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Oxidacdo dc piridinonucleotideos reduzidos tem sido descrita
para tecidos animais (Horecker, 1950; Edklhoch € col.,, 1962;
Mahler, 1952 e Garfinkel, 1957), bactérias (Brodie, 1952) e le-
veduras (Haas e col., 1940). Nos casos estudados, NADH ou
NADPH s&o reconhecidamente oxidados por citocromo c-reducta—
ses. Diversos trabalhos foram também realizados, s6bre a oxida-
¢do de NADPH por diaforases de preparacdo particulada ou de
extratos cris de grande nimero de tecidos animais e de organis-
mos. NADH-citocromo-c-reductase foi purificada a partir de muis-
culo cardiaco de suinos (Edelhocii € col,, 1952 e Mahler, 1952),
de microssomas hepéticos (Garfinkel, 1957) e de Escheiichia
coli (Brodie, 1952), enquanto que NADPH citocromo-c-reductase
foi purificada a partir de figado (Horecker, 1950) e de levedura
(Haas, 1940). No caso das diaforases, muito bem purificadas
gque foram, a partir de coracdo de suinos (Mahler, 1955), podem
elas interagir com uma variedade de corantes, sendo, porém, com-
pletamente inertes com citocromo c.

Em experimentos anteriores, foi demonstrado por Bacila,
1965, que particulas respiratorias isoladas correspondentes as fra-
¢des mitocondriais de levedura de panificacdo, sdo capazes de oxi-
dar NADH diretamente, propriedade essa inexistente nas prepara-
¢fes de mitocdndrias animais. Foi demonstrado, também, que a
atividade respiratéria da mitocondria de levedura é controlada por
concentracdes limites de NADH.

* Com o auxilio da Coordenacdo do Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior.
*e Cadeira de Mierobiologia da Faculdade de Farméacia e Bioquimica da Universi-
dade de S&o Paulo.
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No presente trabalho, sdo relatadas experiéncias, apresentan-
do diferentes aspectos désse problema, inclusive dados prelimina-
res relativos & natureza bioquimica da oxidacdo de NADH pela
fracdo mitocondrial de levedura.

MATERIAL E METODOS

Levedura de panificacdo da marca Fleishman foi usada para
as experiéncias aqui relatadas. Porcdes de 50 g de levedura eram
suspensas em tampdo fosfato 0,05 M, pH 7,5, e lavadas duas vézes
por centrifugacdo em centrifuga International PR2, no mesmo
tampdo e conservadas por 12 horas em camara fria.

A preparacdo de particulas subcelulares era feita a partir de
células tratadas como se descreveu acima. A porcdo de células
de cada tubo de centrifuga era transferida para um almofariz e
adicionadas de um volume equivalente de pérolas de vidro (“glass
beads”) n.u 12 (Companhia 3M, Campinas, Sdo Paulo). A tritu-
racdo era levada a efeito a frio até que tdda a massa se tornasse
umedecida e pastosa e o pH baixasse até cérca de 6,0. Cérca de
1 volume (v/v) de liquido de extracdo (manitol, 0,21 M; Tris
(hidroximetil amino metano), 0,01 M; EDTA (etilenodiamino te-
tracetato de sodio, 0,001 M); pH final 7,5) era entdo adicionado
ao material triturado e tudo bem misturado. A suspensdo total
era centrifugada por 10 minutos a cérca de 1000 XG em centri-
fuga International, a 0*C para eliminacdo de células intactas e
das pérolas de vidro. O sobrenadante era, entdo, coletado e cen-
trifugado a cérca de 10.000 XG por 15 minutos e o sobrenadante
desprezado. O sedimento obtido, considerado como “fragdo mi-
tocondrial” era, entdo, coletado e lavado por duas vézes mais, e
usado como fonte de enzimas. Em algumas experiéncias, 0 SoO-
brenadante de 10.000 XG foi centrifugado a 105.000 XG. A fra-
¢do assim obtida era considerada como “fracdo microssomial”.

