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RESUMO

MATOS, Isabelle Faria. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Marco de 2021. Metabolismo do acido ascoérbico e sua inter-relacdo com
a cadeia transportadora de elétrons mitocondriais em plantas. Orientador: Prof.

Jurandi Gongalves de Oliveira.

O &cido ascorbico (AA) é uma molécula muito importante para o metabolismo
celular. Nas plantas, o mesmo se faz presente na maioria das etapas de
desenvolvimento, sendo importante desde a germinacdo de sementes até o
prolongamento da vida til dos frutos. Devido a sua grande importancia, diversos
estudos foram realizados no intuito de revelar sua funcéo e papel nos organismos
vegetais, sendo estudado desde sua sintese, transporte e ciclagem a sua acéo
em diversas organelas e atividades metabdlicas. Na biossintese do AA a ultima
etapa acontece no interior das mitocondrias pela acdo da enzima L-galactono-1,4-
lactona desidrogenase (GalLDH) ligada a cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial (CTEm), parte fundamental do processo respiratério que acontece no
interior das mitocondrias. A enzima GalLDH estd associada fisica e
funcionalmente ao complexo | da CTEm participando da oxidagdo do galactono-
1,4-lactono (GalL) a AA concomitantemente a reducdo do citocromo c. Assim
sendo, a sintese de AA se correlaciona com o metabolismo respiratorio nas

plantas. Considerando as mitocondrias como um centro gerador de energia, um
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subproduto desta producéo de ATP pela acdo da CTEm sao as espécies reativas
de oxigénio (ERO). Essas moléculas que possuem um potencial danoso séo
capazes de oxidar aminodcidos, lipidios e interagir com diversas estruturas
celulares. O AA como uma molécula antioxidante é capaz de impedir que ERO
sejam formados em formas mais danosas, e até mesmo eliminar sua producéo.
Aléem disso, o AA atua como um cofator para enzimas antioxidantes como
ascorbato peroxidase (APX), que é uma das principais enzimas envolvidas no
metabolismo antioxidante e é capaz de reduzir H2O2 a 4gua. Sabendo disso, é
possivel hipotetizar que o AA apresenta um papel muito mais relevante para o
metabolismo respiratério do que se pode pensar em uma visdo mais simplista.
Impactando no fluxo de elétrons da CTEm, na producdo de H202 e na
detoxificacdo deste, o AA apresenta-se como uma molécula essencial ao
metabolismo vegetal. Apesar dessa hipbtese, poucos artigos exploram essa inter-
relacdo entre o AA e a CTEm. Desse modo, foi elaborado uma revisdo de
literatura sobre o assunto, explicando o metabolismo do AA e também da CTEm,
bem como a ligacdo entre os mesmos. Assim, é explorada a ligacdo estrutural
entre a GalLDH e o complexo | e o citocromo C, bem como o impacto que a
oxidase alternativa (AOX) apresenta sobre a enzima. Por fim, o papel do AA na
detoxificacdo de ERO produzidas pela CTEm também foi comentado. Porém,
estudos futuros sdo necessarios para compreender melhor o papel da enzima
GalLDH para a geracdo de H20:2 e qual a importancia que esta enzima apresenta

para o metabolismo vegetal.
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ABSTRACT

MATOS, Isabelle Faria. State University of the North of Rio de Janeiro Darcy
Ribeiro. March 2021. Ascorbic acid metabolism and its interrelation with a
mitochondrial electron transport chain in plants. Advisor: Jurandi Gongalves de

Oliveira

Ascorbic acid (AA) is a very important molecule for cell metabolism. In plants, it is
present in most stages of development, being important from the germination of
seeds to the prolongation of the useful life of the fruits. Due to its great importance,
several studies were carried out in order to reveal its function and role in plant
organisms, being studied from its synthesis, transport and cycling to its action in
various organelles and metabolic activities. In the AA biosynthesis, the last step
takes place inside the mitochondria by the action of the enzyme L-galactone-1,4-
lactone dehydrogenase (GalLDH) linked to the mitochondrial electron transport
chain (ETCm), a fundamental part of the respiratory process that takes place
inside the mitochondria. The enzyme GalLDH is physically and functionally
associated with CTEm complex | participating in the oxidation of galactone-1,4-
lactone (GalL) to AA concomitantly with the reduction of cytochrome c. Therefore,
AA synthesis is correlated with respiratory metabolism in plants. Considering the
mitochondria as an energy generating center, a by-product of this ATP production

by the action of CTEm is the reactive oxygen species (ROS). These molecules
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that have a harmful potential are capable of oxidizing amino acids, lipids and
interacting with different cell structures. AA as an antioxidant molecule is able to
prevent ROS from being formed in more harmful forms, and even eliminate its
production. In addition, AA acts as a cofactor for antioxidant enzymes such as
ascorbate peroxidase (APX), which is one of the main enzymes involved in
antioxidant metabolism and is capable of reducing H202 to water. Knowing this, it
is possible to hypothesize that AA has a much more relevant role for respiratory
metabolism than one can think of in a more simplistic view. Impacting the electron
flow of CTEm, the production of H202 and its detoxification, AA presents itself as
an essential molecule for plant metabolism. Despite this hypothesis, few articles
explore this interrelationship between AA and CTEm. Thus, a literature review on
the subject was prepared, explaining the metabolism of AA and also of CTEm as
well as the link between them. Thus, the structural link between GalLDH and
complex | and cytochrome C is explored, as well as the impact that alternative
oxidase (AOX) has on the enzyme. Finally, the role of AA in the detoxification of
ROS produced by CTEm was also commented. However, future studies are
needed to better understand the role of the GalLDH enzyme in the generation of

H202 and the importance that this enzyme has for plant metabolism.
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1. INTRODUCAO

O L-&cido ascérbico (AA) é um importante antioxidante presente nas plantas.
Com diversas funcdes além de capturar elétrons e proteger a célula das espécies
reativas de oxigénio (ERO), ele também atua como cofator de diversas enzimas
envolvidas em processos do metabolismo vegetal, como o ciclo celular, na
assimilacéo de Fe, na protecédo contra herbivoria em algumas espécies vegetais,
assim como na atividade fotossintética (SMIRNOFF, 2018). Desse modo, no

vegetal, o AA apresenta uma ampla influéncia e efeito (GALLIE, 2013a).

O AA se correlaciona com a sintese de giberelinas, de etileno, ativa outros
antioxidantes, se relaciona com a respiracdo celular e atua protegendo a planta
de danos provocados pela luz ao proteger o fotossistema Il. Ele também é
responsavel pelo crescimento e alongamento celular, homeostase hormonal,
florescimento e senescéncia, protecdo contra fatores bidticos como ataque de
insetos e fungos e ainda contra fatores abidticos como altas temperaturas, alta
luminosidade, oz6nio e radiacao (BILSKA et al., 2019; SZARKA et al. 2013).

Com tantas funcdes, pode-se perceber que o AA € uma molécula essencial
para o vegetal. Por isso, muitos estudos buscaram compreender melhor sobre o
metabolismo da molécula, o que revelou que a sintese de AA acontece em parte
no citosol e a etapa final nas mitocéndrias. Este Ultimo passo da sintese do AA
que acontece dentro das mitocondrias tem a participacdo de uma enzima
intimamente associada ao complexo | da cadeia transportadora de elétrons

mitocondrial (CTEm), utilizando o citocromo ¢ como um aceptor de elétrons



durante a transformacao final do precursor galactono-1,4-lactona (GalL) em AA
(FENECH et al., 2019).

Essa enzima chamada L-galactono-1,4-lactona desidrogenase (GalLDH) é a
principal responsavel pela sintese de AA no interior das mitocondrias. Além de
utilizar o citocromo C como aceptor de elétrons, a GalLDH se encontra

estruturalmente ligada ao complexo |.

Assim, é possivel inferir que o AA e a CTEm possuem uma ligacéo
fundamental, desde a sintese do antioxidante e a atividade da CTEm. Além da
participagdo na sintese do AA, a CTEm também se correlaciona com este
antioxidante devido aos mecanismos de regeneracdo do AA. Outro ponto
importante a ser considerado quando se discute a sintese e atividade do AA € de
que a mitocondria € um dos principais geradores de ERO sendo, portanto, um
grande alvo para a atividade antioxidante do AA. Logo, a CTEm e o AA possuem
uma interrelacéo intensa e conhecida (FOYER et al. 2020). Porém, mesmo com a
producdo de AA pela GalLDH na mitocéndria, apresentando o AA para a
detoxificacdo de ERO, a mesma também produz H202, tendo, portanto, um papel

antagonico na detoxificagdo na mitocondrias (SANTANA, 2019).

Apesar de tais informacdes, poucos trabalhos exploram mais aprofundamente
sobre a ligacdo entre a CTEm e o AA. Esse trabalho através de uma reviséo de
literatura apresenta o estado da arte a respeito do AA em plantas, no que diz
respeito a sintese, acdo, transporte e ciclagem do AA, além das interacdes entre

o metabolismo do AA e o metabolismo respiratério, com foco na CTEm.



2. ACIDO ASCORBICO NO METABOLISMO VEGETAL

2.1 Descobertado AA

Isolado pela primeira vez em 1932, o AA ficou primeiramente conhecido
devido ao seu uso para combater o escorbuto, doenca muito comum na
antiguidade, principalmente em viajantes e navegadores que nao consumiam
alimentos ricos neste composto, como, por exemplo, as frutas citricas, em sua
alimentacdo (SVIRBELY; SZENT-GYORGYI, 1932). O escorbuto ¢ uma doenca
causada pela falta de vitamina C no organismo, 0s sintomas aparecem em
questdo de semanas e a doenca pode levar até a morte do individuo. A vitamina
C foi nomeada de acido ascorbico pelo seu papel no tratamento da doenca, sendo
que a palavra acido do seu nome é devido as caracteristicas fisico-quimicas da
molécula, e o nome ascérbico é derivado do prefixo “a” (no sentido de negagéao) e

a palavra em latim scorbuticus (o0 que significa escorbuto).

Com o isolamento da molécula e posteriormente a descoberta da sua formula
quimica, em 1933, foi possivel sintetizar quimicamente o AA de modo a se utilizar
na saude humana (HAWORTH, 1933). Nos dias atuais, o AA sintético é produzido
a partir do agucar dextrose (CsH120s). Este, a partir de uma reagdo de oxidacao
que promove a perda de 4 moléculas de hidrogénio resulta na formacédo do AA

sintético. O AA sintético apresenta pouca diferenca do AA natural, porém sua



acdo no metabolismo humano e animal pode apresentar diferencas, tendo em
vista que o AA presente em frutas e vegetais vem acompanhado de outras
moléculas importantes ao metabolismo que interagem com o AA, tornando mais
prontamente absorviviel (CARR; VISSERS, 2013).

Devido a necessidade humana de se adquirir a vitamina C através do
consumo de alimentos de origem vegetal, diversos estudos buscaram estimular a
producdo de AA pelos tecidos vegetais, bem como compreender os mecanismos
de regulacdo e fatores bidticos e abidticos que possam influenciar na sintese,
degradacéo e transporte de AA nos tecidos vegetais (FIUTAK; MICHALCZYK,
2020; OZCELIK et al., 2020; FENECH et al., 2019; IQBAL et al., 2017).

2.2 Quimica da molécula do AA nas células vegetais

O AA, ou vitamina C, é uma molécula organica composta de 6 carbonos, com
féormula quimica CeHgOs, sendo nomeada quimicamente como 2-0Xi-L-
treohexénio-1,4-lactona-2,3-enedio, ou como L-treo-hex-2-enono-1,4-lactona. A
molécula é considerada soluvel em agua, pouco solavel em acetona ou etanol e
insolivel em solventes organicos como benzeno, sendo que quando se encontra
em solucdo o AA é facilmente oxidado. Ele é classificado no grupo das lactonas,
originario dos acidos carboxilicos que se modificam em ésteres de cadeia fechada

ao perderem uma molécula de H.0

Em relacdo a estrutura quimica da molécula, o AA pode ser encontrado em
sua forma ionizada, como ascorbato (Asc), ou em sua forma oxidada, L-acido
dehidroascorbico (DHA). Ele ainda possui uma forma instavel, como &acido
monodehidroascorbico (MDHA), forma intermediaria no processo de oxidagédo do
AA em DHA (Figura 1). O DHA também pode ser convertido através de uma
reacdo irreversivel com a perda de uma molécula de H20, em acido 2,3-

dicetogulénico.
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Figura 1: Esquema representativo com as estruturas quimicas e reagdes quimicas envolvendo o
acido ascorbico, ascorbato, acido monodehidroascorbico e &cido dehidroascérbico com indicativo
das perdas e ganhos de elétrons e prétons, bem como a hidrélise espontanea de DHA.

Para os niveis de atividade antioxidante das moléculas, o AA se apresenta
como a forma totalmente ativa e o DHA possui entre 75-80% da capacidade
antioxidante em comparacao com o AA. As duas formas se encontram presentes
no tecido vegetal, de modo que para a quantificacdo total do nivel de vitamina C
deve-se quantificar tanto o AA como o DHA, havendo a predominancia da forma
AA. Ja o acido 2,3-dicetoguldnico ndo apresenta atividade oxidante, mas pode ser
descarboxilada em substratos intermediarios para a vida pentose-fosfato caso
seja necessario para o metabolismo vegetal (NJUS et al., 2020; SMIRNOFF et al.
2001; SVIRBELY; SZENT-GYORGY]I, 1932).

O DHA é enzimaticamente convertido em AA, com a participacdo da glutationa
reduzida e do NADPH ou ainda, a molécula pode ser metabolizada e convertida
em outros substratos celulares como oxalato e treonato (TRUFFAULT et al.,
2017), ou mesmo em CO:2 e H202 (SMIRNOFF, 2018). Por outro lado, o MDHA é
a forma instavel, pois apresenta um elétron a menos que o DHA, tendo assim um
elétron desemparelhado na sua estrutura. O mesmo encontra-se no meio celular
em menor quantidade, sendo uma molécula de baixa toxicidade e com alta

reatividade devido ao seu radical livre. Logo, duas moléculas de MDHA podem



dar origem, espontaneamente, a uma molécula de DHA e uma de AA (HOSSAIN;
ASADA, 1985).

2.3 Papel do AA no metabolismo das células vegetais

O AA é conhecido como um importante antioxidante na célula, sendo uma

molécula capaz de doar elétrons e assim reduzir ERO e outras moléculas

danosas ao metabolismo celular tais como anion superéxido (0O2*) e radical

hidroxila (HO®), protegendo membranas e diminuindo a peroxidacdo lipidica

(NJUS et al., 2020; GUPTA et al., 2016; SZARKA et al.,, 2012). Devido a sua
afinidade e atividade, o AA consegue reduzir ERO antes do metabolismo ser
capaz de induzir a atividade das enzimas antioxidantes, como catalase ou
superoxido dismutase, protegendo a célula de modo rapido e eficiente
(PACIOLLA et al., 2019). Com uma alta atividade oxidante, o AA est4, portanto,
diretamente ligado a protecdo da planta contra estresses bibticos e abidticos que

geram um estresse oxidativo ao vegetal (AKRAM et al., 2017).

