, perdem o controle re£ 

piratÓrio quase que completamente, mas retém a capacidade de 

fosforilação acoplada à oxidação (34).

A perda ou decréscimo da fosforilação oxidativa que 

ocorre durante o envelhecimento mitocondrial "in vitro" deve­

se ã produção de vãrias lesões durante o processo de envelhe­

cimento (70). Essas alterações decorrem de modificações na mem 

hrana mitocondrial interna cuja conseqüência é: A)"swelling"

mitocondrial e concomitante alteração morfológica; B) perda 

para o meio de incubação de cofatores essenciais como adenina 

nucleotídeos (14, 23, 54), piridino nucleotídeos (45, 76) e ou 

tros fatores termoestãveis; C) acúmulo de lipídeos livres ou 

ligados a proteína, contendo ácidos graxos de .cadeia longa não 

esterificados; D) ativação de fosfolipases (1ecitinases) que 

iiidrolisam os fos foi ipídeos mi tocondri ais em ãcidos graxos li_ 

vres insaturados e 1isofosfatídeos (9, 20).

2

Em estudos "in vivo" com mitocÔndrias envelhecidas de

fígado, de rim e de pulmão de rato, observam-se variações nos



níveis de algumas enzimas - relacionadas com o sexo e com a 

idade dõ animal (6,18e30 meses) (78, 79). Em fígado, Knox et 

al. (42) observaram que não hã variação nas atividades da su£ 

cinato oxidase, malato desidrogenase e glutamato - oxalacetato 

transaminase» mas ocorre uma diminuição da atividade da cito 

cromo oxidase.

Resultados de estudos citoquímicos "in vivo" sugerem 

fiaver pequena variação na distribuição mitocondrial da cito- 

cromo oxidase e da malato desidrogenase, acompanhadas por um 

leve. decriscimo nos níveis enzimaticos com o envelhecimento (80).

Em fígado de rato macho, as atividades da glicogenio 

fôsforilase (78) e citocromo oxidase ( 8 0 ) pouco variam,as at£ 

vldades da fosfõglucomutase e fosfatase ácida aumentam e a da 

glueosa-S-fosfatase diminui com a idade. As enzimas succinato 

desidrogenase» NAD diaforase (NAD(P)H desidrogenase), fosfata 

se alcalina e S'-nucleotidase aumentam seus níveis de ativid£ 

dè ate 1SQ mis (78). 0 inverso é obtido com a Beta-glucuroni- 

dâSê» gluco§ê-6-P desidrogenase, lactato desidrogenase e ATPji 

se. Im animais do sexo feminino o comportamento enzimãtico,em 

relaçâõ à idade» difere do sexo masculino, por exemplo,as ati_ 

vidàdes da lactato desidrogenase e 5 '-nucleotidase mantem-se 

constantes enquanto a da ATPase aumenta (78).

Im mitocondrias de fígado de rato (38) observa-se au­

mento contínuo na atividade das enzimas succinato-citocromo £ 

redutase e NAOH-citocromo £  redutase sensível ã antimicina no 

período fetai e pÕs-natal. A atividade da NADH-citocromo £  r£ 

dutase e SüCcínàto-citocromo £  redutase, em fígado de rato de 

6 a W  meses» aumenta e a Beta-hidroxibutirato desidrogenase

3



ãpresenta-se levemente diminuída (29).
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As propriedades cinéticas da glucose-6-fosfatase e da 

succinato-citocromo c redutase, de fígado de rato,variam com 

o envelhecimento (29). Isto e relacionado, a partir de estu­

dos "in vitro" (84), com as variações conformacionais na mem­

brana fosfolipídica que alteram a estabilidade bem como reg£ 

lam a atividade da enzima ligada a membrana. Esse estudo (29) 

demonstra não haver correlação das perdas da atividade enzimji 

tica com a perda de lipídeos da membrana no envelhecimento "in 

vivo", mas sugere haver relação entre a conformação da membrji 

na e a regulação da atividade enzimãtica (68).

Os fosfolipídeos tem significante envolvimento na or­

ganização molecular da membrana mitocondrial (22) e na ativ£ 

dade de certo;s compí èxos mi tocondri ai s como a ci tocromo oxidase, 

succinato-citocromo c redutase, succinato-coenzima Q redutase, 

Beta-hidroxibuti rato desidrogenase ;( no transporte de elétron^ 

(20, 22). Participam no mecanismo de saída de ãgua da mitocõji 

dria (56) bem como no acumulo de íons metálicos divalentes cc> 

mo Mâ+ e Ca+ na mitocÕndria (20).

A regulação da atividade mitocondrial, segundo Lehniji 

ger (44) deve ser realizada "in vivo" por desacopladores ati­

vos produzidos pela célula, provocando alterações na permeab^ 

lidade e na estrutura da membrana. Provavelmente ocorre tam­

bém um controle na permeabilidade por estes agentes desacopla_ 

dores, regulando não apenas a concentração mitocondrial de p£ 

quenas moléculas iÕnicas ou coenzimas, como também a concen - 

tração citoplasmãtica de grandes moléculas catalíticas (44).



A ativação de enzimas mitocondriais, que ocorrem na 

forma latente, como a ATPase, glutamato desidrogenase, cito- 

cromo c redutase e citocromo oxidase é interpretada como co£ 

seqüência de um aumento na permeabilidade da membrana mitocoji 

drial (3).

0 envelhecimento da mitocõndria "in vitro" e sua de­

gradação "in vivo" estão relacionadas ã ação de fosfolipases 

A, proteinases endógenas e certas enzimas líticas do lisosso- 

ma. Assim, para diminuir o efeito do envelhecimento mitocon - 

drial, tem sido realizados estudos que visam preservar as fu£ 

ções ligadas ã energia e aumentar a resistência mitocondrial 

a proteÕlise e ã ação de fosfolipases. 0 sistema de fosforil£ 

ção oxidativa na mitocõndria intacta e estável contra a pro- 

tcõlise em meio contendo concentrações definidas de NADH, su£ 

cinato, ADP e fosfato (47).

Em estudos de manutenção de mitocÔndrias "in vitro" , 

Racker e Horstman (55) mostram que mitocõndrias mantidas por 

um dia a 49C apresentam controle respiratório o que não 

acontece com mitocÔndrias mantidas a temperatura de conge­

lamento.