A oxidacdo de NADH foi determinada pela variagcdo na den-
sidade dptica a 340 n'x em espectrofotdmetro Beckman modélo
DU, de um sistema contendo 3,0 ml de meio de extracdo, 30 /A
de solucdo de NADH (10 u moles/ml) e enzima.

O contetdo de proteina e de acido nucléico foi estimado por
absorcdo de luz ultravioleta segundo o método de Warburg €
Christian, 1941. Densidades Opticas eram tomadas a 280 e 260
nYx, e o conteldo de proteina determinado segundo as relacdes de
densidade odptica a 280 e 260 mcorrespondendo a constante F,
guando entdo:

F x D.O. 280 aliquota — mg proteina por ml

A relacdo D.O. 280 D.O. 260 é equivalente ao conteldo em
acido nucléico.
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A medida respirométrica da fracdo mitocondrial com NADH
foi procedida pela técnica convencional de Warburg.

Micrografias eletronicas das fragbes obtidas por centrifuga-
cdo fracionada foram tomadas segundo a técnica usual ou seja,
fixacdo com acido ésmico e subtosan seguido de desidratacdo pelo
alcool.

Os reativos usados foram os seguintes: Manitol E. Merck;
Tris (hidroximetil) aminometano, E. Merck; EDTA (etilenodia-
minotetracetato de sodio) Baker’s; NADH, dihidroxi—/?-difosfopiri-
dino nucleotideo, sal dissédico, Sigma Chemical Company; Cito-
cromo ¢, Nutritional Biochemicals Corporation.

RESULTADOS

1. Distribuicdo da atividade oxidativa de NADH pelas fracbes
subcelulares de levedura

A atividade exercida pelas diferentes fracdes subcelulares da
levedura quanto a oxidacdo do NADH foi estudada na experiéncia
da fig. 1 Verifica-se que a atividade oxidativa de NADH se dis-
tribui pelas trés fragdes — homogenado, fracdo mitocondrial e
fragcdo microssomial enquanto que o sobrenadante final é total-

mente inativo. A atividade especifica maior é a da fragdo mitocon-
drial.

2. Efeito da concentracdo de proteinas sbbre a velocidade de oxi-
dacdo de NADH

O efeito da concentracdo de proteina da fracdo mitocondrial
sbbre a velocidade da oxidacdo de NADH foi estudado na experién-
cia da fig. 2

3. Especificidade para NADH da atividade oxidativa da “fracdo
mitocondrial” de leveduras

A fim de determinar a especificidade da atividade enzimatica
para NADH, a seguinte experiéncia foi levada a efeito. A fra-
¢do mitocondrial suspensa em liquido de extracdo foi adicionada
de sulfato de amonio até a concentracdo final de 0,3 de saturacdo
e 0 sobrenadante obtido por centrifugacdo. A atividade oxidan-
te da fracdo mitocondrial foi conservada no sobrenadante e foi uti-
lizada para a experiéncia da fig. 3. Verifica-se por ela que a adi-
¢do de NADPH ndo influi sébre a atividade enzimatica, por onde

se demonstra que tal atividade é ligada de modo especifico a oxi-
dacdo de NADH.
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4. Efeito da concentracdo de NADH na atividade respiratoria
da fracdo mitocondrial

A demonstracdo de que quantidades limites de NADH contro-
lam a atividade respiratéria da fracdo mitocondrial de levedura
estd representada pela experiéncia da fig. 4.

Fig. 1 — Distribuicdo da NADH «oxidase entre as fra¢des subcelulares

de levedura de panificagdo. O sistema contém 1 ml de meio de extra-

¢do (manitol 0,21 M, Tris, 0,01 M, EDTA, 0,001 M, pll 7,48), 5 n\ de

NADH (10 moles por ml). A atividade especifica de cada fracédo

foi a seguinte: Homogenado, 0,27, fracdo mitocondrial, 1,29; fragédo
mierossomial, 0,2S.
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Fifi 2 — Efeito (ia concentracdo de proteina da fracdo mitoeondrial
sébre a velocidade de oxidagdo de NADH. Sistema: 1,0 ml de meio de
extragdo, 5 M de solugdo de NADH contendo 10 ji moles por ml e 1,
2, 4, (i, ou 10 A de suspensdo mitoeondrial contendo 9,7 mg proteina ml.
Adicdo de NADII procedida no "tempo zero”.