A relacdo entre AA e a luz ja é conhecida e bastante estudada. O AA esta
envolvido com a atividade fotossintética, além de sua sintese ser estimulada em
presenca de uma maior intensidade luminosa (MASSOT et al., 2011, LI et al.,
2010b; TABATA et al.,, 2002). O AA é capaz de doar elétrons para a cadeia
transportadora de elétrons fotossintética, em condicbes de estresse para 0O
vegetal, principalmente quando ha a inibicdo do fotossistema Il (PSIl). Assim,
nessas condigcbes, o AA doa elétrons a cadeia dando suporte para o
funcionamento da mesma e a producédo de ATP (IVANOV, 2014; TOTH et al.,
2011).

Estudos preliminares em tilacoides isolados observaram a capacidade do AA
como doador de elétrons quando o complexo de oxidacdo da agua do PSII se
encontrava destruido ou em tilacoides lavados com TRIS (MANO et al., 2004;
YAMASHITA; BUTLER, 1968; YAMASHITA; HORIO, 1968). Ja estudos com
células de folhas de trigo determinaram que em condi¢des normais, 0 mesmo
apresenta uma maior afinidade em doar elétrons ao PSIl em comparacdo ao
fotossistema | (PSI) (IVANOV et al., 2007; IVANOV et al., 2005).



Utilizando de tilacoides isolados de folha de espinafre, foi demonstrado a
doacéo de elétrons do AA para o PSI na presenca do herbicida Diuron, o qual age
inibindo a fotorredugdo de NADP* (IVANOV, 2014). J& em plantas in vivo, o
fendbmeno foi observado em plantas selvagens e mutantes vtc2 de Arabidopsis, as
ultimas sendo deficientes para AA. Em condicBes de altas temperaturas, foi
demonstrado a acdo do AA como um doador de elétrons para o PSIlI (TOTH et al.,
2011; 2009; 2007).

O AA atua ainda como cofator enzimatico na atividade da enzima violaxantina
de-epoxidase (VDE) do ciclo da violaxantina-zeaxantina (AWAD et al., 2015;
ASADA, 1999). A enzima VDE participa da conversdo de violaxantina em
zeaxantina no complexo antena do fotossistema Il do aparelho fotossintético. A
zeaxantina € um pigmento acessorio responsavel por dissipar, de forma mais
eficiente, o excesso de energia luminosa na forma de calor, evitando assim a
fotoinibicdo causada pelo estresse luminoso (SAGA et al., 2010). Considerando a
capacidade do AA em diminuir o dano causado por ERO nos cloroplastos,
preservando o funcionamento dos fotossistemas e muitas vezes, retardando a
senescéncia foliar, o papel do AA no metabolismo vegetal vai muito além da sua
funcao antioxidante (BARTH et al., 2006; CHEN; GALLIE, 2006).

O AA é capaz de agir como cofator para varias enzimas importantes no
metabolismo vegetal. Uma delas € a enzima &acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico oxidase (ACO) (VERVERIDIS; JOHN, 1991). A ACC faz parte da via
de sintese do etileno, atuando na ultima etapa do processo de formacao deste
hormonio. Dessa forma, o AA se relaciona com o amadurecimento dos frutos e
até a senescéncia foliar devido a sua participacdo na via de sintese do etileno
(MURPHY et al., 2014).

O AA também age como cofator de uma classe de enzimas chamadas
deoxigenases dependentes de 2-oxoglutarato. Essas enzimas se encontram
espalhadas por todo o metabolismo e sdo responsaveis por catalisar a
incorporacédo de oxigénio em substratos organicos (ARRIGONI; DE TULLIO,
2002). Entre as reacdes em que essas enzimas participam tém-se o catabolismo
de auxina e a sintese de outros horménios tais como giberelina (GA) e acido
abscisico (ABA) (SMIRNOFF, 2018).



O AA tem também um importante papel na protecdo da planta contra a
herbivora, através da sua participacdo na via de sintese do glicosinolato e
antocianinas. Esses importantes compostos secundarios estdo envolvidos na
protecdo de algumas espécies vegetais (p.ex. espécies da familia crucifera)
contra ataques de herbivoros. Tendo em vista que a protecdo contra patdégenos
necrotréficos € mediada pela acdo de etileno e acido jasmonio, a depender do tipo
de patdgeno, o AA também se correlaciona com o sistema defensivo da planta
por estar envolvido com o metabolismo hormonal do etileno que desencadeia a
resposta de protecao do vegetal (AKRAM et al., 2017; BORESTEIN, 2017).

Ainda sobre as diversas fungées do AA, 0 mesmo apresenta uma importante
funcdo na atividade celular estando presente na fase G1 do ciclo celular,
encurtando a fase G1 e estimulando a passagem da célula para a fase S do ciclo
celular (DE PINTO et al., 1999). Desse modo, 0 AA é essencial para a divisdo e
multiplicagdo celular, bem como no alongamento e diferenciacdo das células.
Além disso, os niveis de AA diminuem durante a diferenciacdo celular,
estimulando a acao de peroxidases e a lignificacdo da parede celular (DE PINTO;
DE GARA, 2004; PADU, 1999).

Estudo com embrides somaticos de pinheiro indicaram que os niveis de AA
enddgenos sdo fundamentais para ativacao e germinagao do tecido meristematico
e ainda, altas doses de AA se fazem necessarias para induzir a inibicdo de
peroxidases como o acido ferdlico. Assim, com a acdo do AA sobre as
peroxidases responsaveis pela polimerizacdo dos componentes da parede celular
€ possivel que o relaxamento da parede ocorra, 0 que € necessario para a divisdo
celular das células meristematicas (STASOLLA; YEUNG, 2007). Ainda no
metabolismo celular, o AA se correlaciona com a morte celular programada, seja
induzindo a senescéncia em plantas ou protegendo a célula de estresses que
levariam a morte celular, como em ambientes com niveis toxicos de cromo
(VALANDRO et al., 2020; CAVAIUOLO et al., 2013).

Na presenca de cobre, o AA é capaz de gerar H202 (FRY, 1998). Ao reduzir

Cu?* a Cu*, 0 AA induz a degradacédo dos polissacarideos da parede celular com
geracdo de HO®. Esses radicais sdo responsaveis, entdo, pelo afrouxamento da

parede celular em cotilédones de trigo e hipocatilos de girassol, pepino e soja in



vitro. O mesmo estudo, ainda analisou a producédo de hidroxila em plantulas de
trigo in vivo, observando a tendéncia da formacgéo de HO® pelo AA na presenca de

cobre nas plantulas induzidas ao crescimento com a adicdo de auxina no meio
(SCHOPFER, 2001).

De modo geral, AA é capaz de doar elétrons e reduzir ions metalicos tais

como ferro e cobre, onde nesse caso, 0 AA reduz Fe3* em Fe?* e Cu?* em Cu*. Ja
a reoxidacdo de Fe?* ou Cu* pode gerar ions O2* devido a reacdo de Featon
levando a geracdo de outras espécies reativas como peréxido de hidrogénio e
HO®. Porém, a acdo do AA na reducdo dos ions metalicos se faz necessaria

principalmente se tratando de proteger enzimas metalo-dependentes da
inativacdo. Tais enzimas que contém Fe?* e Cu* como cofator se tornam inativas
quando o ion é reduzido (NJUS et al., 2020; PACIOLLA et al., 2019; MACKNIGHT
et al., 2017; ZANCANI et al., 2007; BUETTNER; JURKIEWICZ, 1996).

Na embriogénese da semente, estudos consideram o AA um regulador da
polaridade para a divisdo celular. Assim, uma maior quantidade de AA promove a
divisdo transversal do embrido, enquanto um aumento na por¢cao de DHA
estimula a divisdo longitudinal. Posteriormente, durante o alongamento celular das
novas células é necessaria uma reducao do potencial redox do AA, assim o DHA
predomina e favorece o alongamento. Ja na etapa de maturacdo embrionéria, a
quantidade de AA é novamente o estimulador para progressao da divisao celular
(CHEN; GALLIE, 2012; STASOLLA et al.,, 2008; BELMONTE; YEUNG, 2004;
STASOLLA; YEUNG, 2001; TOMMASI et al., 2001;).

O AA ainda participa da etapa de germinacao, tendo em vista que 0 processo
de embebicdo das sementes para germinacdo leva a formacdo de metabdlitos
reativos, assim, é preciso que haja um balanco oxidativo para haver a germinacéo
da semente. Logo, o controle desses ERO é atribuido ao AA (CHEN et al.,2014).
Estudos observaram que durante a fase de germinacdo ha um aumento na
concentracdo de AA, bem como da enzima GalLDH, responsavel pela ultima
etapa da sintese de AA na mitoc6ndria, enquanto ha uma reducédo no teor de
DHA (DE GARA et al., 2000; TOMMASI et al., 1999).
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Outro ponto importante para a germinacdo € a razdo entre ABA e GA
(FINKELSTEIN et al., 2008). Esse equilibrio é influenciado pelo contetdo de ERO
e de AA, de modo que o AA consegue controlar a biossintese de ABA e GA
favorecendo a germinacéo da semente (YE et al., 2012). O AA também impacta
na sensibilidade da ascorbato peroxidase (APX) ao ABA e a auxina (IAA), de
modo que mutantes para a APX apresentam uma inibicdo da germinacéao, bem
como alteragbes no conteudo de ABA e IAA, além de uma acumulagdo de
metabdlitos do ciclo de Krebs. Isto porque tais mutantes apresentam uma
supressao do fator transcricional ABI4, fator indutor de germinagao e ativado em
resposta a sinais providos por ERO, bem como por ABA e IAA (CHEN et al.,
2014a; CHEN et al., 2014b).

O AA também correlaciona com a concentracdo de ions Fe em embrides.
Estudo com embrides de ervilha e Arabidopsis demonstrou que o Fe é
transportado em conjunto com citrato ou malato em complexos férricos ndo
prontamente absorviveis. Contudo, os embribes sdo capazes de reduzir os ions
férricos desses complexos induzindo um efluxo de AA. Desse modo, o AA realiza
a etapa fundamental para a aquisicdo de ferro ao reduzir Fe3* a Fe?* tendo em
vista que o efluxo de AA pelo apoplasto atua na reducdo de quelatos de Fe3*
permitindo a assimilacdo de Fe pelas plantas (GRILLET et al., 2014).

Em raizes, o AA se relaciona com o0 crescimento e a arquitetura radicular
além de estar ligado aos mecanismos que promovem O gravitropismo nos
mesmos. O AA estd no processo de crescimento e desenvolvimento da raiz em
funcdo da quantidade deste presente no apoplasto das células (OLMOS et al.,
2006). Estudos com plantas de cebola observaram que o AA e o MDHA
estimulam o alongamento das raizes e promovem um aumento no tamanho do
vacuolo em células meristeméaticas, influenciando na divisdo e proliferagéo celular
(GONZALEZ-REYES et al., 1994; HIDALGO et al., 1989). J& estudos com
mutantes de Arabidopsis para o AA permitiram observar a agcdo do AA no
comprimento da raiz principal, na quantidade de raizes laterais, e perda de
gravitropismo, apresentando raizes curtas, numerosas. Tais caracteristicas foram
desenvolvidas pelo fato de que o AA se faz necessério para a sintese de etileno,
0 qual afeta a raiz e leva ao desenvolvimento desses sintomas apresentados
(TYBURSKI et al., 2012; OLMOS et al., 2006).
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Outro processo metabdlico com a participacdo importante do AA é a
aquisicao de nutrientes. Foi observado que a atividade da enzima MDHA redutase
(MDHAR) estimula a aquisicdo de metais de transicdo, principalmente cobre e
ferro em Arabidopsis (GONZALEZ-REYES et al., 1994). Em solos com baixa
disponibilidade de P, a acdo do AA é capaz de promover o alongamento da raiz
principal, expandindo a area de absorcdo de nutrientes. J& em solos com alta
disponibilidade de P, a acdo do AA é diferente, inibindo a formacao de raizes
laterais (TYBURSKI et al., 2012). O papel do AA nas raizes €, portanto,
antag6nico, com altos niveis de AA estimulando o alongamento da raiz principal
enquanto a formacdo de raizes laterais € dependente da acdo do estresse
oxidativo com baixos niveis de AA (HOSSAIN et al., 2017).

Ha relatos também da participacdo do AA no processo de florescimento
através da relacdo do mesmo com ABA e GA, hormoénios envolvidos e atuando
como um indutor ou repressor do processo. O AA se faz presente na sintese de
GA, impactando na floragdo. Ja sua relagcdo com o ABA e o florescimento ocorre
devido a relacdo de ambos com fatores transcricionais que inibem o processo de
florescimento (WENG et al., 2016). Considerando Arabidopsis como planta
modelo, sabe-se que niveis baixos de AA afetam trés das principais vias
genéticas para a floragdo da planta. Em condi¢des de dia longo com exposi¢céo a
16 horas de luz, baixos niveis de AA resultam em um florescimento precoce por
meio de altera¢des no ritmo circadiano e pela producdo de niveis altos de acido
salicilico. J& em condi¢des de dia curto, com exposicao de 10 horas de luz, uma
deficiéncia nos niveis de AA atrasa o florescimento e a senescéncia (BARTH et
al., 2006).

Estudos com mutantes de Arabidopsis deficientes e ndo produtores de AA,
apresentaram um florescimento antecipado em comparagcdo com o0 controle,
sendo que apoés adicdo de AA exogeno, verificou-se que essas plantas obtiveram
um atraso no processo de floracdo (KOTCHONI et al., 2009). Outra pesquisa
observou que a adicdo de AA exdgeno promoveu um atraso no crescimento e
florescimento em plantas de Arabidopsis cultivadas com um fotoperiodo de 16
horas de luz e 8 horas de escuro, apos 12 dias, as plantas foram divididas em trés
grupos, sendo um controle, outro com adicdo de GalL e um ultimo com adi¢do

exégena de GA para induzir um florescimento antecipado. Foi observado que
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nessas condicbes um aumento no conteddo de Asc, proveniente no tratamento
com GalL néo afetou o periodo vegetativo das plantas. Contudo, nesse mesmo
tratamento houve um atraso de 5 dias para o aparecimento do primeiro botéo
floral e um atraso de 7 dias para a abertura do bot&o floral em comparagcdo com
0os demais tratamentos (ATTOLICO; DE TULLIO, 2006). Outro estudo do mesmo
grupo com o mesmo material vegetal, mas em plantas expostas a 10 horas de luz,
o tratamento com a aplicacdo de AA exdgeno, apresentou plantas com
florescimento precoce (BARTH et al., 2006).

Considerando ainda,a acéo do AA no florescimento, o mesmo influencia na
expressao do gene LEAFY, relacionado com o processo de floracdo, sendo que a
adicdo do precursor do AA, GalL retarda a expressao desse gene. Desse modo,
observou-se que plantas de Arabidopsis em um fotoperiodo de 16 horas de luz
apresentam uma menor expressdo do gene quando na presenca de altas
concentracdes de AA (ATTOLICO; DE TULLIO, 2006).

2.3.1 Atividade antioxidante do AA em culturas de interesse

Com tantos papéis no metabolismo das plantas, é possivel afimar que AA
€ capaz de se correlacionar com a adaptacdo dos vegetais aos estresses
ambientais, principalmente devido & sua atividade como um antioxidante (GEST
et al.,, 2013). Por isso, estudos tendem a preservar o conteiudo de AA para
prolongar a vida atil de frutos ou hortalicas ou ainda utilizam de aplicacéo

exogena de AA para melhorar plantas em condi¢des de estresse.