5

Ridley e Leech (57), Giles e Sarafis (25) mostraram a

sobrevivência de cloroplastos isolados durante vãrios dias.E£

tudos de Romani e Monadjem (61), Romani e Özelkök (59,60,62),



descreveram a necessidade da adição de substratos a mitocÕn - 

drias isoladas de pera e abacate para a manutenção do seu cqji 

trole respiratório durante 72 a 96 horas a 25°C.

Montano et al. (51) estudando preservação de mitocÔn- 

drias "in vitro" obtiveram, na presença de fatores protetores 

(EDTA, m |+ , BSA, ATP, substratos, etc. ...), um retardamento 

no envelhecimento demonstrado por um declínio gradual dos va­

lores de RC e na integridade mitocondrial, ate 7 dias após a 

extração. As mitocÔndrias apresentavam-se inicialmente na fO£ 

ma condensada passando ã forma ortodoxa no decorrer do tempo 

de incubação. Essas duas configurações bãsicas da ultra e s t ™  

tura mitocondrial (condensada e ortodoxa) (33) correspondem , 

respectivamente, aos estados respiratórios III (ativo) e IV (rjí 

pouso) (8). -

Desde que as funções energéticas mitocondriais são dê  

pendentes da integridade da forma vesicular das mitocÔndrias

(50) e que a perda dessas funções energéticas durante o arma­

zenamento é governada principalmente pela desorganização da 

unidade de membrana pela ação de fosfolipases (65), objetiva­

mos analisar a atividade de algumas enzimas situadas na matriz 

e na membrana interna de mitocÔndrias isoladas e mantidas a 

0-4°C por longos períodos de tempo, nas condições estabeleci­

das por Montano et al. (51).

As enzimas analisadas foram:

-Enzimas da membrana interna- 

ATPase
Citocromo c oxidase
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NADH desidrogenase 

NADH oxidase 

Succinato oxidase 

Succinato desidrogenase

-Enzimas da matriz mitocondrial-

Alfa-cetoglutarato desidrogenase 

Aspartato aminotransferase 

Malato desidrogenase

Muitos estudos que relacionam o envelhecimento mito -
/  _

condrial "in vivo" e o seu comportamento enzimatico tem sido

mencionados. Utilizando esta idéia, o presente trabalho foi 

realizado com a finalidade de obter informações sobre a inte­

gridade funcional da organela preservada "in vitro", por lo£ 

gos períodos de tempo, na presença de fontes de energia e de 

fatores protetores, bem como analisar o comportamento enzima- 

tico de mitocÔndrias em envelhecimento "in vitro", isto é, mî  

tocÔndrias armazenadas em meio de sacarose tamponada.
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2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 P£2dutos_guímicos:

Todos os reagentes químicos utilizados neste trabalho 

foram "pro-analyse" ou do melhor grau disponível comereialmeji 

te.

2.2 Isolamento_de_mitoçôndrlas:

As mitocondrias foram isoladas de fígado de ratos adu^ 

tos, Wistar, pelo método descrito por Montano et al. (51). Os 

ratos foram sacrificados por decapitação, os fígados removidos 

e imediatamente lavados com meio de extração gel ado»separados 

de tecido conjuntivo, gordura e sangue e fragmentados com te­

soura. Os fígados fragmentados foram suspensos, a 10% p/v, em 

meio de extração gelado e saturado com nitrogénio gasoso e 

submetidos a homogeneização em homogeneizador de Van Potter- 

Elvehjem. 0 meio de extração era constituído de 200mM de ma- 

nitol, 75mM de sacarose, lOmM de EDTA(K+ ) , 0,05% de BSA e 5mM 

de Tris-RCl pH- 7.4. A suspensão obtida foi saturada novamen­

te com nitrogénio gasoso e centrifugada por lOmin a lOOOxg em 

centrífuga refrigerada SORVALL RC 2B para eliminar restos ce­

lulares. 0 sobrenadante foi centrifugado por lOmin a 12000xg. 

0 sedimento foi ressuspenso na metade do volume do meio de ê ç 

tração e centrifugado por lOmin a 8000xg, repetindo-se tal pn) 

cedimento duas vezes com o volume do meio de extração reduzi­

do para 1/4 do volume original. 0 sedimento final foi ressus-



penso em sacarose 250mM gelada de modo a se obter suspensão mj_ 

tocondrial com concentração proteica de 40 a 45mg/ml.

2.3 Armazenamento_de_mitocondrias:

As mitocÕndrias foram preservadas em meio de armazena^ 

mento de Goldblatt e Romani (26) modificado por Montano et al.

(51) (mitocôndria preservada). 0 meio era constituído de 250mM 

de sacarose, lOmM de Alfa-cetoglutarato(K+ ), lOmM de EDTA(K+), 

2,5mM de MgCl2 , 0,6mM de ADP, 0,05% de BSA, lOmM de tampão fos_ 

fato (K+ ) pH 7,4. 0 sistema de armazenamento era constituTdo 

de 1 ,7mg de proteína mi tocondrial por ml de meio em volume fi_ 

nal de 25ml, mantido em refrigerador (0-4°C), em Erlenmeyer 

de 50ml vedado com "Parafilm".

No meio de armazenamento utilizado para o controle da 

atividade ATPisica, o tampão fosfato foi substituído pelo tam 

pão HEPES, na mesma concentração.

Em paralelo ao sistema mitocondrial preservado nas coji 

dições acima (51), as mitocondrias foram mantidas em meio de 

armazenamento contendo 250mM de sacarose em 20mM de tampão lris_ 

HC1 pH 7,4 (mitocôndria envelhecida).

Alíquotas das suspensões mi tocondri ais foram, periodj^ 

camente, reti radas , centrifugadas a 8000xg por lOmin e os sedj^ 

mentos utilizados para os ensaios de atividade enzimãtict- v£ 

locidade respiratória, oxidação fosfori1 ativa e determinação 

da concentração proteica.

2.4 Determinação_do_consumo_de_oxigénio:

9



0 consumo de oxigênio .foi determinado por polarografia 

a 28°C usando eletrÕdio de oxigênio (RANK BROTHERS) acoplado 

a registrador ECB-RB 102.

0 controle respiratório (RC) foi obtido pela razão eji 

tre a taxa respiratória com ADP (estado III) e a taxa respirji 

tÕria após o ADP ser consumido (estado IV) (18).