TABELA | — Efeito da concentracdo de NADH na velocidade respiratéria de fra
cdo mitocondrial de levedura. Sistema corresponde ao da Fig. 4.

A B C D - E
(mN’:\n(.éll-e's) (5('\)/II m(i)h.) aos/»IS (r)r;in. fil 0, g proteina
1 _ 8,0 3.3 _ 1.34
2 0,8 18,3 3,4 0.1 3.08
3 1.5 27,0 6,4 3.1 4.54
4 2,0 34,2 10,9 7,6 57
4.0 89,78 40,2 36,9 15,12

5

* Dados da coluna D. Correspondem a diferenca entre a atividade respiratéria
das fragdes que contém NADH e o da respiracdo enddgena, aos 5 minutos da
adicdo de substrato.
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Fig. 3 — Oxidacdo de NADH e de NADPH pelo sobrenadante de 0,3

de satuaracgdo de sulfato de amoénio. O sistema contém: 1 ml de meio

de extragdo; 20 /1 do sobrenadante contendo 19,04 ng de proteina

final: e 5 /I de NADPH contendo 10 n moles por ml. Km (B), o

NADPH foi adicionado, de inicio: sete minutos depois, 5 n\ de solugdo
de NADH foram adicionados ao sistema.

Verifica-se pelos resultados obtidos que ha relacdo direta en-
tre a concentracdo de NADH e a velocidade respiratdria da fragéo
mitoeondrial da levedura (Tabela I).

A fig. 5 corresponde aos dados da Tabela | e mostram o efei-
to da concentracdo do substrato sbbre a velocidade da reacdo ou
das reacbes enzimaticas da fracdo mitoeondrial que ocorrem em
consequéncia da oxidacdo de NADH.

5. Microscopia eletronica das fragbes celulares de levedura

A fim de determinar a correspondéncia da atividade bioqui-
mica que estd sendo estudada, micrografias eletronicas foram ob-
tidas a partir do homogenado, da “fracdo mitoeondrial” e da “fra-
¢do microssomial” da levedura de panificacdo. As figuras 6 a 9
mostram os resultados obtidos, por onde se verifica que ocorre
coincidéncia entre a fracdo que apresenta maior atividade especi-
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fica com respeito a oxidacdo de NADH e a maior concentragdo
de particulas mitocondriais.

6. Distribuicdo da atividade de oxidacdo de NADH com relacdo
a concentracdo de proteina e de &cidos nucléicos dos parti-
culados

A fim dc estudar a distribuicdo da atividade relativa a oxi-
dacdo de NADH na preparacdo de particulados subcelulares de
levedura, homogenados e sedimentos, éstes obtidos a 10.000
15.000, 40.000 e 105.000 x g foram analisados por atividade de
oxidacdo de NADH, para conteldo de proteina e em acidos nu-
cléicos. A fig. 10 mostra o resultado obtido.

Fig. 4 — Efeito da concentracdo de NADH na atividade respiratéria
da fracdo mitoeondrial de levedura de panificagdo. Sistema do endo6-
geno: meio de extracdo 2,2 ml; KOH, 0,15 ml; suspensdo de mitocén-
dria, 0,5 ml. No braco lateral de frascos subseqientes foram pipetados
0,08, 0,15, 0,2 e 0,4 ml de solucdo de NADH contendo 10 p moles por ml.
Temperatura, 3=C\ 100 agitagdes por minuto. Proteina: 5936 mg/ml.
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DISCUSSAO

A oxidacdo direta de NADH pela “fracdo mitocondrial” de
levedura de panificacdo apresenta importantes implicagcbes para a
biologia dessa estrutura celular. Esse fato ja é de relevo quanto
a reacdo da triosefosfato deshidrogenase onde se produz NADH
extramitocondrial que, pelos dados apresentados no presente tra-
balho, pode ser diretamente oxidado pela fracdo particulada da
célula. A regulacdo dos niveis de NADH/NAD da célula da leve-
dura pode depender, assim, ndo s6 da etapa de deshidrogenase al-
codlica mas, também, da atividade das particulas celulares ora des-
critas, cuja velocidade se relaciona, entretanto, com a concentra-
¢do de NADH (fig. 5).