Em condi¢cBes de estresse salino a irrigacdo de cevada com solucdo de AA
promove uma maior producdo e confere tolerancia ao estresse melhorando o
crescimento vegetal, a absorcdo de nutrientes e a fotossintese (NOREEN et al.,
2021). Ja em condicbes de estresse hidrico a aplicagdo de biomoduladores
preserva o conteudo de AA, que por sua vez aumenta a vida util do brocolis
cultivado sobre estresse (ZULFIQAR; ASHRAF, 2021). Em relacdo a protecdo
contra patdgenos e herbivoria, o AA regula e estimula a ativacdo de mecanismos
de protecdo atuando como antioxidante e afetando os niveis de ERO, os quais
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agem como sinalizadores nas plantas em situacdes de ataque de insetos e outros
patogenos (BORESTEIN, 2017).

Em tomate, o AA é capaz de proteger o fruto em condicbes de alta
intensidade luminosa (ZUSHI et al., 2020). Sabendo que para o desenvolvimento
do fruto, uma grande quantidade de luz se faz necesséria, esse estudo indicou
que frutos em um ambiente luminoso apresentaram um maior conteddo de AA,
bem como um maior raio. Outro estudo com tomate verificou que a utilizacao de
técnicas de pos-colheita que visam preservar o conteudo do AA leva a um fruto
com caracteristicas organolépticas desejadas e uma maior vida de prateleira
(LEONG et al., 2017; TSANIKLIDIS et al., 2014). Em estudos com brotos de feijao
foi observado que a aplicacdo exdgena de AA protege 0 mesmo contra o
escurecimento enzimatico devido a atividade antioxidante da molécula durante o
periodo de armazenamento (SIKORA; SWIECA, 2018).

Jé& trabalhos com pimentdo demonstram que tratamentos com aplicacéo de
AA apresentaram frutos com maior firmeza, conteido de pigmentos, e com niveis
de acidez desejados comercialmente (BARZEGAR et al., 2018). Na pos-colheita
de folhas de espinafre, o corte assim como o refrigeramento imediato do vegetal
afeta o conteudo de AA. Sendo que em folhas armazenadas a 4°C e sem cortes
apresentam uma maior concentracdo de AA, aumentando a vida util e o frescor
das folhas em comparacdes a folhas de espinafre armazenas a 8°C e cortadas
em 6 partes (COCETTA et al., 2014). Em banana também foi observado que um
maior conteudo de AA protege o fruto contra danos causados pelo frio devido a
sua acgdo antioxidante estimulada pela adicdo de progesterona exdgena (HAO et
al., 2019).

Na preservacao de 6leos comestiveis se observou que o acréscimo de AA
e outros antioxidantes promove um atraso na degradacgao oxidativa, preservando
as propriedades do material. Além disso, 0 mesmo trabalho apresentou que 6leos
comestiveis provenientes de vegetais ricos em AA apresentam uma maior
estabilidade durante o processo de extracao, de modo a preservar seus nutrientes
(MISHRA et al., 2021). Em arroz, o AA se faz necessario para a preservacdo do
grao contra o disturbio fisiolégico do gessamento, sendo importante para manter o

valor agregado comercial ao produto (YU et al., 2017; 2015).
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Outro estudo também demonstrou que devido a propriedade antioxidante
do AA, tratamentos poés-colheita em flores ornamentais que preservam o contetudo
do mesmo apresentam um atraso na absissdo floral, além de aumentar a
longevidade de Petunia (CAVAIUOLO et al., 2013). Ao adicionar AA em uvas, ou
ainda uvas que apresentam um maior conteddo de AA, resultam em vinhos com
melhores caracteristicas organolépticas. Parametros como odor e acidez sao
mais facilmente alcancados aos niveis desejados, independente do tipo de vinho
a ser produzido, devido a grande concentracdo de antioxidantes presentes no
mosto (BADEA et al., 2017; MAKHOTKINA et al., 2014; BRADSHAW et al., 2011).

Em folhas de macd, folhas com maior conteido de AA mantém uma maior
atividade fotossintética, bem como uma maior vitalidade. Conforme existe o
envelhecimento da folha, o conteddo de AA decresce e as folhas entram em
senescéncia (LI et al., 2010b). Desse modo, pode-se observar que a atividade
antioxidante do AA apresenta diversos efeitos nos vegetais. Sendo influenciado
por diferentes fatores como idade da folha, adicdo de hormdnios externos, ataque
de patdgenos entre outros, o AA se faz essencial para atrasar os danos oxidativos
causados pelo ERO, o qual aumenta em situacdes de estresse ou em resposta a

alteracbes do ambiente e de técnicas de pos-colheita.
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3. SINTESE, RECICLAGEM E TRANSPORTE DO ACIDO ASCORBICO EM
PLANTAS

O AA encontra-se em diferentes concentracfes nos tecidos vegetais,
variando entre tipo e idade do tecido, além de variacbes decorrentes da espécie
vegetal (BARZEGAR et al.,, 2018; FANG et al., 2017; ZARRILLO et al., 2017;
PROIETTI et al., 2009). Essas variacdes acontecem devido a funcdo do AA para
as plantas, sendo assim o seu metabolismo pode ser considerado dinamico e
capaz de suprir as necessidades de determinado vegetal (AL-HUQAIL et al.,
2020; ZHU et al., 2020). A demanda por AA nas plantas, de modo geral, € maior
nos tecidos fotossinteticamente ativos, em especial nas folhas, agindo na
protecdo do aparelho fotossintético contra a fotoinibicdo. Desse modo, a planta é
capaz de regular as rotas de sintese, reciclagem e transporte do AA em caso de
necessidade (HOSSAIN et al., 2017).

3.1 Biossintese do AA

Estudos relacionados a sintese de AA iniciaram apds a descoberta que o
AA possui um esqueleto carbdnico derivado de um agucar de 6 carbonos
(SVIRBELY; SZENT-GYORGYI, 1932). Diferentes rotas foram pensadas e
analisadas tanto para a biossintese em plantas quanto em mamiferos
(HANCOCK; VIOLA, 2005).
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Considerando o organismo vegetal, os estudos ocorridos até 0 momento
propdem quatro rotas para a sintese de AA. Entre estas, uma rota principal
denominada de “via Smirnoff-Wheeler’ esta melhor elucidada, com todas as
etapas conhecidas, bem definidas e estudas. As outras trés rotas, a saber: “via do

L-gulose”, “via do D-galacturonato” e “via do mio-inositol” foram menos exploradas
ou ainda possuem etapas que precisam ser melhor compreendias em seu
conjunto para uma confirmacdo definitiva dentro da sintese do AA (SZARKA et

al., 2013; SMIRNOFF et al., 2001; HOSSAIN; ASADA, 1985).

A primeira rota de sintese a ser considerada foi a “via D-galacturonado”,
inicialmente descoberta em 1961, nos Estados Unidos (LOEWLS; KELLY, 1961).
Utilizando-se de frutos de morango, os pesquisadores descobriram que o &cido D-
galacturénico poderia ser convertido a AA, guando o mesmo é convertido até dar
origem a GallL, precursor do AA (LI et al., 2010a, 2010b; LOEWLS; KELLY, 1961).
Ja em 2003, tal rota para a producao de AA através da degradacdo das pectinas,
parede celular que ocorre durante o amadurecimento de frutos foi confirmada
(AGIUS et al., 2003).

A proxima rota descoberta foi na década de 90, e é hoje chamada de “via
Smirnoff-Wheeler’. Na Universidade de Exeter, no Reino Unido, trés
pesquisadores descobriram a via de sintese de AA a partir de moléculas de
glicose que posteriormente dao origem ao precursor GalL (WHEELER et al.,
1998). Em seguida, em 2000, na Universidade A&M no Texas, Estados Unidos, a
“via L-gulose” surgiu. A mesma € considerada uma rota alternativa que culmina
em um precursor alternativo para a formacdo de AA, o L-gulono-1,4-lactona
(GulL) (JAIN; NESSLER, 2000).

Por fim, em 2004, na Universidade Estadual e Instituto Politécnico da
Virginia, nos Estados Unidos, Lorence et al. (2004) hipotetizaram um caminho
para a producdo de AA semelhante ao que ocorre nos animais, o qual utiliza-se
de mio-inositol para a producédo de GulL, e em seguida AA. Esse caminho porém,
gerou controvérsias, tendo em vista que novos estudos em Arabidopsis
demonstraram que o mio-inositol ndo é capaz de gerar AA através de uma via
semelhante ao ser humano mesmo quando somente esse caminho esta
disponivel na planta (IVANOV et al., 2019). Porém, essa via de sintese ndo pode

ser completamente descartada tendo em vista que pouco se sabe sobre a mesma
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nas plantas, tendo a possiblidade de haver um caminho ainda desconhecido que
se utiliza do mio-inositol para a producéo de AA (LI et al., 2020; NTAGKAS et al.,
2018).

Apesar de serem apresentadas na literatura quatro rotas para a producéo
de AA, as mesmas culminam na producdo somente de dois precursores
diferentes, GulL e GalL (Figura 2). Com a “via Smirnoff-Wheller” e a “via D-
galacturonato” produzindo GalL e a “via do L-gulose” e a “via do mio-inositol”
levando a geracdo de GulL. Apesar de diferentes quanto ao ponto de inicio para a
sintese de AA, as vias se encontram no final, sendo que ambos os precursores

podem ser utilizados por uma mesma enzima, a GalLDH.

Leferink et al. (2008) descobriram que a GalLDH é capaz de utilizar os dois
precursores para a formacdo de AA, apesar de que a enzima apresente uma
afinidade maior pelo GalL. Sabendo dessa ligagcéo entre as rotas, fica claro que os
vegetais ndo possuem uma rota Unica para a sintese de AA, podendo assim

recorrer aos diferentes processos a serem conhecidos a seguir.
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Figura 2: Possiveis rotas para a bhiossintese de AA em plantas. Nas extremidades das setas se
encontram as moléculas intermediarias durante o processo de sintese. Ao lado das setas, segue 0
nome de cada enzima responsavel por determinada etapa, indicando ainda o seu precursor e
produto final nas extremidades das setas. Sendo que para as enzimas, em preto se encontram as
enzimas j& conhecidas e em cinza as enzimas ainda a serem descobertas. Enzimas sublinhadas
sdo consideradas pontos regulatérios da via de biossintese. Reacdes reversiveis se apresentam
em setas com pontas duplas. Cada cor de seta representa uma determinada rota proposta. Em
verde, a via principal para a sintese de AA, ou chamada rota D-manose/L-galactose, ou ainda via
Smirnoff-Wheller. Em vermelho, segue a via alternativa proposta de L-gulose. Em azul, a rota
proposta para a sintese de AA a partir da molécula de mio-inosito. E, em laranja segue a via do
acido L-galacturonato.

3.1.1 Rota Principal

A principal rota de biossintese de AA em plantas foi proposta em 1998,
sendo chamada de rota “Smirnoff-Wheeler” ou rota D-manose/L-galactose
(WHEELER et al., 1998). Essa rota é descrita em oito etapas, ocorrendo em dois
locais distintos na célula, sendo eles no citosol e no interior das mitocondrias. As
primeiras etapas da rota D-manose/L-galactose ndo sdo exclusivas da via de
sintese do AA, sendo as mesmas comuns para a producdo de acgUcares
nuclesideos, como GDP-manose que tem funcdo estrutural na composicdo da
parede celular. Com excecdo da ultima etapa da rota D-manose/L-galactose,

todas as demais ocorrem no citosol da célula.

A rota D-manose/L-galactose inicia com a transformacéo de D-frutose-6-
fosfato em D-manose-6-fosfato pela acdo da enzima fosfomanose isomerase
(FMI) que catalisa uma isomerizagdo reversivel entre as duas moléculas
(DOWDLE et al., 2007). Essa enzima se apresenta em duas isozimas na planta,
FMI1 e FMI2, sendo que a FMI1 é responsavel por 70% de toda a isomerizacao.
Se considerar a rota D-manose/L-galactose atuando apenas na sintese de AA, a
isoforma mais efetiva na formacdo da D-manose-6-fosfato é a FMI1, de acordo
com estudos usando mutantes de Arabidopsis (MARUTA et al., 2008).

A segunda etapa da via D-manose/L-galactose € catalisada pela enzima
fosfomanose mutase (FMM) que converte D-manose-6-fosfato em D-manose-1-
fosfato através de outra isomerizacdo reversivel. Na terceira etapa, tem-se a
conversdo reversivel de D-manose-1-fosfato em GDP-D-manose, além da
liberacdo de uma molécula de pirofosfato. Nesta etapa ha a demanda de uma

molécula de GDP e a participacdo da enzima GDP-D-manose pirofosforilase
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(GMP). O pirofosfato resultante desta etapa pode ser hidrolisado por uma

fosfatase para a formacao de duas moléculas de ortofosfato.

Na proxima etapa da via D-manose/L-galactose, o0 GDP-D-mannose sera
epimerizado em GDP-L-galactose pela acdo da enzima GDP-D-manose-3’-5
epimerase (GME). A reacdo de epimerizacdo produz ainda um intermediario, o
GDP-L-gulose. Nesta etapa, os trés metabdlitos em questdo se encontram em um
equilibrio na célula, prevalecendo a formacdo do GDP-D-manose (WOLUCKA,;
VAN MONTAGU, 2003).

A etapa a seguir tem inicio as reacdes que sao especificas da formacao do
AA. A GDP-L-galactose € convertida em L-galactose-1-fosfato por agdo da
enzima GDP-L-galactose fosforilase (GGF). Essa etapa € considerada um “ponto-
chave” na regulagao da biossintese do AA. Posteriormente, a enzima L-galactose-
1-fosfato fosfatase (GFF) catalisa a reacédo de conversédo da L-galactose-1-fosfato
em L-galactose, com a liberacdo de fosfato inorganico através de uma reacgéo de

desfosforilacao.

Na préxima etapa, a Ultima que acontece no citosol, a L-galactose é
oxidada formando GalL por agéo da enzima L-galactose desidrogenase (L-GalDH)
paralelamente a reducdo de NAD* a NADH. O GalL €, portanto, considerado o
precursor imediato do AA e apés formado é transportado para o interior das
mitocdndrias onde, pela acdo da enzima GalLDH sera transformado em AA. Esta
ultima etapa da sintese de AA que acontece dentro das mitocondrias sera descrita

detalhadamente no item 4.2 a sequir.

Para uma melhor compreenséo da via principal de biossintese de AA,0 uso
de plantas mutantes de Arabidpsis thaliana deficientes para AA foi essencial
(SMIRNOFF et al., 2001). Primeiramente, o mutante vtc1-1 foi identificado, o qual
acumula de 25-30% da concentracdo de AA presente em plantas wt (CONKLIN et
al., 1996). Os mutantes vtcl-1 sdo deficientes na conversdo de D-glicose e D-
manose em AA, de modo que a mutacgéo induzida afeta o chamado locus VTC1, o
gual genes codificantes estruturais para a enzima GMP se encontram (CONKLIN
et al., 2000; 1999; 1997).

Como caracteristicas fenotipicas, portanto, os vtcl-1 apresentam uma alta

sensibilidade para condigcbes ambientais que levam a geracdo de ERO, como em
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situacfes em que a planta se encontra em ambientes com altas salinidades ou
alta luminosidade, por exemplo (CONKLIN et al., 1996). Os mesmos ainda
apresentam uma atividade da enzima violaxantina-de-epoxidase limitada,
afetando assim o quenting fotoquimico (CONKLIN et al.,, 2000; SMIRNOFF;
CRITCHLEY, 2000). Ainda com enfoque no locus VTC1, foi desenvolvido o
mutante cytl-2. Porém, este apresenta-se como um mutante letal, tendo em vista
que para sua mutacdo foi inserido um codon de parada prematuro
impossibilitando a transcricdo dos genes codificantes da enzima GMP. Apesar de
letal, alelos embrionarios foram analisados e foi possivel perceber que o0s
mutantes cytl-2 apresentam defeitos na parede celular, problemas na glicolizacéo
de proteinas e a auséncia completa de AA. Contudo, nao foi possivel identificar
apenas uma causa de letalidade (NICKLE; MEINKE, 1998).