0 sistema de incubação utilizado era constituído de 

30 micromoles de Alfa-cetoglutarato (Na+ ), 4,0mg de proteína 

mi tocondrial , 0,5micromol de ADP em meio de reação (meioR) a£ 

rado e a 28°C, para um volume de 2,50ml. Nestas condições a 

quantidade de oxigênio inicial foi avaliada em 1,25 microato- 

mosgrama segundo Hodgman et al. (36). A velocidade de consumo 

de oxigênio foi expressa em nanoãtomosgrama de oxigênio por 

min por miligrama de proteína mitocondrial.

As mitocÔndrias utilizadas no ensaio polarografico fo 

ram retiradas do meio de armazenamento sedimentadas e ressuspen- 

sas em 3,0ml de meio de reação (meio R) aerado a 28°C.

0 meio de reação (meio R) era constituído de 250mM de 

manitol, lOmM de KC1 , 0,20mM de EDTA(K+ ), 0,05% de BSA,5mM de 

tampão fosfato (K+ ) pH 7,4 e lOmM de Tris-HCl pH 7,4.

2.5 M§didas_das_atiyidades_enzimãtiças:

2.5.1 ATP fosfohidrolase (E.C.3.6 .1.3) .

Nome comum: ATPase, Adenosinatrifosfatase .

10

A reação enzimãtica da ATPase foi analisada pelo mêtc)



do de Perry e Grey (53). 0 sistema de reação era constituído

de 40mM de sacarose, 2,25mM de MgCl2 » 2,46mM de ATP, 0,2mg de 

proteína mitocondrial (em 0,01ml de sacarose 250mM), lOmM de 

Tris-HCl pH 7,4. ApÔs 4min de incubação a 30°C a reação foi i£ 

terrompida com 0,2ml de TCA 10%. Volume final de l,22ml:0 fÕ£ 

foro inorgânico liberado foi determinado no sobrenadante pelo 

método de Sumner (72)

2.5.2 Ferroeitocromo £: oxigênio Õxi do-redutas.e (E.C.1 .9.3.1)

(16).

Nome comum: citocromo c oxidase.

A reação enzimãtica foi analisada de acordo com o mé­

todo de Smith e Camarino (69), medindo-se a velocidade de cojn 

sumo de oxigênio quando o citocromo £  é reduzido continuamen­

te pelo ascorbato + TMPD. 0 sistema de reação era constituído 

de 0,08mM de citocromo £, 0,8% de desoxicolato (Na+ ) para so- 

lubilizar as mitocôndrias, 0,5mg de proteína mitocondrial, 20 

mM de ascorbato (Na+ ) em 0,8mM de TMPD (52), 7,6mM de Tris- 

HC1 pH 7,4 em 76mM de KC1 aerado. Volume final de 2,50ml. Tejn 

peratura de reação de 28°C. 0 consumo de oxigênio foi acompa­

nhado em eletrõdio de oxigênio apos a adição de ascorbato e 

TMPD.

As mitocôndrias utilizadas foram obtidas de 0,5ml de 

meio de armazenamento, sedimentadas, ressuspensas em igual V£ 

lume de solução lOmM de Tris-HCl pH 7,4 em KC1 IDOmM e manti­

das em banho de gêlo.
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2.5.3 NADH: ferrieianet© ©xido»reduta$e (1,0,1,6,99,3).

Nome comum: NADH desidrogenase,

A rtaçfo enzimatica da NADH desidrogenase foi analisa, 

da pelo mltodo de Sottoeasa (71). D sistema de reaçlo era cons, 

tituíde de ImM dt KCN (67), concentrações entre 0 ,20mM e 0,60mM 

de K|Fe(CN)g (67), 0,2mM de NADH» 0,O5mg de proteína mitocon- 

drial em 50mM de tampa© feifato (K+ ) pH 7.5, Volume final de 

1,0ml. Temperatura de reaça© 28eC, A redução do ferrieianeto
i + \ ~(K ), que nestas condições atua como aeeptor final de eletrons. 

foi acompanhada a 42Qnm em espectrofotometr© Beckman DB, apõs 

iniciar a "reação por adiça© da enzima, Foram lançados em grá­

fico os inversos das variações da densidade otiea (D,0,) por 

min contra o inverso das concentrações de ferrieianeto para 

se obter, por extrapolaçlo, a atividade correspondente a con­

centração infinita de ferrieianeto (67),

As mitocêndrias utilizadas no ensaio foram obtidas de 

l,0ml de melo de armazenamento, centrifugadas,ressuspensas em 

2,0ml de tampáo fosfato (K+) lOOmM pH 7,3, congeladas durante 

1 hora e descongeladas, 0 coeficiente de extinção utilizado foi 

de 1 .OSmM”1 x cm’1 (13) para o ferrieianeto (K+ ),

2.5.4 NADH: oxigênio õxido-redutase (I,C.1,6.99,3).

Nome comum: NADH oxidase.

A reação enzimatiea foi analisada polarograficamente, 

de acordo com o método de Singer (67). Foram adi ei©nados ,ã cã

mara de reação, 4mg de proteína mitocondrial» 0,20mM de NADH

e 40mM de tampão fosfato (K+ ) pH 7,4 aerado. Volume final de

12



2,50ml. Temperatura de reação de 28°C. 0 consumo de oxigênio 

foi acompanhado em eletrõdio de oxigênio apos adição de NADH.

As mitocÔndrias utilizadas foram obtidas de 3,0ml de 

meio de armazenamento, sedimentadas, ressuspensas em 0,5ml de 

tampão de fosfato (K+ ) 50mM pH 7,4, congeladas durante 1 hora 

e rompidas por descongelamento ã temperatura ambiente e mantj_ 

das em banho de gêlo.

2.5.5 Succinato: oxigênio Õxido-redutase (E .C .1.3.99.1). 

Nome comum: succinato oxidase.

A reação enzimatica foi medida pol arograficamente se­

gundo o método de Singer (67). Na câmara de reação foram adĵ  

cionados 3mg de proteína mi tocondrial , 12mM de succi nato(Na+), 

40mM de tampão fosfato (K"1) pH 7,3 contendo 1 ,6mM de EDTA(K+ ) 

aerado. Volume final de 2,50ml. Temperatura de 28°C. 0 consu­

mo de oxigênio foi acompanhado em eletrõdio de oxigênio apos 

a adição de succinato.

