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RESUMO 

CAPETINI, Samyra de Araújo; M. Sc.; Universidade Estadual do Norte 

Fluminense Darcy Ribeiro. Agosto de 2021. Influência da atividade L-galactona-

1,4-lactona desidrogenase (GalLDH) e a biossíntese de ascorbato no potencial de 

membrana em extrato mitocondrial de fruto de mamoeiro (Carica papaya L.). 

Orientador: Prof. D.Sc. Jurandi Gonçalves de Oliveira. 

 

Parte do processo respiratório ocorre no interior das mitocôndrias, com destaque 

para a cadeia transportadora de elétrons da mitocôndria (CTEm). Durante a 

atividade da CTEm, alguns complexos transportam prótons (H+) do lado da matriz 

mitocondrial para o espaço intermembranar, gerando um gradiente eletroquímico 

de prótons (H+). A ATP-sintase é capaz de utilizar a força desse H+, junto 

com ADP e fosfato inorgânico, para gerar energia na forma de ATP, para todos os 

processos metabólicos. Associada física e funcionalmente à CTEm está a enzina 

L-galactona-1,4-lactona desidrogenase (GalLDH), que também pode alimentar o 

transporte de elétrons a partir de sua ação na etapa final da biossíntese do ácido 

ascórbico (AA). Essa pesquisa teve como objetivo, avaliar a influência da GalLDH 

e a biossíntese de AA, na geração do H+ na CTEm, além da produção de ATP. 

Foram utilizados frutos do mamoeiro “Golden”, maduros, sadios, com 85% da 

superfície na casca na coloração verde. Os extratos mitocondriais foram utilizados 

para as análises da taxa respiratória, potencial de membrana (Δ), síntese de 
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ATP, atividade GalLDH e produção de AA, em resposta à aplicação dos 

substratos respiratórios NADH, malato e L-galactona-1,4-lactona (GalL), na 

presença ou não dos inibidores das oxidases terminais, ácido salicilhidroxâmico 

(SHAM), azida de potássio (KN3) e do desacoplador de membrana, 

carbonilcianida-3-clorofenilhidrazona (CCCP). Os valores obtidos foram 

submetidos ao teste de comparações múltiplas das médias das repetições, pelo 

programa estatístico R Studio. Os resultados indicam a influência da atividade da 

GalLDH na geração do Δ, sendo verificado menor Δ quando utilizado NADH 

como substrato respiratório. As atividades do complexo I e da GalLDH se 

mostraram interdependentes. Pode-se confirmar isso ao se verificar maior síntese 

de ATP quando havia no mesmo ensaio, GalL e malato, na comparação com o 

ensaio usando apenas malato como substrato. A adição exógena de GalL 

também resultou em aumento significativo na quantidade de AA produzido. A 

inibição da AOX com a aplicação de SHAM, reduziu drasticamente a geração do 

Δ, a síntese de ATP, a atividade da GalLDH e a síntese de AA. Com os 

resultados obtidos pode-se confirmar que os inibidores da CTEm, SHAM, 

difenileniodônio (DPI), rotenona e KN3 influenciam na geração do potencial de 

membrana, na síntese de ATP, na atividade da GalLDH e na síntese de AA.  
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ABSTRACT 

CAPETINI, Samyra de Araújo; M.Sc.; Universidade Estadual Do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro. August, 2021. Influence of L-galactone-1,4-lactone dehydrogenase 

(GalLDH) activity and ascorbate biosynthesis on membrane potential in papaya 

(Carica papaya L.) fruit mitochondrial extract. Advisor: Prof. D.Sc., Jurandi 

Gonçalves de Oliveira. 

 

Part of the respiratory process takes place inside the mitochondria, with emphasis 

on the mitochondrial electron transport chain (ETC). During activity ETC, some 

complexes transport protons (H+) from the mitochondrial matrix side to the 

intermembrane space, generating an electrochemical proton gradient (H+). ATP 

synthase is able to use the strength of this H+, together with ADP and inorganic 

phosphate, to generate energy in the form of ATP, for all metabolic processes. 

Physically and functionally associated with ETC is the enzyme L-galactone-1, 4-

lactone dehydrogenase (GalLDH), which can also fuel the transport of electrons 

through its action in the final step of ascorbic acid (AA) biosynthesis. This research 

aimed to evaluate the influence of GalLDH and AA biosynthesis in the generation 

of H+ in ETC, in addition to the production of ATP. Ripe, healthy papaya fruits 

‘Golden’ were used, with 85% of the skin surface in green color. Mitochondrial 

extracts were used for the analysis of respiratory rate, membrane potential (Δ), 

ATP synthesis, GalLDH activity and AA production, in response to the application 
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of respiratory substrates NADH, malate and L-galactone-1,4- lactone (GalL), in the 

presence or not of terminal oxidase inhibitors, salicylhydroxamic acid (SHAM), 

potassium azide (KN3) and the membrane uncoupler, carbonylcyanide-3-

chlorophenylhydrazone (CCCP). The values obtained were submitted to the test of 

multiple comparisons of the means of repetitions, using the statistical program R 

Studio. The results indicate the influence of the GalLDH activity in the generation 

of Δ, with a lower Δ being verified when using NADH as a respiratory 

substrate. The results indicate the influence of the GalLDH activity in the 

generation of Δ, with a lower Δ being verified when using NADH as a 

respiratory substrate. The activities of Complex I and GalLDH proved to be 

interdependent. This can be confirmed by verifying greater ATP synthesis when 

there was in the same assay, GalL and malate, in comparison with the assay 

using only malate as substrate. The exogenous addition of GalL also resulted in a 

significant increase in the amount of AA produced. The inhibition of AOX with the 

application of SHAM, drastically reduced Δ generation, ATP synthesis, GalLDH 

activity and AA synthesis. With the results obtained, it can be confirmed that the 

inhibitors of ETC, SHAM, diphenyleniodonium (DPI), rotenone and KN3 influence 

the generation of membrane potential, the synthesis of ATP, the activity of GalLDH 

and the synthesis of AA. 
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1. INTRODUÇÃO 

O ácido ascórbico (AA) é um antioxidante sintetizado pelas plantas e até o 

momento são conhecidas pelo menos quatro vias possíveis de síntese do AA em 

diversos organismos vivos, desde fungos, protistas, plantas e animais 

(SMIRNOFF, 2018). As etapas iniciais da biossíntese de AA ocorrem no citosol. 