Considerando uma 22 geracédo dos mutantes vtcl-1, outras 6 linhagens que
herdaram a deficiéncia de AA foram descobertas, sendo que todas as linhagens
apresentavam caracteristicas monogénicas, afetando 4 diferentes tipos de locus
VTC (CONKLIN et al., 2000). Logo, nesse estudo foi identificado um segundo
mutante para o alelo VTC1 nomeado vtcl-2, mais dois mutantes para o locus
VTC2, vtc2-2 e vtc2-3. E, ainda os mutantes vtc3-1 e vic3-2 com mutacdes em um
novo locus, o VTC3. Por fim, um outro mutante do locus VTC4, até entdo

desconhecido, que foi nomeado vtc4-1 também foi descoberto.

Os mutantes vtc2-2 e vtc2-3 apresentam dificuldades na conversdo de
GDP-L-galactose em L-galactose-1-fosfato, acéo feita pela enzima GGF, em um
ponto-chave de regulagdo da via de biossintese. Assim sendo, os mutantes vtc2
necessitam de suplementacdo de AA para se desenvolver (LAING et al., 2007,
LINSTER et al.,, 2007). Para os mutantes vtc3 existe uma dificuldade na
conversdo de manose em AA (CONKLIN et al., 2000). E, os mutantes vtc4-1
apresentam baixa atividade da enzima GFF, que converte L-galactose-1-fosfato
em L-galactose. Tais mutantes apresentam uma concentracdo de 40% do
conteudo de AA de uma planta de Arabidopsis wt, e ainda possuem uma atividade
residual da enzima GFF, de modo que o autor pressupde que a conversao de L-
galactose-1-fosfato em L-galactose ocorre por mais de um caminho na sintese de
AA (CONKLIN et al., 2006).
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Posteriormente, foi ainda elaborado um novo mutante, o chamado vtc5,
que também necessita de suplementacdo externa de AA para seu
desenvolvimento. Esse mutante apresenta dificuldade na transcricdo do gene
VTC5/At5g55120, o qual esta relacionado com a enzima GGF, assim como 0s
mutantes vtc2 (DOWDLE et al., 2007). Dessa forma, foi confirmado que a enzima
GGF faz parte de uma reacdo essencial, sendo considerada o ponto regulatorio

dessa via de sintese de AA.

3.1.2 Outras Rotas de Biossintese

Foi proposta uma via alternativa para a sintese de AA onde o GDP-L-
gulose produzido na via D-manose/L-galactose, por acdo da enzima GME, seria
usado diretamente para a producdo de AA (JAIN; NESSLER, 2000). Essa via,
denominada de “via do L-gulose”, se inicia com a conversdo do GDP-L-gulose em
L-gulose, o qual por agdo da enzima L-galactose desidrogenase ira formar o GulL.
Este, por sua vez, sera oxidado pela acdo da GulL oxidase, ou da GalLDH,
formando assim o AA. E preciso afirmar, entretanto, que essa via ainda no esta
confirmada, uma vez que nao foi identificada até o momento a enzima especifica
responsével pela sintese do L-gulose a partir do GDP-L-gulose (SZARKA et al.,
2013; LEFERINK et al., 2008; WOLUCKA; VAN MONTAGU, 2003).

Outra via proposta para a sintese do AA é a “via do D-galacturonato”,
identificada inicialmente em morango (LOEWLS; KELLY, 1961). Segundo essa
via, a sintese do AA se d& utilizando produtos da degradacdo de pectinas da
parede celular por acdo da enzima poligalacturonato-4-a-galacturonosiltransferase
para formar o UDP-D-galacturonato (BADEJO et al., 2012; DI MATTEO et al.,
2010). Posteriormente, pela acéo de enzimas ainda néo identificadas, o UDP-D-
galacturonato é transformado em é&cido D-galacturdnico, que por sua vez seria
convertido em L-galacturonato pela acdo da enzima &acido D-galacturbénico
redutase. Na etapa seguinte, o L- galacturonato seria transformado em GalL pela
acao de uma aldonolactonase, ainda nado identificada. Por fim, o GalL sera usado
para formar o AA, por acao da GalLDH. Considera-se que essa rota tenha maior
atividade durante o amadurecimento de frutos, sendo um mecanismo de

reciclagem de esqueletos carbonicos apds a degradacédo da parede celular que
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ocorre durante o periodo de maturacdo, principalmente em frutos carnosos.
Assim, a ‘“via D-galacturonato” se relaciona com os niveis de AA no
amadurecimento, sendo mais importante na fase de amadurecimento dos frutos
(TRUFFAULT et al., 2014; GEST et al., 2013; BADEJO et al., 2012; MELINO et
al., 2009).

A quarta via proposta para a biossintese de AA é a “via do mio-inositol”
(LORENCE et al., 2004). Nessa via, a D-glicose-6-fosfato é convertida em L-mio-
inositol pela acdo da enzima L-mio-inositol-1-fosfato sintase. A seguir, 0 L-mio-
inositol sera transformado em mio-inositol por acdo da enzima L-galactose-1-
fosfato fosfatase. Posteriormente, o mio-inositol deve ser convertido em D-
glucoronato pela enzima mio-inositol oxigenase. O D-glucoronato sera convertido
em acido L-gulénico por acdo de uma glucuronato reductase ainda nao totalmente
caracterizada, para depois ser convertido em GulL por acdo de uma enzima
gulonolactonase. Posteriormente, esse precursor alternativo, GulL, € convertido
em AA pela GulL oxidase ou pela GalLDH (SZARKA et al., 2013; LEFERINK et
al., 2008). Apesar de ser uma rota,considerada alternativa para a producdo de
AA, estudos mais recentes demonstram que mesmo com estimulo e uma maior
producdo de mio-inositol, nenhum mio-inositol produzido € transformado em AA
em plantas (IVANOV et al., 2019). Porém, outros artigos ainda relacionam uma
maior disponibilidade de mio-inositol acompanhado com aumento no contetdo de
AA (LI et al., 2020; NTAGKAS et al., 2018). Assim, devido ao pouco conhecimento
descrito na literatura sobre essa via, ndo € possivel descartar que 0 mio-inositol

seja capaz de ser transformado em AA.

3.2 Reciclagem de AA

No metabolismo celular, existem duas enzimas que séo responsaveis pelo
processo de reciclagem do AA, a MDHAR e a dehidroascorbato redutase (DHAR).
Assim, essas duas enzimas sao as principais responsaveis pelo balango entre as
formas de DHA, MDHA e AA na célula (BROAD et al., 2020).

Com a oxidagdo de uma molécula de AA é formado o MDHA, uma

molécula radicalar instavel que tende a espontaneamente ser convertida a DHA e
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posteriormente a AA. Apesar de instavel, o MDHA néo reage imediatamente com
0 oxigénio ou outras moléculas que levariam a producdo de radicais com alto
nivel de toxicidade. Apesar de espontaneamente convertido a DHA, através da
enzima MDHAR e com a participacdo do NADPH atuando como um agente
redutor, MDHA pode ser convertido diretamente a AA (GEST et al., 2013). Além
dessa via, também ha outra forma de reciclagem do MDHA sem a acao
enzimética. Neste caso duas moléculas de MDHA livre se unem resultando em
uma molécula de DHA e uma AA (SMIRNOFF, 2018). O DHA pode ser convertido
em AA a partir da acdo da enzima DHAR, com a participagdo da glutationa
reduzida (GSH) atuando como agente redutor, o que ira resultar na forma oxidada
da glutationa (GSSG) além do AA. Porém, ao contrario do MDHA que
espontaneamente pode ser convertido em DHA, caso 0 mesmo ndo seja
convertido pela agéo enzimatica, este se transforma irreversivelmente em acido-
2,3-dicetogulbnico (GALLIE, 2013b).

Na reciclagem do AA em plantas existe um sistema ciclico conhecido como
ciclo ascorbato-glutationa ou ainda ciclo “Asada-Haliwell’, que é considerado o
principal mecanismo de defesa antioxidante, capaz de desintoxicar a célula do
H202 (HASANUZZAMAN et al., 2019; FOYER; HALLIWELL, 1976). O ciclo integra
as enzimas MDHAR e DHAR que em conjunto com as enzimas glutationa
redutase (GR) e APX formam um sistema antioxidante que permite a reciclagem
de AA e de GSH, além de transformar o H202 em H20 (BROAD et al., 2020;
SMIRNOFF, 2018; BARTOLI et al., 2017; WHEELER; LOEWUS, 2000). O ciclo
ascorbato-glutationa ocorre em diversos locais na célula, onde € possivel
encontrar todas as enzimas requeridas para tal sistema, como em mitocondrias,
cloroplastos, peroxissomos, no citosol e até mesmo em associacdo a membrana
plasmatica (ZECHMANN, 2018; 2014; JIMENEZ et al., 1998).

Através do ciclo ascorbato-glutationa o H202 € reduzido a agua pela acéo
da enzima APX que utiliza duas moléculas de AA, as quais sdo oxidadas a
MDHA. Este pode ser entdo utilizado como substrato pela enzima MDHAR para
regenerar o AA com a participacdo do NADPH como doador de elétrons. Ainda, o
MDHA pode seguir em um caminho alternativo e ndo enzimético, sendo
espontaneamente convertido em DHA. O DHA, por sua vez, também pode seguir

dois caminhos: i) ser espontaneamente e irreversivelmente convertido em acido-
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2,3-dicetogulénico ou ii) ser transformado em AA pela acdo da enzima DHAR que
utiliza GSH como um doador de elétrons, obtendo por fim o AA e a GSSG. Por
fim, com a agdo da enzima GR e o consumo de NADPH, a GSH pode ser
regenerada (Figura 3) (BROAD et al.,, 2020; BARTOLI et al., 2017; GALLIE,
2013b; FOYER; NOCTOR, 2011; SMIRNOFF et al. 2000).

Como visto, o ciclo ascorbato-glutationa € muito importante para o estado
redox da célula, controlando as relacdes entre AA/DHA, GSH/GSSG e ainda
NADP*/NADPH (NOCTOR, 2006). Por fim, o0 mesmo relaciona dois importantes
antioxidantes das plantas, AA e GSH, que podem reagir de modo a garantir um
alto potencial redutor, doando ou reduzindo elétrons, para a protecdo do
organismo vegetal contra espécies reativas de oxigénio (FOYER; NOCTOR,
2011).

NAD(P)*
1 NAD(P)H
-~
GR
Glutationa
Glutationa reduzida (GS5G)

(GSH)

I _
e J

Hidrdlise espontinea

Acido - Acido Dehidroascérbico Acido Ascorbico
2,3-dicetoguldnico (DHA) (AA)
Transformagio nio-
enzimatica MDHAR
- H,O,
N &
Acido Monodehidroascérbico NAD(P)H NAD(P) . APX

(MDHA) ~— >

_/Ka HIO

Figura 3: Esquema do ciclo ascorbato-glutationa, indicando as etapas enzimaticas e
transformagfes ndo enziméticas, com indicacbes para 0s substratos necessérios para a reacao
enzimatica acontecer. As setas indicam o sentido da reagdo. As enzimas estdo representadas
pelos baldes com suas siglas. GR:Glutationa redutase; DHAR:Dehidroascorbato redutase;
MDHAR: Monodehidroascobarto redutase; APX:Ascorbato peroxidase.
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Muitos estudos correlacionam o ciclo do ascorbato-glutationa e seu papel
na planta em condi¢cdes de estresse (HASANUZZAMAN et al., 2019; LOCATO et
al., 2017; SZARKA et al, 2013; TOMASSKOVICS; BANHEGYI, 2012;
ZSIGMOND et al., 2011). Estes estudos mostram que a depender da condi¢cao
ambiente, o estado redox da planta é ajustado e o ciclo de ascorbato-glutationa &
modulado no sentido de priorizar a regeneracdo do AA, ou da GSH ou outro
intermediéario do ciclo, permitindo a planta ajustar seu metabolismo para melhor
sobrevivéncia sob condi¢cbes adversas (HASANUZZAMAN et al., 2019; BARTOLI
et al., 2017; KUZNIAK et al., 2017).

No cloroplasto, o MDHA pode ser reduzido em DHA pela acdo da
ferredoxina, o que por sua vez impediria a reducdo do NADP* em NADPH, pois,
neste caso, haveria uma competicdo pelos elétrons fotossintéticos para a
formacédo de NADPH, tal acdo ocorre em plantas sob alta intensidade luminosa e
em condi¢Oes ideais de CO:z e Pi, em que os cloroplastos se encontram em um
estado reduzido (DANNA et al., 2003; BACKHAUSEN et al., 2000; MIYAKE et
al., 1993). A acédo da GSH no ciclo ascorbato-glutationa pode sofrer alteragdes.
Em cloroplastos com pH > 6, a GSH é capaz de transformar de modo né&o
enzimatico o DHA em oxalato. Tal fato foi comprovado em experimentos
utilizando cloroplastos isolados de folhas de espinafre a qual apresentavam pH
7.0 e uma alta concentracdo de GSH em resposta a exposicdo a alta
luminosidade (SHARMA et al., 2012; FOYER; HALLIWELL, 1976).

Desse modo, ao considerar o tempo necessario para alteracées na sintese
de AA e GSH, as regulagdes no ciclo do ascorbato-glutationa sdo uma alternativa
para aumentar os niveis de antioxidantes nas plantas. Essas alteracdes permitem
uma rapida resposta, em questdo de horas, garantindo a planta uma adaptacéo
rapida e eficiente ao ambiente de modo a proteger o meio celular em condicdes
de estresse ou ao longo do seu ciclo de vida (GALLIE, 2013b).

3.3 Transporte de AA

Sabe-se que as concentracfes de AA ndo estdo uniformemente distribuidas

nos compartimentos celulares dos vegetais (FOYER et al., 2020). Um estudo



27

recente apresentou a distribuicdo da concentracdo de AA nas células de plantas
de Arabidopsis com seis semanas de idade crescendo sob um fotoperiodo de 16
horas e densidade de fluxo de fétons entre 120 e 140 mmol m? s* (ZECHMANN,
2018). Essas plantas foram entdo expostas a diferentes niveis de intensidade
luminosa (50, 150, 300, 700 e 1500 umol m? s) e foram avaliados os niveis de
AA em diferentes compartimentos celulares (FOYER et al.,, 2020; ZECHMANN,
2018). Os resultados mostram que o AA é acumulado diferentemente no tecido
vegetal a depender do local e das condicbes ambientais a qual o organismo
vegetal se encontra. Verificaram-se niveis diferentes de AA no citosol, nucleo,
peroxissomo e cloroplasto (ZECHMANN, 2018). Outros trabalhos, também
verificaram diferencas na concentracdo de AA em diferentes tecidos vegetais em
plantas sob diferentes condicbes ambientais (SZECOWKA et al.,, 2013,
ZECHMANN et al. 2011; FRANCESCHI; TARLYN, 2002; VAN HOVE et al., 2001;
VANACKER et al., 1998).