As mitocÔndrias utilizadas no ensaio foram obtidas de 

3,0ml de meio de armazenamento, sedimentadas, ressuspensas em 

0,5ml de tampão fosfato (K+ ) 50mM pH 7,3 com 2mM de EDTA(K+ ). 

Em seguida, foram congeladas a -18°C por 1 hora, descongela - 

das a temperatura ambiente e mantidas em banha de gêlo.

2.5.6 Succinato: citocromo c Õxido-redutase (E .C .1.3.99.1) . 

Nome comum: succinato desidrogenase .

A reação enzimatica foi determinada segundo o método

13



£le Sottocasa (71). 0 sistema de reação utilizado era consti­

tuído de 0,05mM de citocromo c_, 0,3mM de KCN (67), 0,05mg de 

proteína mitocondrial, 3mM de succinato(Na+ ), l,2nanomoles de 

rotenona, 25mM de tampão fosfato (K+ ) pH 7,3. Volume final de 

1,0ml. Temperatura de 26°C. A medida da redução do citocromo£ 

foi acompanhada a 550nm em espectrofotõmetro Beckman DB, apos 

iniciar a reação por adição de succinato.

As mitocôndrias utilizadas foram obtidas de 1 ,0ml de 

meio de armazenamento, centrifugadas e ressuspensas em 2,0ml 

de tampão fosfato (K+ ) lOOmM pH 7,3, congeladas durante 1 ho­

ra, descongeladas e pré-aquecidas a 30 C por lOmin a fim de 

favorecer a atividade maxima da enzima (67). Foi utilizado o 

coeficiente de extinção de 2 1 ,0mM- 1 x c m " 1 para o citocromo £

(dt..ç re<*5 50nm - c1t- £  °x’d550nm> <13>'

2.5.7 2-oxoglutarato: lipoamida Õxido-redutase (E. C. 1 .2 .4.2).

Nome comum: Alfa-cetoglutarato desidrogenase-

A reação enzimãtica foi analisada de acordo com o mé­

todo de Massey (48). 0 sistema de reação utilizado era constj_ 

tuTdo de 0,25mM de K3Fe(CN)6, 5mM de Alfa-cetoglutarato(Na+ ), 

0,50mg de proteína mitocondrial em 75mM de tampão fosfato(K+ ) 

pH 6,5. Volume final de 1 ,0ml. Temperatura de„?5°C. A redu­

ção de ferricianeto (K+ ) foi acompanhada a 420nm em espectro- 

tofometro Beckman DB, apos iniciar a reação por adição de pro 

teTna mitocondrial.
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As mitocôndrias utilizadas foram obtidas de 1 ,0ml de

.ijneio de armazenamento, centrifugadas, ressuspensas em 0,5ml de



fampão fosfato (K+ ) lOOmM pH 6,5, congeladas durante 1 hora e 

descongeladas. 0 coeficiente de extinção utilizado foi de 

1,03mM” 1 x cm’ 1 (13) para o ferricianeto (K+ ).

2.5.8 L-aspartato: 2-oxo gl u tara to ami no t rans feras e (E.C.2.6.1.1).

Nome comum: glutamato-oxalacetato transaminase, 

aspartato aminotransferase.

A reação enzimatica foi analisada segundo o método de 

denkins et al . (39). 0 sistema de reação possuía 0,8mg de pro 

teína mitocondrial, 4,50mM de Alfa-cetoglutarato (Na+ ), 200mM 

de tampão Tris-aspartato pH 8,0. Volume final de l,10ml. Tem 

peratura de 279C.> A formação de oxalacetato foi acompanhada 

a 28Qnm, em espectrofotÔmetro Beckman DB, após iniciar a rea­

ção por adição do Alfa-cetoglutarato (Na+ ). Foi utilizada sô  

lução de tampão Tris-aspartato como referência.

As mitocÔndrias utilizadas foram obtidas de 1 ,Oml de 

meio de armazenamento, centrifugadas, solubi1izadas em 10yl de 

desoxicolato (Na+ ) 20% e adicionadas de 0,5ml de tampão Tris- 

HC1 20mM pH 8,1 contendo EDTA (K+ ) 0,lmM. Foi utilizado o co£ 

ficiente de extinção de 0,55 mM"1 x cm"1 (43) para o oxa

lacetato.

2.5.9 L-malato: NAD+ õxido-redutase (E.C .1.1.1.37).

Nome comum: malato desidrogenase .

A reação enzimatica foi analisada de acordo com o mé­

todo de Englard e Siegel (15). 0 sistema de reação era consti^ 

tuído de 85mM de L-malato (K+ ) pH 7,5, 2,5mM de NAD+ pH 6,5 ,

15



0,02mg de proteína mitocondrial , tampão glicina-NaOH lOOmM pH

10,0. Volume final de 1 ,0m1. Temperatura de 28°C. A redução 

do NAD+ foi acompanhada a 340nm em espectrofotÔmetro Beckman 

DB acoplado a um registrador, apos iniciar a reação por adi­

ção da enzima. Foi utilizado tampão glicina-NaOH como refereri 

ci a .

As mitocÔndrias foram obtidas de 0,5ml de meio de ar­

mazenamento, sedimentadas, ressuspensas em 1 ,0ml de tampão fos_ 

fato (K+ ) lOOmM pH 7,4. A seguir foram congeladas durante! l\o 

ra, descongeladas e recentrifugadas a 13000xg por 15min e se­

parado o sobrenadante para o ensaio. 0 coeficiente de extinção 

do NADH utilizado foi de 6 ,22mM~^xcm-1 (37).

2.6 JPèí e rmi nação_de_groteTna:

A concentração proteica foi determinada pelometodo de 

reação de Biureto (27) a 540nm, apos solubi1ização das mito - 

condrias com desoxicolato (Na+ ) ou pelo método de Lowry et al. 

(46), a 660nm. As medidas de absorbancia foram feitas em es­

pectrofotÔmetro Coleman'Junior. Foi utilizada soro albumina bjo 

vi na como padrão.

2.7 Determinação_de_fÕsforo_inorganiço:

As concentrações de fosforo inorgânico foram determi­

nadas pelo método de Sumner (72), apos 5min de incubação. As 

medidas de absorbancia foram efetuadas a 610nm, usando espec­

trofotÔmetro Coleman Junior.