Fig. 5 — Efeito <ia concentracdo de NADH sbbre a velocidade da res-
piracdo da fracdo mitoeondrial de leveduras. Sistema corresponde ao
da Fig. 4 e os dados verificados correspondem a atividade respiratéria
da fracdo mitoeondrial ao 5 minutos da adicdo do substrato em
diferentes concentragdes.
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A correlacdo entre a oxidacdo de NADH e a fracdo particula-
da da elvedura foi bem demonstrada no presente trabalho, onde
se verifica que sobrenadante de 105.000 x g resultante da centri-
fugacéo fracionada é pouco ativo, enquanto que a atividade de oxi-
dacdo se distribui entre a “fracdo mitocondrial” e a “fracdo mi-
crossomial”, com maior atividade especifica para a primeira a
ponto de que em experiéncias onde fracdes obtidas a diferentes
forcas centrifugas (Fig. 10) foram analizadas, a menor atividade
enzimatica é daquela que corresponde ao maior conteido em &cido
nucléico e diz respeito ao sedimento coletado a 105.000 x g.

Fig. 6 — Micrografias eletréni- Fig. 7 — Micografia eletronica
cas do homogenado de levedura das fragdes sedimentadas a
de panificacdo. Constata-se a

. N 10.000 XG. No campo estudado
presenca de material heterogé-

neo onde se pode distinguir a se encontram numerosos micros-
presenga de microssomas, de somas aglomerados formando
elementos aparentemente mito- uma réde onde se encontram

condriais, além de granulos néo

: e granulos mitocondriais esparsos.
identificados. Aumento 20.000 X.

Ndo foi possivel distinguir ri-

Corresponde a fragdo de sobre-
nadante do centrifugado a
3.000 XG.

bossomas na preparacéo. Au-
mento de 80.000 X.

No presente estado das investigacdes, é dificil atribuir a lo-
calizacdo do sistema enzimatico responsavel por essa atividade a
mitocdndria propriamente dita, se bem que essa possibilidade seja
ainda a mais aceitavel. A duvida indicada resulta da analise das
micrografias das figs. 6 a 9 onde se demonstra a presenca de par-



506 Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 7, fase. 3, 1966-1967

ticulados com aparéncia tipicamente mitocondrial, com maior in-
cidéncia na chamada fracdo mitocondrial, porém, sempre em es-
treita associacdo com numerosas formacdes microssomiais, onde se
encontram granulos mitocondriais esparsos. Dois fatos, porém,
levam a atribuir a sua localizacdo nos granulos mitocondriais. O
primeiro diz respeito a verificagdo de que quanto maior o contel-
do de é&cidos nucléicos, menor a capacidade da preparacdo de oxi-
dar NADH; enquanto que o segundo se refere ao fato de que em
experiéncia de respirometria, onde é ébvia a utilizacdo de oxigénio
atmosférico implicando ai a participacdo dos sistemas mitocon-

Fig. 8 — Micrografia eletrénica Fig. 9 — Micrografia eletronica
da fracdo sedimentada a 10.000 da «fragcdo mierossomial»
XG. No campo estudado dis- (105.00 XG) da levedura

tinguem-se numerosos granulos

com aparéncia mitocondrial en-

tre membranas de microssomas,

além da presenca de elementos

ndo identificados. Aumento de
80.000 X.

de panificagéo.

driais de transporte de hidrogénio e de eléctrons e de ativacdo do
oxigénio, € possivel analisar os efeitos da concentracdo do subs-
trato, no caso NADH, sbbre a velocidade do processo respiratorio.