O transporte de AA nas plantas a longa distancia se d& pelo sistema
vascular do vegetal, mais especificamente através do floema, para posteriormente
ser distribuido nos diferentes tecidos, partindo de tecidos fotossinteticamente
ativos para orgados dreno como gemas e raizes (HANCOCK et al., 2003;
FRANCESCHI; TARLYN, 2002). Ja o transporte especifico intracelular do AA
ainda precisa ser melhor estudado para esclarecer muitas ddvidas que ainda
pairam sobre o processo (FOYER et al., 2020; SMIRNOFF; ARNAUD, 2019).

Em relagdo ao transporte de AA na mitocondria, a molécula de AA é capaz
de passar através das membranas, interna e externa, de modo passivo. Assim, 0
transporte de AA desde as mitocondrias até o apoplasto utiliza o potencial de
membrana para o transporte do anion de AA (SHAROVA et al., 2020;
MAKAVITSKAYA et al., 2018).

De modo mais especifico ao se investigar sobre os transportadores de AA
nas células vegetais, foram descobertos 12 genes em Arabidopsis que codificam
para 12 transportadores nucleobase-ascorbato (NAT) (MAURINO et al., 2006). Os
transportadores caracterizados como NAT pertencem a familia dos simportadores
nucleotideos:cation (NCS2), se assemelhando aos transportadores presentes em
mamiferos e fungos que alternam entre o transporte de nucleotideos e AA (DE
KONING; DIALLINAS, 2000).
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Os NAT, porém, ndo se apresentam em uma mesma localizacdo, de modo
que o AtNAT7, AtNAT8 e AtNAT12 foram localizados nha membrana plasmatica.
Também foi sugerido que ao menos um transportador NAT se encontra na
membrana dos tilacoides, devido a alta demanda de AA pelo cloroplasto, tendo
em vista que, mutantes silenciados para o gene de AtNAT7 apresentaram uma
mudanca morfolégica nos tilacoides e outras anormalidades nos cloroplastos
(MAURINO et al., 2006).

NAT também foram identificados em arroz, tomate e milho (CHAI et al.,
2018; ZECHMANN, 2018; CAl et al., 2014; MAURINO et al., 2006). Buscando
uma localizacdo especifica para os transportadores, Maurino et al. (2006)
localizaram OsSNAT10 e OsNAT11 nos plastideos em arroz. Ja em tomate, foram
encontrados 12 genes codificantes para NAT, sendo chamados de SINATs. A
partir de uma analise do sequenciamento do material genético, estipulou-se a
localizacdo destes transportadores na membrana plasmatica, nha membrana do
reticulo endoplasmético, na membrana dos tilacoides e no complexo de Golgi
(CAl et al., 2014). J&4 em milho, foram encontrados 21 genes codificantes para
NACS2/NAT de duas subfamilias diferentes, porém mais estudos ainda sé&o
necessarios para identificar quais dos genes e transportadores participam
ativamente do transporte de AA (CHAI et al., 2018).

Por fim, em Arabidopsis também foi identificado outro transportador para
AA, o AtPHTA4, pertencente a familia de transportadores de fosfato (MIYAJI et al.,
2015). Esse transportador se encontra na membrana externa dos cloroplastos e
esta diretamente relacionado com o potencial de membrana e o transporte de
cloro, sendo ambos fatores importantes para sua atividade. O AtPHT4 transporta
AA somente na forma de oxidada, sendo insensivel a DHA, além disso, 0 mesmo
requer uma maior concentragcdo de AA no citosol para realizar sua fungao. Fato
peculiar, mutantes sem a presenca de AtPHT4 ainda apresentam AA no interior
dos tilacoides, mas em menor concentracdo, além disso, essas plantas
apresentam um comprometimento no quenching nao-fotoquimico, que
corresponde a dissipacdo do excedente da energia luminosa absorvida a ser
liberada na forma de calor.

Esse mecanimos de dissipacdo se relacionam ao ciclo das violaxantinas,

de modo que os mutante sem o transportador AtPHT4 apresentam uma menor
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atividade de violaxantina-de-epoxidase, enzima do ciclo em que o AA age como
um cofator enzimatico, apdés a exposicdo das plantas a situacdes de alta-
luminosidade por 2 minutos. Logo apds a exposicdo 0s mutantes apresentaram
uma queda nos niveis de zeaxantina e anteraxantina, enquanto 0s niveis de
zeaxantina aumentaram. Ainda sobre a influéncia do AtPHT4 sobre os pigmentos,
0S mesmos mutantes apresentaram niveis 30% mais baixos de [B-caroteno nas
mesmas condi¢cbes (FERNIE; TOTH, 2015; MIYAJI et al., 2015).

Para o transporte de AA assim como DHA, hipotetizou-se que estes seriam
transportados em conjunto com a molécula de glicose dentro da célula vegetal,
podendo até mesmo competir pelo mesmo transportador (FOYER; LELANDAIS,
1996). Descobriu-se que o transporte de DHA se faz por um mecanismo unico
nas membranas plasmaticas em comparacao com as células de animais, ja que
nas mesmas o transporte de DHA é realizado por um transportador de glicose
(HOREMANS et al., 2008). Em relacdo ao transporte de DHA para as
mitocondrias, ainda se faz presente o pressuposto de que o mesmo € incorporado
na organela por intermédio de um transportador que incorpora moléculas de
glicose (FERNIE; TOTH, 2015; SZARKA et al., 2004).
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4. RELACAO ENTRE AA E A CTEm EM PLANTAS

4.1 Respiragcdo e a CTEm

Um dos mais importantes processos metabdlicos celulares é a respiracao.
A respiragdo, um processo que pode ser apresentado em 3 etapas, leva a
formacado de ATP, a molécula energética da célula e também de varias estruturas
organicas “esqueletos carbbdnicos” necessarias para o0 crescimento e
sobrevivéncia do vegetal (MILLAR et al., 2011).

A respiracao pode ser resumidamente apresentada pela etapa da glicolise,
ciclo dos acidos tricarbdlicos (CAT) e pela fosforilacdo oxidativa que ocorre pela
atividade da CTEm. A primeira etapa, a glicolise, ocorre no citoplasma celular e
transforma uma molécula de glicose (C¢H.,0¢) em duas moléculas de piruvato
(C3H403). Durante a glicolise havera a formacdo de moléculas ATP e NADH.
Posteriormente, o piruvato sera transportado para dentro das mitocondrias onde o
mesmo sera metabolizado no CAT, e por meio de diversas rea¢des consecutivas
de descarbolixacdo, h4d a producdo de NADH e FADH2, os quais sdo 0s
substratos oxidativos para a producédo de ATP. Logo, o NADH e FADH: dentro da
mitocondria irdo participar do sistema de fosforilagdo oxidativa, a qual ocorre na
membrana interna da mitocéndria, levando a um transporte de elétrons e
consequentemente a geracdo de ATP por atividade da ATP-sintase, complexo

responsavel pela sintese do ATP.
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O primeiro passo da fosforilacdo oxidativa é a transferéncia de elétrons das
moléculas (NADH e FADH2) com alto potencial redox para o Oz na CTEm. Essa
transferéncia de elétrons acontece paralelamente a um transporte de prétons que
resulta na formacdo de um gradiente eletroquimico no interior da mitocondria.
Posteriormente, esse gradiente de protons serd usado pela ATP sintase para
catalisar a fosforilacdo da ADP produzindo o ATP. Assim, pode-se perceber que a

CTEm possui um papel muito importante durante o processo respiratorio .

O processo respiratério em plantas é responsavel ndo so6 pela producéo de
moléculas energéticas, mas também pela producdo de moléculas organicas
(MILLAR et al.,, 2011). Essas moléculas sdo fundamentais em vérias rotas de
biossintese e para a manutencdo do potencial redox nas células
(VANLERBERGHE et al., 2020). Deste modo, mecanismos que protegem o
processo respiratorio, desde condi¢cfes estruturais até mecanismos regulatorios
séo extremamente importantes para a sobrevivéncia da planta (O’LEARY et al.,
2019).

Além desse mecanismos € importante saber que as mitocondrias
apresentam uma grande adaptabilidade ao estresse, tendo a habilidade de
reconhecer diversos tipos de sinais e responder a eles (AHMAD; WANI, 2014).
Porém, alteragBes na funcionalidade das mitocéndrias levam a perturbacdes na

homeostase energética celular, o que leva a morte celular (LI et al., 2013).

4.2 Componentes da CTEm e estruturas acopladas a mesma

A cadeia é formada por 4 complexos principais: complexo | (NADH-
ubiquinona oxidorredutase), complexo Il (succinato-ubiquinona oxidorredutase),
complexo Il (ubiquinol-citocromo ¢ oxidorredutase) e o complexo IV (citocromo ¢
oxidase — COX), os quais interagem entre si através de uma molécula lipofilica
inserida na membrana interna da mitocéndria, que é chamada de ubiquinona
(UQ). A interagdo entre os complexos também ocorre via uma proteina periférica
presente na membrana interna da mitocéndria, a proteina citocromo c. Acoplado a
CTEm, encontra-se ainda o chamado complexo V (ATP-sintase), que apesar da

sua importancia ndo é uma parte considerada constituinte da CTEm, pois n&o



32

participa do transporte de elétrons. Existem ainda a presenca de vias alternativas
na CTEm como a oxidase alternativa e a NAD(P)H desidrogenases interna e
externa (BRAUN, 2020; TAIZ et al., 2017; MILLAR et al., 2011; AFFOURTIT et al.,
2001).

Cada complexo dentro da cadeia possui um determinado papel, porém sua
participacdo é parte de um conjunto de atividades de modo que caso 0s
complexos sejam blogueados ou inibidos, pode paralisar o funcionamento de toda
a CTEm. O complexo | catalisa a transferéncia de elétrons do NADH para a UQ,
enquanto que o complexo Il é responsavel por transferir os elétrons do succinato
para a UQ. Ja o complexo lll catalisa a transferéncia de elétrons do ubiquinol
(UQH2), forma reduzida da UQ, para o citocromo c. Logo, a COX catalisa a

passagem de elétrons do citocromo ¢ para o Oz (SUNDERHAUS et al., 2010).

Considerando a formacdo do gradiente de protons na membrana
mitocondrial, os complexos |, Ill e IV acoplam ao transporte de elétrons o
bombeamento de prétons da matriz para 0 espaco intermembranar, sendo este
usado pelo complexo V para catalisar a formacao de ATP a partir de ADP, como
citado anteriormente (AHMAD; WANI, 2014).

Comecando a etapa de fosforilacdo oxidativa no complexo | ocorre a
oxidacdo de NADH em NAD+ e bombeia prétons ao espaco intermembranar.
Seguindo um caminho alternativo as duas NAD(P)H (interna e externa) oxidam
NAD(P)H encaminhando os elétrons resultantes da reacdo a UQ. Ainda
considerando os elétrons que se encaminham a UQ, no complexo Il, FADH2 é
oxidado liberando elétrons que também se encaminham a UQ. No complexo I
também ha a transformacédo de succinato em fumarato, substratos do ciclo dos
acidos tricarboxilicos. Os elétrons presentes na UQH: (a forma totalmente
reduzida da UQ) possuem dois caminhos a seguir. Estes podem ser
encaminhados ao complexo lll, ou, alternativamente, a AOX, onde sua energia €
usada para reduzir Oz a H20. Ao ser reduzido, o complexo Il bombeia protons ao
espaco intermembranar e os elétrons se encaminham para o citocromo c. O
citocromo c reduzido encaminha os elétrons por fim ao complexo IV que utiliza do
mesmo para reduzir Oz a H20 e bombear mais protons ao espaco

intermembranar.
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O complexo V entdo utiliza do gradiente de prétons gerado através da
membrana interna da mitocondria, a partir dos protons encaminhados ao espago
intermembranar pelos complexos |, Ill e IV, para catalisar a reacdo de sintese de
ATP a partir de ADP e Pi.

Nas mitocondrias de plantas € possivel encontrar, ainda, na CTEm a
presenca de complexos proteicos que constituem vias alternativas a via do
citocromo ¢ oxidase, como € o caso da AOX. A via AOX catalisa a oxidacao de
UQH2 e a reducdo de Oz a H20, constituindo uma via a mais na cadeia
respiratoria e mais uma oxidase terminal para o recebimento de elétrons
(MANSILLA et al., 2019). Outra via alternativa encontrada em mitocondrias
vegetais € a proteina desacopladora (UcP) que corrobora para uma menor
producdo de ERO, além de estar envolvida na regulacdo da producdo de ATP,
pois afeta diretamente o gradiente eletroquimico de prétons, essencial a geracao
de ATP (MAILLOUX; HARPER, 2011). Esta, quando ativa, € capaz de translocar
protons do espaco intermembranar de volta para a matriz mitocondrial, sem
passar pelo complexo V, logo, sem a sintese de ATP (SMITH et al., 2004). A UcP
se difere da AOX, pois ndo age como um meio alternativo ao transporte de
elétrons, mas impactando diretamente na formacdo do potencial de membrana e
na capacidade de sintese de ATP da mitocondria (VANLERBERGHE et al., 2016;
MAILLOUX; HARPER, 2011).

A fosforilacdo oxidativa mediada pela CTEm, nédo se correlaciona apenas
pelo processo respiratorio, estando correlacionada também com o processo
fotossintético nas plantas. Isso porque um ampla quantidade de NADH é formada
pela acdo fotossintética nos cloroplastos, porém indiretamente tais moléculas
podem se encontrar em outros compartimentos celulares. E, assim, para evitar
que a célula se encontre em um estado superreduzido em condicbes de alta
luminosidade, a CTEm tem por fungéo reoxidar o NADH sem a formacao de um
gradiente de prétons. Tal fato ocorre pela acdo da AOX e NAD(P)H
desidrogenases (BRAUN, 2020).

A capacidade de fosforilagdo da CTEm é varidvel ao longo do dia, pois em
periodos de incidéncia de luz o CAT é afetado. Durante o dia o CAT néo funciona
em toda sua plenitude, ou seja, ndo ha a sequéncia de oxidacdo em forma ciclica,

tendo em vista a necessidade do vegetal pelas moléculas organicas produzidas
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pelo CAT em outras vias metabdlicas de sintese em outras organelas, tais como a
assimilacdo de N que ocorre nos cloroplastos. Assim, a formacdo de NADH e
FADH: pode ser severamente diminuida, impactando na atividade da CTEm e,
por conseguinte, na geracao de ATP (SWEETLOVE et al., 2010; NUNES-NESI et
al., 2007).

Nesse sentido, considerando a atividade dos cloroplastos, o processo de
fotorrespiracdo influenciard a fosforilacdo oxidativa. Isso ocorre, pois a liberacdo
de CO: para a formacdo de serina a partir de uma molécula de glicina ocorre
paralelamente com a formacdo de NADH. Assim, durante o periodo diurno,
presume-se que a maior parte do NADH utilizado na CTEm é proveniente do
cloroplasto resultante da fotorrespiracdo (RASMUSSON et al.,, 2020; 2008a;
2008b).

Sabe-se que o processo fotossintético também gera grandes quantidades
de NAD(P)H, assim na presenca de alta intensidade luminosa essa producao
pode exceder a necessidade que a planta possui de poder redutor, o que pode
ndo ser benéfico para a célula, pois altera o balanco redox necessario para 0s
processos metabdlicos. Assim, a atividade da via alternativa AOX auxiliaria na
capacidade de re-oxidar NAD(P)H sem aumento na formacéo do grandiente de
protons nem alteracdo no estado redox da mitocondria (VISHWAKARMA et al.,
2015; YOSHIDA et al., 2011). A atividade AOX é capaz de reduzir a producdo
mitocondrial de ATP em até 60%, tal perda enfatiza a importancia dessa via
alternativa no rendimento energético final do processo respiratério (SCHEIBE,
2019).