16



3. RESULTADOS

As mitocôndrias armazenadas em sacarose tamponada não 

apresentam retenção de RC com o tempo de armazenamento, cond£ 

ção denominada de envelhecimento mitocondrial. Ao contrario , 

as mitocôndrias preservadas analisadas apresentam comportameri 

to idêntico ao descrito por Montano et al. (51), com retenção 

de RC por vários dias(figura 11).

Durante o período de armazenamento, a atividade da 

ATPase mitocondrial (figura 1), sob condições de preservação, 

aumenta lentamente até 66 horas, mantendo-se constante por 

mais 54 horas. Por outro lado, em meio de sacarose tamponada, 

a ATPase mostra atividade maxima, com liberação de l,35micro- 

moles de Pi por min por mg de proteína, nas 24 primeiras ho­

ras, para diminuir gradativãmente a seguir.

A atividade da citocromo £  oxidase (figura 2) em mit£

cÔndrias preservadas a 0-4°C e nas condições descritas por Mojn

tano et a 1. (51) aumenta até 72 horas, permanecendo constante 

apôs este perTodo (até 120 horas). Em sacarose tamponada, a

atividade da citocromo £  oxidase apresenta pequeno aumento nas

primeiras 24 horas, seguida por decréscimo no. período restan­

te de armazenamento (115 horas).

A atividade da NADH desidrogenase mostrada na figura 3, 

em mitocÔndriar preservada, aumenta nas primeiras 72 horas de 

armazenamento, seguida de valores quase constantes até o fi­



nal do período. Comportamento oposto é observado com mitocÔn- 

drias em sacarose tamponada, isto é, a atividade da NADH desj_ 

drogenase apresenta diminuição gradativa em função do tempo de 

armazenamento (5 dias).

Em condições de preservação, as atividades da ATPase, 

(figura 1) da citocromo £  oxidase (figura 2) e da NADH desi - 

drogenase (figura 3), mostram perfil similar; aumento inicial 

seguido por valores relativamente constantes ate o final dope 

ríodo de armazenamento. Em sacarose tamponada as atividades da 

citocromo £  oxidase e NADH desidrogenase apresentam diminui - 

ção durante o período, enquanto que a atividade de ATPase a£ 

menta com o envelhecimento mitocondrial nas primeiras 24 ho­

ras seguida de decréscimo acentuado.

Em mitocôndria preservada, a atividade da NADH oxida­

se (figura 4) apresenta uma leve diminuição nas primeiras h£ 

ras de armazenamento, seguida de valores constantes proximos 

de 28,0natg 02 consumidos por min por mg de proteína mitocon­

drial. Em sacarose tamponada a atividade da NADH oxidase apr£ 

senta pequena diminuição durante o período de 5 dias.

A atividade da succinato oxidase mitocondrial (figura 

5), sob condições de preservação, apresenta diminuição grada­

tiva durante 120 horas. 0 mesmo comportamento enzimãtico e oj) 

servado em sacarose tamponada.
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A figura 6 mostra a atividade da succinato desidroge- 

nase em mitocôndria preservada, aumenta até 72 horas de arma­

zenamento, seguida de acentuado decréscimo nas horas subsequen 

tes. 0 mesmo comportamento é observado em sacarose tamponada,



mas em níveis ligeiramente inferiores.
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A atividade da NADH. oxidase (figura 4) mostra ser menos 

sensível as condições de preservação que a da NADH desidroge- 

nase (figura 3), enquanto que a atividade da succinato oxida­

se (figura 5), mostra ser mais estável que a da sua correspoji 

dente desidrogenase (figura 6).

Entre as atividades da NADH oxidase e da succinato oxĵ  

dase (figuras 4 e 5), a segunda mostra ser mais sensível as 

condições de armazenamento. A atividade da succinato desidro­

genase (figura 6), ainda que com comportamento similar a da 

NADH desidrogenase (figura 3), apresenta variações mais pro­

nunciadas; ambas apresentam atividade maxima em 72 horas de a\ 

mazenamento, nas condições de preservação.

A atividade da Al f a-cetogl utarato desidrogenase (fig^J 

ra 7), em condições de preservação mitocondrial, diminui len­

tamente no decorrer do tempo de armazenamento. Em sacarose tam 

ponada, a atividade da Alfa-cetoglutarato desidrogenase apre­

senta, no início do período, um acentuado decréscimo, seguido 

por lenta diminuição com o tempo de armazenamento.

A atividade da .aspartato aminotransferase mitocondrial 

(figura 8), em condições de preservação e de- envelhecimento 

(sacarose tamponada), apresenta comportamento similar; um au­

mento nas primeiras 24 horas de armazenamento seguido de leji 

ta diminuição ate o final do período observado.

A malato desidrogenase mitocondrial (figura 9) quando 

preservada ou em sacarose tamponada, mostra uma perda lenta de



^atividade durante o armazenamento.
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As atividades das enzimas da matriz mitocondrial , Al - 

fa-cetoglutarato desidrogenase (figura 7), aspartato amino­

transferase (figura 8) e malato desi drogenase (figura 9) apre; 

sentam, ainda que com pequenas diferenças no início do períjo 

do, diminuição durante o armazenamento.

A figura 1Q mostra que a concentração proteica mito- 

condrial não apresenta variação considerável, estando ou não 

sob condições de preservação, durante o período de 5 dias.
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figura 1 Medida da atividade ATPãsica em mitocÔndrias 
de fTgado de rato, mantidas a 0-4°C, em fun­
ção do tempo de armazenamento.

0 sistema de reação (53) utilizado foi de 40mM de sacja 
rose, 2,25mM de MgCl2 , 2,46mM de ATP, 0,2mg de proteína mito- 
condrial, lOmM de Tris-HCl pH 7,4, num volume final de l,22ml. 
Tempo de incubação de 4min. Temperatura de 30°C. 0 fosforo ino£ 
ganico liberado (72) foi expresso em micromole_s de Pi por min 
por mg de proteTna mitocondrial. Cada resultado é a media de 3 
experimentos independentes.

($) nas condições descritas por Montano et al. (51).