Aspecto importante do problema diz respeito a natureza da
proteina enzimatica que participa désse fenbémeno. A purifica-
¢do da referida enzima procedida por Higuch, Ocampos € Ba-
cila, (1967) demonstra que o sistema enziméatico é solubilizado
por precipitacdo com sulfato de amoénio. Em concentracdo de sul-
fato de amonio correspondente a 0,3 de saturacdo ha precipitacdo
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de consideravel quantidade de proteina inativa, permanecendo a
proteina ativa no sobrenadante. Esta é parcialmente precipitada
a 0,6 de saturacdo com sulfato de aménio quando se obtém pro-
teina enzimatica cuja atividade de oxidacdo de NADH nédo so6 é
especifica para ésse substrato, como também se estimula pela adi-
¢do ao sistema de reacdo de fracdo termoestavel do sobrenadante
ou pela adicdo de citocromo c.

Fig. 10 — Conteltdo em proteina e 4acidos nucleicos em relacdo a
velocidade de oxidagdo de NADH em fracdes subcelulares de le-
vedura de panificagdo.

Esse resultado faz admitir a possibilidade de que a enzima pri-
mariamente implicada nesse processo seja um NADH-citocromo
c reductase. Diversos mecanismos de oxidacdo de piridinonucleo-
tideos foram ja descritos para bactérias, levedura e tecidos ani-
mais. Entretanto, no que se refere a levedura, foi descrito por
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Haas, Horecker e Hognees (1940) uma NADPH-citocromo c re-
ductase, enquanto que a “antiga enzima amarela” (Warburg, 1933
e 1938) capaz de ser reduzida por NADPH e NADH, na sua leu-
coforma, pode ser reoxidada pelo oxigénio molecular, mas nao por
citocromo c. No caso da preparacdo de Mahler, Sarkar, Vernon
e Alberty, 1952, foi verificado que a NADH-citocromo c reducta-
se, purificada em alto grau, mostra atividade de diaforase. Ati-
vidade de diaforase, entretanto, em que NADH ¢é oxidado na pre-
senca de diversos aceptores de hidrogénio, tais como corantes, en-
tre outros, deve ser distinguida da atividade de piridinonucleoti-
deo reduzido citocromo c reductase, porque no caso das primeiras,
citocromo ¢ ndo atua como aceptor sendo a enzima, de fato, com-
pletamente inerte na sua presenca. Dewan e Green (1938) e
Corran, Green e Straub (1939), relataram preparacdes de parti-
culados contendo diaforase que interagiam com citocromo c. Esses
resultados podem ser explicados, entretanto pela possivel presenca
em tais particulas, de NADH-citocromo c-reductase, além da pos-
sibilidade da existéncia de citocromo c¢ ligado as mesmas.
Jayaraman, Cotman e Mahler (1966) associaram a existéncia de
duas atividades enzimaticas em Saccharomyces cerevisiae ao sis-
tema de oxidase de NADH, uma de NADH-citocromo c reductase
e uma de citocromoxidase, as quais variariam cm proporgao cons-
tante durante o ciclo de repressdo do metabolismo da levedura.

SUMARIO

Sao relatadas experiéncias de preparacdo de particulados de
células de levedura de panificacdo com propriedade de oxidarem
NADH. Foi verificado que essa atividade é vinculada a presen-
¢a de granulos mitocondriais que em micrografias eletrénicas apa-
recem associados & uma rede de membranas microssomiais. A ve-
locidade de oxidacdo do NADH medida em base ao consumo de
oxigénio molecular é proporcional a concentracdo do mesmo que
também é especifico, no processo, uma vez que NADPH nédo é oxi-
dado.

SUMMARY

Experiments were carried out, in which NADH is directly
oxidized by baker’s yeast subcellular particles. It was shown by
electronmicroscopy that such activity is linked to the mitochon-
drial granules which appear tobe associated to a net of microssomial
membranes. The rate of NADH oxidation measured as oxygen
uptak is rate limited by NADH concentration. NADH is specific
to this reaction, since the preparation is completely inactive in
the presence of NADPH.
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