Além da AOX, as NAD(P)H desidrogenases acompladas a CTEm também
sao capazes de re-oxidar NAD(P)H protegendo o balan¢o redox das mitocondrias
(BRAUN, 2020; VANLERBERGHE et al., 2020; SELINSKI et al., 2018; MARTYN;
DAHAL, 2016). Sendo que o balanco também é preservado devido a acédo de
moléculas antioxidantes, tal como o AA (BARTOLI et al., 2000).
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4.2.1 Complexo |

Aprofundando um pouco em cada complexo, o complexo |, NADH-
ubiguinona oxidorredutase, € o primeiro componente da CTEm, sendo
considerado o maior complexo enzimatico e o local proeminente para a inser¢cao
de elétrons na cadeia (WIRTH et al., 2016). Nas plantas, o complexo | apresenta
uma estrutura em forma de “L” com um segundo dominio esférico ligado a
membrana do primeiro dominio, formando um braco periférico voltado para o
espaco intermembranar. E, dessa forma, o complexo se compbe de 49
subunidades (SENKLER et al., 2017).

O NADH se liga ao complexo | dando inicio a transferéncia de elétrons para
a UQ e a translocacédo de protons para o espaco intermembranar. De acordo com
0s modelos mais aceitos e de ocorréncia em outros organismos, € proposto que
em plantas a reducdo da UQ acontece com a participacdo do dominio periférico
do complexo I. Ocorre uma mudanga conformacional no complexo, abrindo e
fechando os canais de prétons nas faces da matriz e do espaco intermembranar
do dominio intermembranar da proteina, o que permite o translocamento dos H*
(BRAUN, 2020; SAZANOV, 2015).

Em Arabidopsis thaliana s&o descritas 40 subunidades no complexo | bem
conservadas (SENKLER et al., 2017; CARDOL, 2011). Entre essas subunidades
encontra-se a enzima GalLDH, responsavel pela etapa final da formacédo do AA
(SCHIMMEYER et al., 2016; SCHERTL et al., 2012). Mais informacdes sobre a
GalLDH serdo discutidas posteriormente. Outras subunidades do complexo |
também exercem importantes atividades enzimaticas junto ao metabolismo global
da planta, como a anidrase carbbnica e proteinas de translocacdo (BRAUN,
2020).

Além de sua ligacdo com a respiracdo, o complexo | também se
correlaciona com os processos de fotorrespiracao e fotossintese (BRAUN, 2020;
BRAUN et al., 2014). Pressupde-se, entdo, que as anidrases carbobnicas
acopladas ao complexo | fazem parte do mecanismo celular de transferéncia de
COg2, o qual sai das mitocondrias para os cloroplastos. Dessa forma, 0 excesso de
CO2 mitocondrial é fornecido para a assimilagdo de carbono que ocorre no ciclo
de Calvin nos cloroplastos (ZABALETA et al., 2012; BRAUN; ZABALETA, 2007).
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4.2.2 Complexo Il

Envolvido diretamente na fosforilacdo oxidativa e no CAT, o complexo I,
succinato desidrogenase, converte succinato a fumarato como parte da atividade
do CAT, sendo os elétrons transferidos para a reducdo do FAD a FADH2. A
reoxidacdo do FADH2 acontece também no complexo Il, quando os elétrons serdo
utilizados para a reducao da UQ através da CTEm (HUANG et al., 2019; HUANG;
MILLAR, 2013).

O complexo Il por si sé ndo transfere protons para a matriz mitocondrial,
mas é capaz de afetar o potencial de membrana. Nesse caso, 0 complexo atua
sobre o ubiquinol, permitindo que a ubiquinona possa ser re-oxidada pelo
complexo Ill ou a AOX. Dessa forma, ele induz a entrada de elétrons na CTEm, o
gue posteriormente influencia o transporte de H* pelos complexos Il e IV
(BRAUN, 2020). A estrutura do complexo Il em mitocdndrias de plantas é formada
pelo dobro de subunidades presentes em outros organismos, assim, com 8
subunidades presentes a formacdo do complexo nos vegetais € complexa e
segue rotas particulares a serem descobertas (HUANG et al., 2019; MILLAR et
al., 2004).

4.2.3 Complexo llI

O complexo lll apresenta um importante papel nha CTEm conduzindo os
elétrons do ubiquinol para o citocromo ¢ sendo responsavel, portanto, pelo estado
redox da ubiquinona (BRANDT; TRUMPOWER, 1994). Em plantas, o complexo Ill
apresenta-se com duas subunidades centrais cada uma contendo 10 peptideos
(BRAUN; SCHMITZ, 1995). O complexo Ill ao contrario dos demais complexos
pode ser considerado uma enzima bifuncional tendo em vista que apresenta uma
atividade in vivo de peptidase mesmo quando desacoplado da mitocondria devido
a presenca de duas subunidades especificas (BRAUN, 2020; BRAUN; SCHMITZ,
1995; 1992).

4.2.4 Complexo IV

Finalizando a sequéncia de complexos transportadores de elétrons na
CTEm, tem-se o complexo IV que também transfere prétons para o espaco
intermembranar (WIKSTROM; SHARMA, 2018). A COX, ou complexo IV, se



37

encontra preservada em mitocondrias e outros eucariotos sugerindo que esta
enzima teve uma origem endossimbiética (GRAY, 1999). Ao contrario da COX
presente nos procariotos, em eucariotos o complexo é formado de trés
subunidades centrais (COX1, COX2 e COX3) cada uma formada por 13 a 17
subunidades (MANSILLA et al., 2018; SOTO; BARRIENTOS, 2016).

A acao do complexo IV catalisando a oxidag&o do citocromo c e redugao do
02 a H20 estéd associda a translocacdo de H* para o espago intermembranar
contribuindo com o processo de fosforilacdo oxidativa. A atividade do complexo IV
demanda alguns cofatores para ocorrer tais como um centro di-cobre e proteinas
do grupo “heme” além de outras proteinas bem conservadas evolutivamente
(MANSILLA et al., 2018; SOTO; BARRIENTOS, 2016; ATTALLAH et al., 2011;
POYTON; MCEWEN, 1996).

O processo de composicao e estruturacao do complexo IV é regulado por
fatores internos e externos, porém o0 mecanismo por si sO nao estd muito
elucidado devido ao fato de que plantas mutantes com perdas de componentes
do complexo IV apresentam uma alta letalidade embrionaria tornando dificil o
estudo sobre a estrutura e montagem da COX em plantas (GARCIA et al., 2016;
MANSILLA et al., 2015; STEINEBRUNNER et al., 2014; 2011). Contudo, sabe-se
gue o complexo IV apresenta isoformas de suas subunidades de modo que a
composicao estrutural do complexo pode variar de acordo com a célula e o tipo de
tecido, assim como o estagio de desenvolvimento do vegetal (MANSILLA et al.,
2018). Assim, o complexo IV consegue ajustar sua funcdo de acordo com a
demanda energética celular. O complexo é regulado de modo transcripcional,
considerando a atividade mitocondrial respiratéria e a demanda energética da
célula, o complexo apresenta diferentes valores de atividade de acordo com a
presenca de luz ou de nutrientes no ambiente (PASZKIEWICZ et al., 2017; SHI et
al., 2016; HOWELL; COLAS DES FRANCS-SMALL; SMALL, 2014; DES
FRANCS-SMALL et al., 2012; LAW et al., 2012; MILLAR; WHELAN, 2006).

4.2.5 Citocromo ¢
Presente ainda na CTEm, encontra-se 0 citocromo ¢, uma pequena

proteina do tipo heme que se associa a membrana interna da mitocondria na face

voltada para o espaco intermembranar. Em mitocondrias de plantas, o citocromo ¢
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além de aceitar os elétrons provenientes do complexo Ill, pode receber elétrons a
partir de outros doadores. Entre estas vias alternativas, pode-se citar a GalLDH
em sua atividade de sintese de AA (WELCHEN et al., 2016; WELCHEN;
GONZALEZ, 2016; BARTOLI et al. 2000). E, ainda, a enzima D-lactato
dehidrogenase que utiliza o citocromo ¢ como aceptor de elétrons durante o

processo de conversdo de D-lactato em piruvato (ENGQVIST et al., 2009).

Nos vegetais existem duas isoformas do citocromo ¢ e sabe-se que plantas
com o silenciamento dos genes codificantes para o citocromo ¢ ndo séo viaveis,
uma vez que com niveis reduzidos desta proteina, elas apresentam problemas no
complexo IV, o que demonstra que o citocromo ¢ € fundamental para o
estabelecimento e montagem do complexo IV nas mitocondrias de plantas
(WELCHEN et al., 2012).

4.2.6 Vias alternativas na CTEm

Consideradas como vias alternativas para o transporte de elétrons em
mitocondrias de plantas, existem algumas proteinas associadas a CTEm que néo
participam da fosforilagdo oxidativa, sdo elas a AOX e as NAD(P)H
desidrogenases, interna e externa (BRAUN, 2020; AFFOURTIT et al., 2001).

4.2.6.1 NADP(H) desidrogenases

As NAD(P)H se apresentam na membrana interna da mitocondria em
guatro unidades, duas voltadas para a matriz mitocondrial e duas voltadas para o
espaco intermebranar (TAIZ et al., 2017). Quando ativas, as NAD(P)H
desidrogenases sdo capazes de oxidar NADH e NADPH transferindo elétrons
diretamente para a ubiquinona de modo que o complexo | ndo participard da
reacdo, portanto ndo bombeara H* para o espaco intermembranar (RASMUSSON
et al., 2008).

A acdo das NAD(P)H desidrogenases, bem como a acdo simultanea da
AOX implica que a CTEm transportara elétrons sem que haja a transferéncia de
prétons para o0 espaco intermembranar tendo em vista que o caminho que o
elétron faz desde a UQH2, passando pela AOX, até o Oz, ndo seguira para 0s
complexos Il e IV. Sendo estes complexos (Il e IV) os outros responsaveis pelo

bombeamento de prétons, a oxidacdo de NAD(P)H, neste caso, seria
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completamente desacoplada da formacédo do potencial de membrana e da sintese
de ATP (VANLERBERGHE et al., 2020). Ha evidéncias que sugerem que existe a
co-expressao dos genes ligados a AOX e as NAD(P)H desidrogenases, o0 que
confirma a hipétese de que estas vias alternativas sdo capazes de agir juntas em
determinadas circunstancias quando a sintese de ATP é menos importante que o
fluxo de elétrons na CTEm (WANNIARACHCHI et al., 2018; RASMUSSON;
M@LLER, 2011; CLIFTON et al., 2005).

4.2.6.2 Oxidase alternativa

A AOX € um complexo proteico, integral, na forma de um homodimero que
se encontra ligado a membrana interna das mitocondrias e € formada por quatro
hélices e um centro binuclear de ferro que € o responsavel pelo acesso do Oz a
AOX (VANLERBERGHE et al., 2020; MAY et al., 2017; VANLERBERGHE et al.,
2016; MOORE et al., 2013). Nas plantas, a AOX € codificada por uma familia de
genes nucleares, sendo que em plantas monocotiledéneas a mesma se apresenta
na isoforma AOX1, enquanto que em plantas ndo-monocotileddneas existem duas
isoformas da proteina, a AOX1 e a AOX2 (SELINSKI et al., 2018; COSTA et al.,
2017; CONSIDINE et al., 2002).

A AOX é muito importante para 0s organismos vegetais, tendo em vista
que a mesma € capaz de equilibrar os desbalancos metabdlicos que ocorrem na
CTEm em vista de uma grande disponibilidade de NADH ou um desequilibrio na
razdo ATP/ADP (VANLERBERGHE et al., 2020). Sua atividade € importante
guando ha uma grande disponibilidade de NADH na matriz, devido a uma baixa
atividade de CTEm. Com a participacdo da AOX aumenta-se a velocidade na
CTEm, favorecendo o funcionamento do CAT necessario para a manutencao de
outros processos, impedindo assim a diminuindo da atividade do CAT devido ao
acumulo de NADH, bem como a formagéo de intermediarios desta via, os quais
sdo metabolitos fundamentais para vérias rotas biossintéticas (TOVAR-MENDEZ
et al., 2003; PASCAL et al., 1990). Por outro lado, uma alta razdo ATP/ADP
retarda o fluxo de elétrons na CTEm, resultando em um estado de reducéo
excessivo dos componentes da cadeia. Assim, em um estado de ADP limitado, a
CTEm se torna uma fonte significativa de ERO, o que pode levar a danos
irreversiveis na mitocondria (RASMUSSON; MJLLER, 2011; M@LLER, 2001).
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Desse modo, a atividade da AOX é capaz de proteger a CTEm reduzindo sua
capacidade de produzir ERO (CVETKOVSKA; VANLERBERGHE, 2013; 2012;
SMITH et al., 2009; PARSONS et al, 1999; PURVIS, 1997; PURVIS; SHEWFELT,
1993).

4.2 O AAnaCTEm

4.2.1 Atividade da GalLDH e sua interacdo com a CTEm

A enzima L-galactona-1,4-lactona desidrogenase (GalLDH, EC 1.3.2.3) é
uma aldonolactona oxirredutase dependente de flavina responsavel pela
transformacé@o de uma molécula aldonolactona, como a GalL, em AA (LEFERINK;
VAN BERKEL, 2014).

As aldonolactonas oxirredutases pertencem a familia das alcool vanilico
oxidases (VAO) (LEFERINK et al., 2008; FRAAIJE et al., 1998). Essas enzimas se
caracterizam por possuir dois dominios, sendo um com uma ligacdo FAD N-
terminal conservada e o outro, um dominio C-terminal menos conservado que ira

determinar a especificidade do substrato.

Aldonolactonas oxirredutases podem ser distinguidas em dois grupos: as
oxidases e as desidrogenases. As oxidases oxidam a molécula e utilizam o O:2
como aceptor final de elétrons tendo o H202 como subproduto da reacdo. Ja as
enzimas classificadas como desidrogenases apresentam aceptores de elétrons
alternativos como o 2,6-dicloroindofenol, o citocromo ¢, a benzoquinona e o
metassulfato de fenazina (ABOOBUCKER; LORENCE, 2016). No caso da
GalLDH os elétrons provenientes da oxidagdo da GalL sdo diretamente
transferidos para o citocromo ¢ da CTEm (HERVAS et al., 2013). A GalLDH ainda
é irreversivelmente oxidada na presenca de Oz em situagbes de estresse
oxidativo (LEFERINK et al., 2009).

A GalLDH foi primeiramente indentificada em 1954 em mitocondrias de
ervilha e feijjdo (MAPSON et al., 1954). Em 1958 foi realizado a primeira
purificacdo e caracterizacdo da enzima a partir de mitocondrias de couve-flor
(MAPSON; BRESLOW, 1958). Posteriormente, a GalLDH foi isolada de outros
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tecidos vegetais como folhas de tabaco e espinafre, raizes de batata, milho,
meldo, tomate, blueberry, A. thaliana entre muitos outros (LIU et al.,, 2015;
ALHAGDOW et al.,, 2007; PATERAKI et al., 2004; YABUTA et al., 2000;
ARRIGONI et al., 1997; MUTSUDA et al., 1995; OBA et al., 1995).