(8) em 250mM de sacarose em 20mM de tampão Tris-HCl pH
7,4.
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Tempo (horas)

Figura 2 Medida da atividade da citocromo c oxidase 
em mitocÔndrias de fígado de rato, mantidas 
a 0-4°C, em função do tempo de armazenamen­
to ./

0 sistema (69) utilizado na câmara de reação do ele - 
trodio de oxigênio era constituído de 0,08mM de citocromo £, 
0,8% de desoxicolato (Na+ ), Q,5mg de proteína mitocondrial ,20 
mM de ascorbato (Na+ ) em 0,8mM de TMPD, 7,6mM de Tris-HCl pH
7,4 em lOmM de KC1, num volume final de 2 ,50ml.Temperatura de 
28°C. A medida de consumo de oxigênio foi expressa em nat-gO2 

por min por mg de proteína. Cada resultado e a media de 3 ex­
perimentos independentes.

(H) nas condições descritas por Montano et al. (51).

(©) em 250mM de sacarose em 20mM de tampão Tris-HClpH
7,4.
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Figura 3 Medida da atividade da NADH desidrogenase em 
mitocondrias de fígado de rato, mantidas a 
0-4°C, em função do tempo de armazenamento.

0 sistema utilizado (71) para a medida espectrofotome-
trica era constituTdo de 1 ,0mM de KCN, 0,20mM a 0,60mM de KgFe 
(CN)6 s 0,2mM de NADH, 0,05mg de proteína mitocondrial, 50mM de 
tampão fosfato (K+ ) pH 7,5, num volume final de l,0ml. Tempera, 
tura de 28°C. Os resultados foram expressos em micromoles ;de
NADH oxidados por min por mg de proteína. Cada resultado e a
média de 3 experimentos independentes. .

(•) nas condições descritas por Montano et al. (51),

(0) em 250mM de sacarose em 20mM de tampão Tris-HCI pH

7,4.
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Tempo (horas)

Figura 4 Medida da atividade da NADH oxidase em mito^
cÔndrias de fígado de rato, mantidas a 0-4°C,
em função do tempo de armazenamento.

0 sistema (67) utilizado na câmara de reação do ele - 
trodio de oxigênio era: 4mg de proteína mitocondrial , 0,20mM
de NADH, 40mM de tampão fosfato (K+ ) pH 7,4, num volume final 
de 2,50ml. Temperatura de 28°C. A medida do consumo de oxigê­
nio foi expressa em nat-g 02 por min por mg de proteína. Cada
resultado e a media de 3 experimentos independentes.

(O) nas condições descritas por Montano et al. (51),

(©) em 250mM de sacarose em 20mM de tampão Tris-HClpH
7,4.
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Tempo (horas)

Figura 5 Medida da atividade da succinato oxidase em
mitocÔndrias de fTgado de rato, mantidas a 
0-4°C, em função do tempo de armazenamento.

0 sistema (67) utilizado na câmara do eletrõdio de oxi_ 
genio era constituído: 3mg de proteína mitocondrial, 12mM de 
succinato (Na+ ), 40mM de tampão fosfato (K+ ) pH 7,3 em 1 ,6mM
de EDTA (K+ ), num volume final de 2,50ml. Temperatura de 28°C.
A medida de consumo de oxigênio foi expressa em nat-g 02 con­
sumidos por min por mg de proteína. Cada resultado e a media
de 3 experimentos independentes.

(©) nas condições descritas por Montano et al. (51),

(©) em 250mM de sacarose em 20mM de tampão Tris-HClpH
7,4.
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Tempo (horas)

Figura 6 Medida da atividade da succinato desidroge- 
nase em mitocondrias de fTgado de rato, ma£ 
tidas a 0-4°C, em função do tempo de armaz£ 
namento.

0 sistema utilizado (71) para a medida espectrofotomÕ 
trica era constituído de 0,05mM de citocromo £, 0,3mM de KCN, 
0,05mg de proteína mitocondrial, 3mM de succinato (Na+ ), 1,2
nmoles de rotenona, 25mM de tampão fosfato (K+ ) pH 7,3,num V£ 
lume final de 1 ,0ml. Temperatura de 26°C. Os resultados foram 
expressos em nmoles de citocromo £  reduzidos por min por mg de 
proteína. Cada resultado ê a media de 3 experimentos indepen­
dentes .

(®) nas condições descritas por Montano et al. (51),

(©) em 250mM de sacarose em 20mM de tampão Tris-HCl pH
7,4.
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Tempo (horos)

Figura 7 Medida da atividade Alfa-cetoglutarado des2 
drogenase em mitocondrias de fígado de rato, 
mantidas a 0-4°C, em função do tempo de ar­
mazenamento .

0 sistema utilizado (48) para a medida espectrofotom? 
trica era constituído de 0,25mM de K.3Fe(CN)5 , 5mM de Alfa-ce- 
toglutarato (Na+ ), 0,50mg de proteína mitocondrial , 75mM de 
tampão fosfato (K+ ) pH 6,5, num volume final de 1 ,0ml. Tempe^ 
ratura de 2 5 o c. - Os resultados foram expressos’ em nmoles de 
Alfa-cetoglutarato consumidos por min por mg de proteína.Cada 
resultado e a média de 3 experimentos independentes.

(0) nas condições descritas por Montano et al. (51),

(9) em 250mM de sacarose em 20mM de tampão Tris-HCl pH
7,4.
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Tempo (horas)

Figura 8 Medida da atividade aspartato aminotransfe­
rase em mitocÔndrias de fTgado de rato, man^ 
tidas a 0-4°C, em função do tempo de armaz£ 
namento.

0 sistema utilizado (39) para a medida espectrofotorne 
trica era constituído de 0,8mg de proteína mitocondrial ,4,50mM 
de Alfa-cetoglutarato (Na+ ), 200mM de tampão Tris-aspartato pH

8,0, num volume final de l,10ml. Temperatura ,je 97 oc.-’ 0s r£ 
sultados foram expressos em micromoles de oxalacetato forma - 
dos por min por mg de proteína. Cada resultado Õ a media de 3 
experimentos independentes.

(©) nas condições descritas por Montano et a l . (51),

(o) em 250mM de sacarose em 20mM de tampão Tris-HCl pH

7,4.
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Tempo (horas)

Figura 9 Medida da atividade da malato desidrogenase 
em mitocôndrias de fígado de rato, mantidas 
a 0-4°C, em função do tempo de armazenamen­
to .

0 sistema utilizado (15) para o ensaio espectrofotomé 
trico era constituído de lOOmM de tampão glicina-NaOH pH 10,0, 
85mM de L-malato (K+ ) pH 7,5, 2,5mM de NAD+ pH 6,5, 0 ,02mg de 
proteína mitocondrial, num volume final de 1 ,0ml. Temperatura 
de 28°C. Os resultados foram expressos em micromoles de NAD 
reduzidos por min por mg de proteína. Cada resultado e a mé­
dia de 3 experimentos independentes.

(0) nas condições descritas por Montano et al . (51),

(©) em 250mM de sacarose em 20mM de tampão Tris-HCl pH

7,4.
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2,0 -

^igura 10 Medida da concentração proteica em mitocÔji 
drias de fTgado de rato, mantidas a 0-4°C, 
em função do tempo de armazenamento.

A concentração proteica mitocondrial dos sistemas de 
armazenamento foi determinada pelo método da reação do Biure- 
to (27). Cada resultado e a media de 3 experimentos indepen - 
dentes.

(0) nas condições descritas por Montano et al. (51),

(S) em 250mM de sacarose em 20mM de tampão Tris-HCl
pH 7,4.
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Tempo (horas)
 ̂ Medida do Coeficiente de Controle Respiratõ

rio (RC) em mitocôndrias de fígado de rato, 

mantidas a 0-49C, em função do tempo de ar­

mazenamento .

0 sistema utilizado para a medida polarogrãfica era 

constituído de: 30 micromoles de Al fa-cetogl utarato (Na+ ) ,4,0ng 

de proteína mitocondrial, 0,5micromol de ADP, meio de reaçãoR 

aerado; num volume final de 2,50ml. Temperatura de 289C.

(•) nas condições descritas por Montano et a l . (51), 

(■) em 250mM de sacarose em 20mM de tampão Tris-HCl pH7,4.



4. DISCUSSÃO

Estudos de Chan e Higgins (7) com mitocôndrias de 

fígado de rato envelhecidas em tampão Tris-sacarose 0,25M a 

OQC, mostram que o decrés~cimo do coeficiente de controla reŝ  

piratõrio e taxa ADP : 0 estão relacionados ao aumento dos ní­

veis de ãcido graxo livre que corresponde ao aumento dos ní­

veis da atividade da fosfolipase A. Esse estudo (7) mostra 

que hã uma correlação direta entre o nível de ãcido graxoen 

dõgeno e o desacoplamento da oxidação fosfori1 ativa mitocon- 

drial que pode ser restaurado pelo BSA e EDTA (65).

Q BSA e o E.DTA exercem efeito protetor por se ligarem, 

respectivamente, a ácidos graxos livres (4) e ao Ton Cálcio , 

que são responsáveis pelo desacoplamento (12,31,82) bem como 

pela ativação da fosfolipase A2 presente na membrana externa 

mitocondrial (65). 0 uso de BSA e de EDTA no meio de extração 

e de incubação mitocondrial resulta em mitocôndrias com valo­

res de controle respiratório mais estáveis (26) e com maior 

perTodo de sobrevivência (51). Segundo Slater e Cleland (68),

0 uso do EDTA evita as variações morfológicas e confere esta­

bilidade aos sistemas enzimãticos da fosforilação oxidativa.

Nas condições de armazenamento, para se obter mitocÕji 

dria preservada, foi utilizado o Ton Mg2+ para auxiliar na ina 

nutençao da estrutura organizada da mitocôndria (81,83) e no 

controle da permeabilidade da membrana (64).



Algumas enzimas localizadas na membrana interna e m a  

triz mitocondrial, na mitocÔndria intacta, apresentam latên- 

cia (3,17). Em condições de preservação mitocondrial , algumas 

das enzimas analisadas: ATPase (figura 1), citocromo £  oxida­

se (figura 2) e NADH desidrogenase (figura 3), apresentam la- 

tencia durante o período de armazenamento.

A baixa atividade ATPasica observada (figura 1) no iní 

cio do armazenamento também foi mencionada por Kielley e Kiej[ 

ley (41) em material recem-preparado. Segundo Cereijo-Santalõ 

(6) a latência da ATPase em mitocôndrias frescas Õ devido ao 

acúmulo de protõns na membrana e a presença de ADP endógeno.

A perda da latência observada na atividade ATPasi- 

ca (figura 1) em condições de armazenamento, ê o resultado de 

ações degradativas que ocorrem na membrana mitocondrial duraji 

te o período. 0 estimulo lento e gradativo na atividade ATPãsi_ 

ca, na mitocôndria preservada, pode estar relacionado ã perda 

da eficiência no controle da atividade ATPasica pelos fato­

res presentes no meio,como o BSA (2), ADP (6) e EDTA (68). Esta 

perda de latência deve-se a remoção de prótons por aumento na 

permeabilidade (3 , 11) ou por troca por cãtions extramitocon- 

driais (Mg^+ , Ca^+ , Mn^+ , K+ ) (6).

A ativação inicial da citocromo £  oxidase (figura2), 

na mitocôndria preservada ,pode estar relacionada aqueles fato­

res mencionados para a ativação da ATPase (figura 1) bem como 

por modificações conformacionais da enzima relacionadas a fo£ 

folipTdeos (3,11).
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0 aumento da atividade da NADH desidrogenase, na mito. 

côndria jreservarda (figura 3), deve-se, provavelmente, a ação 

do BSa que complexa os Scidos graxos liberados de fosfolipTde 

os pela ação de fosfolipase A, são potentes inibidores do sist£ 

ma NADH desidrogenase (1). Essa ação complexante do BSA foi ob- 

se-rvada em estudos de Fleischer e Fleischer (21) que demonstra 

ram a reativação da NADH-citocromo c redutase em sistemas con­

tendo fosfolipase A e BSA.

Na mitocÔndria envelhecida, onde apenas a sacarose tamp£ 

nada age como fator de manutenção da estrutura mitocondrial(24^ 

ocorre um maior efeito sobre a latência e atividades da ATPase 

(figura 1), da citocromo £ oxidase (figura 2) e da NADH des.idr£ 

genase (figura 3) simultaneamente ã perda da integridade da mem 

brana mitocondrial.