A GalDH é uma enzima monomérica com 598 residuos de aminoécidos,
pesando 57 kDa e sendo expressa por um unico gene (PATERAKI et al., 2004).
Esta enzima é composta de trés regibes transmembranares permitindo o seu
acoplamento & membrana interna da mitocondria (RODRIGUEZ-RUIZ et al.,
2017). A enzima pode ser encontrada em trés complexos de proteinas distintos,

0s quais incluem subunidades do complexo | (SCHERTL et al., 2012).

Primeiramente, esta enzima foi descrita como uma proteina integral da
membrana interna da mitocondria (BARTOLI et al.,, 2000). Posteriormente, a
GalLDH foi considerada associada ao complexo | da CTEm em Arabidopsis, onde
a sua funcdo no metabolismo vegetal também estaria ligada a montagem do
complexo |, além de doar elétrons para a cadeia quando estd atuando como
catalisadora na sintese de AA (BARTOLI et al., 2016; SCHIMMEYER et al., 2016).
Em 2017, um estudo utilizando pimenta mostrou que a proteina se encontra
ligada & membrana mitocondrial através de pelo menos um dominio
transmembranar curto de 20 aminoacidos, sendo que o resto da estrutura esta
voltado para a periferia da membrana, voltado para a face intermembranar. A
partir deste modelo € possivel supor que a GalLDH interage com as oxidases
terminais (COX e AOX) da CTEm (RODRIGUEZ-RUIZ et al., 2017).

O nivel de atividade da GalLDH é influenciado pelo tipo de tecido vegetal,
assim como pelos niveis de luminosidade e pelo estadio de desenvolvimento do
orgdo em que esta enzima esta presente (PATERAKI et al., 2004; BARTOLI et al.,
2016). Em folhas de batata, foi observado que a atividade da GalLDH decresce de
acordo com a idade da folha, sendo menor nas folhas em estadio de senescéncia.
Acompanhado da reducédo da atividade da enzima, uma menor concentracao de
AA também foi verificada (BARTOLI et al., 2000). Pateraki et al. (2004) verificaram
diferenca entre o nivel de AA e a atividade da GalLDH entre duas cultivares de
meldo. Também foi verificado que a variagdo da relacdo vermelho/vermelho
distante altera a atividade da GalLDH e o conteudo de AA em folhas de espinafre
(Spinacia oleracea L. cv Bison) (GERGOFF et al., 2010).
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Ainda sobre a influéncia da luz, estudos observaram que a enzima
apresenta elementos responsivos a irradiancia, de modo que a atividade da
GalLDH aumenta durante o dia e reduz quando a Iluminosidade diminui,
apresentando o menor nivel de atividade durante a noite (BARTOLI et al., 2016;
FUKUNAGA et al., 2010; TAMAOKI et al., 2003). Em pimenta, existe uma
diferenca na expressdo e atividade da GalLDH, sendo que em folhas e flores
existe uma grande expressao dos genes relacionados a GalLDH, porém uma
baixa atividade da enzima propriamente dita, com maiores niveis de atividade
encontrados nos frutos verdes e maduros (RODRIGUEZ-RUIZ et al., 2017).
Rodriguez-Ruiz et al. (2016) ainda observaram uma variagdo na atividade da

GalLDH na presenca de glutationa, havendo uma baixa de até 60%.

Apesar de ser a enzima responsavel pela dltima etapa na formacéo de AA,
existem dados contraditérios sobre a influéncia da GalLDH no conteudo final de
AA. Alhagdow et al. (2007) ndo observaram diferenca no conteudo final de AA em
plantas mutantes de tomate com o silenciamento do gene da GalLDH em
comparacgao a plantas controle. Em outro trabalho com folhas de plantas mutantes
de tabaco com superexpressao da GalLDH néo foi verificado diferenca nos niveis
de AA em relacédo ao controle (IMAI et al., 2009). Porém, em plantas de arroz foi
observado que uma superexpressao da GalLDH proporcionou maiores niveis de
AA nas folhas, assim como verificou-se uma reducdo do conteado de AA em
plantas mutantes onde o gene da GalLDH havia sido silenciado (YU et al., 2020;
2017).

A GalLDH apresenta uma ligagéo funcional e estrutural com a CTEm, de
modo que a mesma se conecta com o complexo | e o citocromo ¢ da cadeia
(BRAUN, 2020). Estruturalmente, a GalLDH encontra-se associada ao complexo
I, contudo, a mesma ndo é inibida por rotenona, um inibidor conhecido para o
complexo (MILLAR et al.,, 2003). O mesmo estudo porém, demonstrou que a
sintese de AA é completamente inibida na presenca de cianeto de potassio, o
qual bloqueia a oxidag¢édo do citocromo c, indicando que o citocromo € essencial

para a atividade da enzima.

Inicialmente, a GalLDH foi considerada uma pequena forma do complexo I,
sendo até mesmo denominada de “complexo I (HEAZLEWOOD et al., 2003).
Além disso, a GalLDH é necessaria para a montagem do complexo I, tendo em
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vista que em mutantes de Arabidopsis com insercdo de T-DNA no gene para
GalLDH, ndo ha formacdo do complexo |. Esses mutantes além de nao
expressarem a GalLDH e o complexo |, ndo se desenvolvem além da fase
cotiledonar (PINEAU et al.,, 2008). Nesse mesmo trabalho, os autores
hipotetizaram que a GalLDH deve se destacar do complexo | quando o mesmo se
encontra completamente formado, tendo em vista que a enzima néo € observada
na presenca do complexo | maduro. Conduto, mais recentemente experimentos
também utilizando Arabidopsis constatou-se a presenca de fragdes da GalLDH no
complexo | plenamente maduro (SCHIMMEYER et al., 2016).

Schertl et al. (2012) verificaram a presenca e atividade da GalLDH em trés
diferentes intermediérios durante a montagem do complexo |. Posteriormente,
Schimmeyer et al. (2016) confirmaram a presenca da enzima nas fracOes
intermediarias de 400 e 450 KDa além do “complexo I*”, sendo verificado que
durante a montagem do complexo, a GalLDH se incorpora ao mesmo ficando
ligada no complexo no dominio membranar durante a transicdo do intermediario
de 200 para 400 KDa. Os autores ainda observaram que a GalLDH estabiliza o
processo de montagem do complexo |, tendo em vista que mutantes de
Arabidopsis que ndo apresentavam atividade da enzima GalLDH possuiam
apenas partes dos intermediarios do complexo I, mas ndo um complexo inteiro e

maduro.

Ha que se destacar, porém, que a acao da GalLDH sobre a montagem do
complexo | ndo estd diretamente ligada ao metabolismo do AA. lIsso foi
confirmado com o uso de plantas de Arabidpsis mutantes, com o silenciamento do
gene VTC2, responsavel por codificar a enzima GDP-L-galactose fosforilase, e
gque mesmo assim sdo capazes de produzir 10% do conteudo de AA de uma
planta controle. Nas plantas mutantes para a via de sintese do AA, apesar da
baixa producdo de AA, as mitocOndrias apresentam um complexo | maduro e

funcional.

Funcionalmente, a GalLDH se conecta com o citocromo c. Segundo Bartoli
et al. (2000), a GalLDH tem a capacidade de transferir elétrons provenientes do
Gal ao citocromo c, alimentando assim o fluxo de elétrons na CTEm e 0 processo
respiratorio. Também foi observado que mitocondrias intactas ndo sdo capazes

de sintetizar AA quando o citocromo c se encontra completamente reduzido
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(MILLAR et al., 2003; BARTOLI et al., 2000). Em outro trabalho com mutantes de
Arabidopsis com auséncia do citocromo ¢ na CTEm verificou-se uma reducao de
60% na atividade da GalLDH, porém ndo houve diferenca nos niveis finais de AA
apesar da reducgao na atividade da enzima (WELCHEN et al., 2012).

Logo, € possivel supor que a GalLDH influencia diretamente na atividade
respiratéria, mais especificamente na CTEm (Figura 4). De modo geral, a
respiracéo via GalLDH requer a presenca de GalL e apresenta uma taxa de
consumo de oxigénio menor, tendo em vista que o transporte de elétrons ocorre
somente via citocromo ¢ e posteriormente via complexo IV, com o transporte de
protons e a reducdo de O2 a H20 (LEFERINK et al., 2008; BARTOLI et al., 2000;
WHEELER et al., 1998).

Na fosforilacdo oxidativa apresentada na Figura 4, o transporte de elétrons
inicia-se no complexo | com a oxidagdo de NADH que gera elétrons transportados
a ubiquinona que se reduz a UQH2. O complexo | ainda bombeia prétons ao
espaco intermembranar. A GalLDH oxida o GalL em AA com a liberagdao de 2

elétrons que serdo usados para a reducéo do citocromo c.

Assim sendo, a atividade da GalLDH depende da disponibilidade do
citocromo no estado oxidado. Nas mitocondrias de plantas h4 um caminho
alternativo para a oxidacdo de NAD(P)H através de quatro NAD(P)H alternativas,
sendo duas voltadas para o espaco intermembranar e outras duas voltadas para a
matriz, capazes de oxidar o NAD(P)H encaminhando os elétrons a UQ. Ainda
considerando os elétrons que se encaminham a UQ, o complexo Il oxida FADH:2
que doa elétrons para a UQ. O complexo Il é responsavel pela oxidacdo do
succinato a fumarato, como parte do ciclo dos acidos tricarboxilicos que ocorre na

matriz mitocondrial.

Para a oxidacdo da UQH: o0s elétrons podem seguir duas vias
fundamentalmente. A via principal com a transferéncia para o complexo lll, ou
para uma via alternativa quando a oxidacao da UQH: é usada para reduzir Oz a
H20 com a participacdo da AOX. Ao ser reduzido, o complexo Il bombeia protons
ao espaco intermembranar, sendo os elétrons transferidos para o citocromo c,
que os encaminha ao complexo IV para a reducdo também do Oz a H20

paralelamente ao bombeamento de prétons ao espacgo intermembranar.
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Figura 4: Esquema ilustrativo do transporte de elétrons e prétons na CTEm. As linhas pretas
pontilhadas indicam os caminhos do transporte de elétrons dentro da cadeia transportadora,
enguanto que as linhas marrons representam o local do bombeamento de prétons que ocorre da
matriz para o espaco intermembranar mitocondrial. No presente esquema a localizacédo e atuacao
da enzima GalLDH séo indicadas pela forma enovelada em azul. Em verde estdo os complexos da
CTEm indicados pelos numeros romanos correspondendo aos complexos I-IV. A AOX esta
representada em rosa, enquanto que pool de ubiquinona e o citocromo ¢ estéo representados em
laranja e verde-agua, respectivamente. | : NADH-ubiguinona oxidorredutase. Il: succinato-
ubiquinona oxidorredutase. Ill: ubiquinol-citocromo c¢ oxidorredutase. IV: citocromo ¢ oxidase

(COX). V: ATP-sintase. AOX: oxidase alternativa; UQ: pool de ubiguinona. Cyt c: Citocromo c. H*:
prétons. e~ elétrons.

Em mitocondrias isoladas de mamao e tomate, Santana (2019) analisou o
consumo de Oz tendo como substratos NADH ou GallL, sendo posteriomente
adicionado ADP para quantificar a fosforilagdo oxidativa. A seguir, foi adicionado
um inibidor da via AOX, e com esta via inibida finalizou-se com a adicdo de um
inibidor do complexo IV. Estes estudos indicaram que mesmo com a inibicdo das
duas vias, a da AOX e do complexo IV, o consumo de Oz permaneceu quando a
via GaLDH estava ativa a partir da adicdo de GalL, indicando assim que a
atividade GalLDH altera significativamente a atividade da CTEm (SANTANA,

2019). Desse modo, pode-se hipotetizar que a GalLDH influencia o processo
respiratorio mitocondrial.
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Santana (2019) observou ainda que a GalLDH interage com os diferentes
complexos da CTEm, podendo ser estimulada ou inibida indiretamente a partir da
acao de estimuladores e inibidores dos complexos da CTEm. Segundo 0 mesmo
autor a GalLDH é estimulada quando os complexos |, Ill e IV estdo inibidos,
enquanto que a AOX interfere com a atividade da GalLDH quando esta se
encontra ativa ou inativa. A inibicdo da AOX afetou severamente a atividade da
GalLDH resultando na reducdo significativa ou até mesmo total inibicdo na
producédo de AA nos isolados de mitocondrias de frutos de tomate-cereja e de
frutos de mamao. Enquanto que ao se acrescentar DTT, um estimulador da AOX,
0s niveis de atividade da GalLDH aumentaram significativamente nas miténdrias

isoladas de tomate.

Considerando entdo a importancia que a GalLDH apresenta na sintese de
AA e na respiracdo mitocondrial é possivel supor que a mesma interfere no
metabolismo da planta. Mutantes de tomate com o gene da enzima silenciado sao
mais sensiveis ao estresse abibtico, apresentam um crescimento menor,
produzem frutos com tamanho reduzido, mesmo quando se sabe que a atividade
da enzima nédo afeta a concentracdo final de AA nestas plantas (ALHAGDOW et
al., 2007). Ja a superexpressdo da GalLDH em plantas de arroz mostrou uma
reducdo nos niveis de gessamento do grao, um disturbio fisiolégico que afeta a
gualidade do mesmo (YU et al., 2015). Esses mesmos autores verificaram que em
plantas com menor expressdo da enzima apresentam um maior nivel de gréos
com o disturbio do gessamento. Estudos com trigo relacionaram a GalLDH com
mecanismos estomaticos de tolerancia a seca, de modo que alelos que
expressavam uma maior atividade da enzima apresentavam uma maior tolerancia
ao estresse (ZHANG et al., 2016).

7

Verifica-se, assim que a GalLDH €& uma importante enzima para o
metabolismo das plantas, muito além da producao apenas de AA, sendo a mesma
essencial para o melhor desempenho da CTEm, assim como apresenta um
importante papel no combate a ERO. Contudo, a GalLDH também apresenta um

papel antagbnico ao considerar o seu papel na producao de AA.

De acordo com Santana (2019), mitocondrias isoladas de tomate, em
presenca de GalL no meio, produzem H202. Com o0 uso de mutantes de tomate

silenciados para a GaLDH, o autor comprovou que a geragcao dessas ERO se da
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devido a atividade da GalLDH, sendo que a geracédo de H20:2 se correlaciona com
0 consumo de oxigénio na mitocondria. Ainda segundo o autor, ha forte influéncia
da AOX sobre a atividade GalLDH e producdo de H20:2 pela enzima, sendo
verificada uma inibi¢do na produgédo de H202 com a inibi¢do da AOX. No mesmo
estudo também observou-se que com a inibicdo dos complexos I, Il e IV houve
um estimulo a producéo de H20: pela GalLDH, associado a uma menor producao
de AA.

Para compreender melhor sobre a acdo antagbnica da GalLDH sera
explicado como a CTEm gera ERO, assim como a acdo que as ERO apresentam
sobre as células e por fim como 0s mecanismos antioxidantes combatem as ERO

e como o AA se correlaciona com esses mecanismos.

4.2.2 Producéo de ERO e os mecanismos antioxidantes envolvendo AA

De todo o oxigénio consumido pela mitocondria, cerca de 2-5% sdo usados
para a formacdo de ERO (GUPTA et al., 2015). Estes sao estruturas radicalares

ou ndo radicalares formadas a partir da reducao parcial de O2. Essas moléculas

se apresentam em diferentes formas tais como O2*", HO®, radical peroxil (RCOQ®)

e radical alcoxi (RCO®). As ERO também sao encontradas nas formas de H20z,

0z6nio (O3) e oxigénio singleto (*02) (HALLIWELL, 2006).