As atividades enzimãticas envolvendo segmentos da cadeia 

de transporte de elétrons da membrana interna mitocondrial £ais 

como,NADH oxidase e succinato oxidase,apresentam comportamentos 

diferentes, face ao armazenamento. Enquanto que a NADH oxida­

se (figura 4) praticamente não se altera, a succinato oxidase 

(figura 5) apresenta um leve decréscimo na atividade, em função 

do tempo de armazenamento. 0 comportamento da succinato oxidase 

pode estar relacionado a presença do EDTA e ADP que em condições 

de armazenamento de Slater e Cleland (68) evitam sua ativação.

Em sacarose tamponada, as atividades da NADH oxidase (fi_ 

gura 4) e succinato oxidase (figura 5) mostram comportamento S£ 

milar em relação a mitocôndria preservada. A atividade NADHoxi_
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dase (figura 4) parece pouco sofrer com a variação do ambiente 

lipTdi co(1).

A perda da atividade da succinato desidrogenase , mos­

trada na figura 6, após 72 horas de armazenamento, pode serco£ 

se_quência da remoção de agentes que estabilizam a enzima na 

sua conformação ativa. Gutman et al . (32) observaram em mit£ 

condrias de fTgado que a succinato desidrogenase era desativa­

da na presença de desacopladores, acompanhada pela total oxid£ 

ção da^coenzima Q .

Resultados obtidos com a citocromo £ oxidase (figura2), 

a succinato oxidase (figura 5) e a succinato desidrogenase.'(fi­

gura 6),se correlacionados a ação de lipases, são concordantes 

om trabalhos de Ambe e Crane (85),Tookey e Balis (86) yque mos 

tram ser a enzima succinato oxidase mais sensível ã ação de 

lipases que a succinato desidrogenase e citocromo £ oxidase.

As enzimas da matriz mitocondrial, Alfa- cetoglutarato 

desidrogenase (figura Z) , aspartato aminotransferase (figura 

8) e malato desidrogenase (figura 9), em condições de armazen£. 

mento, sofrem um leve decréscimo na atividade enzimatica. Es - 

sas perdas de atividade parecem estar relacionadas com as per­

das de proteínas solúveis para o meio de armazenamento (figura 

10).

A atividade detergente dos 1isofosfatTdeos resulta em 

alterações estruturais a qual permite a liberação de certas e£ 

zimas da matriz ni i tocondri al . As alterações estruturais da mem
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brana provocadas pelo 1isofosfatídeo Õ inibida pelo BSA, pro­

vavelmente devido a formação de complexos com os ácidos gra - 

xos e 1isofosfatTdeos (20).

No processo de envelhecimento "in vitro" , a continua 

liberação de ãcidos graxos pode resultar em quantidade sufi - 

ciente para causar alterações da estrutura mitocondrial ou no 

potencial de membrana (31). Qualquer alteração conformacional 

induzida pelo lipídeo pode conferir as enzimas modificações c£ 

racterTsticas como estabilidade, sensibilidade a inibidores e 

ativadores e habilidade para interagir com outras proteínas da 

membrana. A perda ou modificação lipTdica pode resultar . em 

complexos não específicos com outras enzimas ou inativa -las 

(11). Esta poderia ser a causa da deterioração irreversível 

das mitocôndrias envelhecidas por longo período de tempo 

(40).

0 trabalho não publicado de I.H.Higuti, em nosso la - 

boratõrio, indica que a presença de cãtions inibidores de 

fosfolipase A, no meio de preservação de Montano et a 1 . (51) , 

fornece valores mais estãveis de coeficiente de controle res­

piratório, sem contudo prolongar a vida útil das mitocôndrias 

(coeficiente respiratório acima de 2) por mais de 7dias.Além

disso, a vida media dos fosfolipideos mitocondriais , aumentou
2 +de 19 para 36 horas com a presença de Fe no meio de preser 

vação.

A análise da degradação proteica intra-mitocondrial , 

realizada por Grisolia et al. (30),permitiu avaliar o tempo de
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meia vida de 4 a 7 dias para proteínas de mitocôndrias de fígado de rato 

Posto que a renovação proteica, em mitocôndrias isoladas não 

deve ocorrer, a estabilidade das preparações mitocondriais du­

rante o armazenamento prolongado deve ser função da eficiência 

de inibição da atividade de proteínases e lipases endógenas nr[ 

tocondriai s .
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5. CONCLUSÕES

1. As enzimas ATPase e citocromo c oxidase apresentam la- 

téncia, aumentando a atividade em função do tempo de preserva_ 

ção ou de envelhecimento mitocondrial .

2. A atividade da NADH desidrogenase aumenta com o armaz^e 

namento mitocondrial em meio de preservação e diminui em con­

dições de envelhecimento (sacarose tamponada).

3. As enzimas NADH oxidase, succinato oxidase e succinato 

desidrogenase são relativamente sensíveis ao armazenamento em 

condições de preservação ou de envelhecimento mitocondrial . 

Estas enzimas diminuem a atividade com o tempo de armazena­

mento .

4. As enzimas de matriz Alfa-cetoglutarato desidrogenase, 

aspartato aminotransferase e malato desidrogenase diminuem a 

atividade com o tempo de armazenamento em condições de prese_r 

vação e de envelhecimento mitocondrial.

5. As condições de preservação de mitocôndrias isoladas , 

apresentando acoplamento fosfori1 a tivo, descrito por Montano 

et a 1 . (51), ainda que apresentando oscilações.nas atividades 

enzimãticas, possibilitam estudos com a cadeia de transporte 

de elétrons, fosforilação oxidativa e sistemas enzimaticos da 

matriz mitocondrial, durante o período de armazenamento de 5 

dias.
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7. ERRATA

Introduzir: No item de Referências liBi bl iograf i cas as seguiji

tes referenci as :

85. AMBE,K.S. & CRANE,F.L. Studies on the elec - 

tron transport system.XXVI.Specificity of 

coenzyme Q and coenzyme Q derivatives.Bio 

chim.Biophys.Acta,43:30-40,1960.

88. T00KEY,H.L . & BALLS,A.K. Plant phosphol1pase 

D. 11. Inhibition of succinic oxidase by 

cottonseed phospholipase D. J.Biol.Chem., 

220:15-23,1956.

Desconsiderar: No item de Referências Bibliográficas as refe­

rencias correspondentes aos números: 

5 - 1 9 - 3 5 - 6 3 - 7 4 - 7 5