A producdo de ERO pelas mitocondrias foi descoberta pela primeira vez na

década de 60, sendo observada a formacédo de H20: pela organela (HINKLE et
al., 1967). Anos depois, foi demonstrada a formacédo de O2* pelos complexos da

CTEm. Além disso, 0 mesmo estudo indicou a atividade da enzima superoxido

desmutase (SOD) na mitocdndria, confirmando assim que a forma de ERO

produzida pela CTEm seria o O2*. Isso porque a SOD catalisa a reacdo de

dismutacéo do O2* e a formacado de H202 (LOSHEN; AZZI, 1975).

Assim, mitocondrias se apresentam como um importante gerador de ERO

para as células, nas formas de O2* e H202. Os principais locais de geracdo de

02 na CTEm sao os complexos | e lll (GUPTA; IGAMBERDIEV, 2015;



48

SWEETLOVE; FOYER, 2004; MZLLER, 2001). Estes autores utilizaram inibidores
conhecidos especificos para cada complexo, sendo usado rotenona para inibir o
complexo |, e a antimicina A para inibir o complexo Ill, onde percebeu-se que sem
a transferéncia de elétrons pelos complexos havia uma menor produgédo de ERO

na CTEm. Estudos posteriores confirmaram que a UQH:2 é o principal redutor do
Oz, de modo que os complexos | e 1l sdo os principais geradores de O2* devido a

sua interacdo com a UQH2 (GONCALVES et al., 2015; PATTERSON et al., 2015).
Sendo importante ressaltar que, quanto mais UQH2 formada, maior sera a
geracao de ERO, de modo que ao inibir o complexo Il em células musculares de
mamiferos foi observado maior producéo de H202 (PEREVOSHCHIKOVA et al.,
2013).

Considerando a presenga de O2* no meio celular, sabe-se que este é

capaz de oxidar enzimas que apresentam em sua estrutura ligacdes ferro-enxofre

(4Fe-4S) como as aconitases e desidratases, ou ainda é capaz de reduzir o
citocromo c¢ diretamente (IMLAY, 2003). Ao receber um elétron e dois H*, 0 O>* é

dismutado a H202. O H202 ndo apresenta elétrons desemparelhados, sendo
capaz de atravessar as membranas interagindo com aquaporinas (BIENERT et
al., 2007). Sabendo que a H202 € uma molécula relativamente estavel e capaz de
se locomover livremente nos compartimentos celulares, a mesma tem sido
considerada também como uma molécula sinalizadora para o metabolismo
guando em baixas concentragdes (YAN et al., 2007; NEILL et al., 2002; TORRES
et al.,, 2002). Na mitocondria, o conteido de H20: aumenta em resposta a
diferentes situacdes e tipos de estresse, tais como alta luminosidade, calor, seca
e até mesmo lesbes ou ataque de patégenos (SMIRNOFF; ARNAUD, 2019;
ZANDALINAS; MITTLER, 2018; WUJESKA et al., 2013; DE GARA et al., 2010).

Como sinalizador, o H202 consegue influenciar a expressdo génica e
modificar os fatores transcricionais ao induzir oxidacdo de cisteinas e metioninas
em proteinas-alvo especificas, ajudando assim na adaptacdo da planta a
estresses hidticos e abidticos (JACQUES et al., 2015). Porém, o H202 também
pode agir como uma molécula danosa, oxidando aminoacidos ou grupos tidis,
levando a inativacdo de proteinas importantes como SOD ou ainda enzimas do
Ciclo de Calvin (SMIRNOFF; ARNAUD, 2019). Além disso, o0 H202 também pode
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levar a inativacdo de enzimas quinases e fosfatases, ou mesmo fatores de
transcricdo que contém tiolato e por fim, o H202 pode induzir a morte programada
da célula (SMIRNOFF; ARNAUD, 2019; DAT et al., 2000; LEEGOOD; WALKER,
1982; KAISER, 1979).

O O2* e 0 H202 séo considerados reativos, sendo ambos necessérios para
a geracao de outras formas radicalares com maior potencial de reagcdo, como o
HO*, que é considerado a ERO mais deletéria (SHARMA et al., 2012). A geragdo
de HO*® pode se dar por meio de dois tipos de reacdes: i) a reacdo de “Fenton”
que atraveés de duas etapas leva a geracdo de HO®*, utilizando de um catalisador
metalico, ou ii) existe a formacao através da reacdo de “Haber-Weiss” a qual em

uma etapa utiliza-se de O2* e H20:2 para gerar HO® (Figura 5) (RIGO et al., 1977).

Ao contrario das ERO anteriores, o HO® é extremamente reativo, podendo

levar a peroxidacao lipidica, além de danos nas membranas e nas proteinas

(FOYER et al., 1997). Além disso, na célula ndo existe um mecanismo para
eliminacdo de HO®, de modo que uma grande concentracdo do mesmo pode levar

a morte celular (SHARMA et al., 2012; PINTO et al., 2003).

(i) O % Y — FeE 4

Figura 5: Reacdes quimicas de geracao de radicais ERO mais reativos: (i) Reacdo de Fenton que
ocorre em duas etapas entre ions de ferro e ERO, levando a geragdo de radicais hidroxila. (ii)
Reacao Haber-Weiss, que ocorre em uma Unica etapa utilizando-se de dois tipos de ERO menos
reativos para formar ERO mais reativos. Em preto se encontram as moléculas de ERO e em
vermelho os ions metélicos necesséarios para a reacdao ocorre. Enquanto que em azul esta

representado o produto ndo reativo, a molécula de oxigénio. O2": radical superoxido. H20z:
peroxido de hidrogénio. OH*: radical hidroxila ; OH™: hidroxila; Fe®*: ion férrico; Fe?*: ion ferroso;

Oz2: oxigénio.
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Considerando a formacédo de ERO nas mitocéndrias devido a atividade da
CTEm, as plantas possuem algumas linhas de defesa contra a producdo e
acumulacdo das mesmas. Para se evitar a producao de ERO é necessario que a
CTEm esteja adequadamente oxidada. Sendo que alguns desses mecanismos ja
foram discutidos anteriormente, como a ativacdo da AOX, das NAD(P)H
desidrogenases alternativas e a atividade UcP. A partir destes mecanismos €&
possivel evitar a superreducdo da UQ e o aumento do potencial de membrana
nas mitocondrias (MJLLER, 2001). A ac&o desses mecanismos precisa estar em
sintonia com a necessidade de producédo de ATP e a quantidade de substratos
respiratorios oxidados em funcédo da atividade da CTEm, de modo a ndo haver
uma reducdo excessiva de determinado complexo na CTEm, interrompendo o

transporte de elétons pela mesma.

Além de minimizar a producdo de ERO, Mgller (2001) considerou que a
segunda linha de defesa das plantas contra o acumulo de ERO, no interior das
mitocondrias, seria a utilizacdo de formas de detoxificacdo de O2* e H202. Entre
esses mecanismos estdo a SOD cuja acéo leva a producdo de H202, além da
acao de outras enzimas como a catalase, o ciclo da glutationa peroxidase e ciclo

da tioredoxina. Além desses, existem outros mecanismos detoxificadores de ERO
que envolvem a presenca de AA a serem discutidos a seguir.

4.2.2.1 Detoxificagdo de ERO envolvendo AA na mitocondria

Muito se falou sobre a importancia da molécula de AA dentro das células.
O envolvimento do AA como antioxidante na detoxificacdo de ERO nas
mitocéndrias se da por duas maneiras principais: oxidacdo direta da ERO ou

através do ciclo ascorbato-glutationa.

O AA é capaz de reduzir H20: diretamente, de modo que o AA é convertido
a MDHA. Ainda, o AA também é capaz de reagir com ions O2*" e HO®. Contudo, a

afinidade dessa reacdo é muito mais baixa, de modo que o AA age por meio da
enzima APX. Assim, indiretamente e agindo como um doador de elétrons para a

APX, a enzima que apresenta uma alta afinidade como H202, o AA é reduzido
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(GUPTA et al., 2016). Logo, de modo direto o AA elimina os radicais livres,
enquanto que indiretamente 0 mesmo € capaz de ajustar outros mecanismos
antioxidantes enziméticos como a APX ou ndo enzimaticos (ciclo ascorbato-

glutationa).

A oxidacgédo direta do O2*" e do H20: pelo AA ocorre como demonstrado na

Figura 6 (DEUTSCH, 1998; NISHIKIMI, 1975). A oxidacdo de O2* pode ser

realizada pelo AA, levando a formagao de H202 e as formas de AA oxidado: (A) a
forma de MDHA ou (B) forma totalmente oxidada, DHA, partindo de uma molécula
de AA reduzido (ascorbato) (NISHIKIMI, 1975). Ja a oxidacdo de H20:2 pelo AA
leva a formacao de dgua e DHA (DEUTSCH, 1998).

(A) Oz + AA + H+ —p H202 -
B) Oy +* Axc + H*—— H0, + MDHA
(C) H,O, + AA H,O +

Figura 6: Reacdes quimicas que acontecem entre ERO e o AA, de modo a formar peréxido de
hidrogénio, ERO menos reativo, como nas reacdes (A) e (B). Na reacdo (C) se concontra a
reducdo completa de H202 pelo AA.Em preto estdo as moléculas de ERO, e em laranja estédo as
moléculas de AA, ou relacionada a mesma, como formas reduzidas e oxidadas. Em verde, os
prétons necessarios para a equacgdo. E, em azul esta representado a agua que é formada como
subproduto. O2": radical superoxido. AA: acido ascérbico. Asc: ascorbato. H*: proton. H202:
peréxido de hidrogénio. MDHA: acido monodehidroascérbico. DHA: acido dehidroascorbico. H20:

agua.

Além da oxidacdo direta de ERO, o AA também protege a CTEm da
mitocéndria pela acdo do ciclo ascorbato-glutationa, uma vez que o AA é um
cofator enzimatico para a enzima APX que converte H202 em agua (NOCTOR et
al, 2018; NOCTOR, 2006; JIMENEZ et al., 1998). Anteriormente foi mencionado a
importancia do ciclo ascorbato-glutationa como uma fonte de regeneracdo da
molécula do AA, a partir dos intermediarios MDHA e DHA que sao continuamente
interconvertidos em uma forma de ciclagem do AA pelas enzimas MDHAR e

DHAR. Além dessas enzimas, o ciclo envolve a enzima GR que converte GSSG
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em GSH, sendo que a GSH é entéo utilizada pela DHAR para converter DHA em
AA. As enzimas MDHAR, DHAR e APX sao dependentes de AA, sendo que a
acao da enzima APX também é muito importante para o ciclo, sendo responsavel
por transformar AA em MDHA ao mesmo tempo em que converte H202 em agua.
Considerando que o AA apresenta baixa afinidade com H202, a acdo da APX é
um passo importante na integracdo do AA no metabolismo do H202 (MARUTA,;
ISHIKAWA, 2017).

Presente somente nos organismos vegetais e em alguns protistas, a APX é
uma importante heme-peroxidase (PASSARDI et al.,, 2007; WELINDER, 1992).
Na mitocOndria a APX se apresenta em duas isoformas, localizando-se na
membrana externa, sendo uma isoforma voltada para o espago intermembranar e
a outra, voltada para o lado do citosol (CHEW et al., 2003). Desse modo, a APX é
capaz de proteger a mitocondria contra ERO e ainda impedir que o H20:2
produzido na organela cause dano a outras organelas, protegendo a célula contra
0 estresse oxidativo (MARUTA; ISHIKAWA, 2017; JIMENEZ et al., 1998). Sendo
entdo possivel observar a importancia que o AA tem no metabolismo do ERO e
como 0 mesmo € capaz de agir dentro das mitocondrias, interagindo na protecao

e producédo de ROS através da enzima GalLDH e sua inter-relacdo com a CTEm.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O AA é uma molécula muito importante para o metabolismo celular. Nas
plantas, 0 mesmo se faz presente na maioria das etapas do desenvolvimento,

sendo importante desde a germinacdo de sementes até a longevidade dos frutos.

Devido a sua grande importancia, diversos estudos foram realizados de
modo a compreender sobre seu papel nos organismos vegetais, sendo observado
desde sua sintese, transporte e ciclagem a sua acdo em diversas organelas. Em
sua sintese, a molécula do AA é formada no interior das mitocéndrias pela enzima
GalLDH, associada a CTEm, influenciando no fluxo de elétrons da CTEm. Essa
enzima acoplada ao complexo | da CTEm, além de participar da sintese do AA
também é muito importante para a formacdo e funcionamento da cadeia. A
enzima se relaciona com o processo de transporte de elétrons na CTEm
reduzindo o citocromo c a partir da oxidacdo do GalL a AA. Desse modo, a

sintese de AA se correlaciona com 0 metabolismo respiratorio nas plantas.

Devido a complexa interacdo da GalLDH a estruturacdo da CTEm, mais
estudos ainda precisam ser desenvolvidos para entender melhor o papel da
GalLDH na montagem e funcionalidade do complexo | e como tudo isso se
associa com o funcionamento da CTEm e a sintese de AA nas plantas. Tendo em
vista que poucos estudos exploram a relacdo entre a AOX e a GalLDH, relacdo
que apresenta um importante impacto na CTEm, pois a AOX é capaz de estimular
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o transporte de elétrons liberando o citocromo c para receber os elétrons
provenientes da GalLDH, mais conhecimento nessa area necessita ser gerado.
Além disso, € preciso explorar mais a fundo o papel antagbnico da enzima na
detoxificacdo de ERO na cadeia tendo em vista que a GalLDH, apesar de produzir

um importante antioxidante, também pode gerar ERO dentro da mitocondria.

Considerando que as mitocondrias funcionam como centro gerador de
energia, um subproduto da produgédo de ATP pela acdo da CTEm séo as ERO.
Essas moléculas sdo altamente reativas podendo oxidar aminoacidos, lipidios e
interagir com diversas estruturas celulares. O AA como uma molécula
antioxidante é capaz de impedir que ERO sejam formadas em grande quantidade
e nas formas mais danosas, podendo até mesmo eliminar a sua produgéo. Além
disso, o AA atua como um cofator para a enzima APX que é uma das principais

enzimas envolvidas no metabolismo antioxidante, ao reduzir H202 a agua.

Sabendo disso, é possivel afirmar que o AA apresenta um papel muito
mais relevante para o metabolismo respiratério do que foi sugerido. Impactando
no fluxo de elétrons da CTEm, na producdo de H20: e na detoxificacdo do
mesmo, confirmando que o AA apresenta-se como uma molécula essencial ao

metabolismo vegetal.

Assim sendo, essa revisao de literatura se faz importante, pois relne os
diversos papéis e interacdes que o AA apresenta no metabolismo respiratdrio com
enfoque na CTEm, esclarecendo o papel do AA no metabolismo vegetal, bem
como sua sintese, transporte e reciclagem. Além disso, também foi explorado o
papel do AA na detoxificacdo de ERO produzida na CTEm, bem como a relacéo

que a principal enzima formadora de AA tem com a cadeia.

Contudo, apesar dos grandes avancos nos estudos sobre AA que
ocorreram nas Ultimas décadas, ainda pouco se sabe sobre os mecanismos de
transporte que se fazem presentes nas mitocondrias vegetais, uma vez que as
mesmas sdo as fontes geradoras de AA. Além disso, estudos futuros sao
necessarios para compreender melhor o papel da enzima GalLDH na geracéo de

H20:2 e qual a importancia que a mesma apresenta para o metabolismo vegetal.
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