Entretanto, a última etapa acontece especificamente nas mitocôndrias, catalisada 

pela enzima L-galactona-1,4-lactona desidrogenase (GalLDH) com participação 

da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (CTEm) (SMIRNOFF, 2018; 

DOURMAP, 2019).  

A enzima GalLDH catalisa a reação de conversão do precursor imediato, 

L-galactona-1,4-lactona (GalL), em AA (WANG et al., 2015). Esta enzima está 

ligada física e funcionalmente ao complexo I (CI) da CTEm, o que permite 

correlacionar a biossíntese do AA com a respiração das mitocôndrias (BARTOLI 

et al., 2000; HERVÁS et al., 2013; SMIRNOFF, 2018). O AA é um importante 

antioxidante, que atua na degradação e mitigação das espécies reativas de 

oxigênio (ERO) que, em grandes quantidades, inibem a atividade respiratória 

(KIM et al., 2015). Este (GalL) na forma reduzida irá se oxidar, doando elétrons ao 

citocromo c (Cit c), constituinte da CTEm. Na forma reduzida, o Cit c será capaz 

de doar elétrons ao Cit c oxidase (COX), com consequente redução do O2 a H2O 

(WANG et al., 2015). 

A atividade da CTEm leva à oxidação de equivalentes reduzidos 

[NAD(P)H e FADH2] e a transferência de elétrons que serão doados ao O2 para a 
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redução desse ao H2O. Durante o transporte de elétrons até o O2 há também a 

transferência de prótons (H+) da matriz mitocondrial para o espaço 

intermembranar. O CI é o primeiro local de bombeamento de H+ para o espaço 

intermembranar, iniciando assim a formação de um gradiente eletroquímico de 

prótons (H+). (MAILLOUX e HARPER, 2011; HIRST, 2013; NSIAH-SEFAA e 

MCKENZIE, 2016). Segundo estes autores, a transferência dos elétrons do 

equivalente reduzido (NADH) até a UQ, libera pequenas quantidades de energia. 

Isoladamente essa energia não é capaz de produzir ATP, mas sendo utilizada 

para transportar H+ da matriz mitocondrial para o espaço intermembranar, será 

armazenada na forma de H+, a qual será posteriormente utilizada para a 

síntese do ATP, a partir de ADP e fosfato inorgânico. 

A atividade mitocondrial de transferência de elétrons e a consequente 

formação do H+, em presença de O2, predispõem as mitocôndrias à ocorrência 

de danos oxidativos. As mitocôndrias, juntamente com os cloroplastos e 

peroxissomos, são o principal local de produção de ERO (SINHA et al., 2013; 

HUANG et al., 2016). A formação de ERO acontece, principalmente, devido à 

redução parcial do O2 e essa formação de ERO pode ocorrer nos complexos III, II 

e I da CTEm (KOLOSSOV et al., 2015). A geração, por si só de ERO não 

pressupõe um estresse oxidativo, desde que esteja em equilíbrio o processo de 

formação e remoção das ERO dentro das células (MITTLER, 2017). Danos 

celulares acontecem quando a capacidade de remoção das ERO está aquém da 

capacidade de produção desses (FOYER, 2018). 

Tendo em vista a localização e a relação de funcionalidade da GalLDH, a 

biossíntese do AA nas plantas é fortemente dependente da atividade respiratória 

(SMIRNOFF, 2018). Além disso, considerando que as mitocôndrias são o 

principal local de geração de ATP (ROGER et al., 2017), pode-se inferir sobre 

qual a relação entre a atividade da GalLDH e a síntese de ATP nas mitocôndrias. 

Há indícios de que a GalLDH influencie o potencial de membrana das 

mitocôndrias, pois como ela doa elétrons diretamente para o Cit c, isso 

interromperia o fluxo de elétrons proveniente inicialmente do CI, interferindo na 

geração do H+ que será formado pela transferência de H+ da matriz para o 

espaço intermembranar. Desse modo, o presente trabalho objetiva analisar a 

influência da atividade GalLDH (e a síntese de AA) na geração do H+ e na 

síntese de ATP em mitocôndrias isoladas da polpa do mamão. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Analisar a influência da atividade GalLDH na síntese de AA e na geração 

do H+ em mitocôndrias isoladas da polpa do mamão. 

 

2.1.1 Objetivos específicos 

Avaliar a influência da atividade GalLDH no H+; 

Avaliar a influência da atividade GalLDH na síntese de AA; 

Avaliar se a síntese de ATP sofre influência ao adicionar o substrato da 

GalLDH; 

Avaliar a influência de estimuladores e inibidores da CTEm no H+, na 

síntese de ATP, na atividade GalLDH e na síntese de AA. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 As mitocôndrias e o processo respiratório 

Possuindo um material genético único, mitocôndrias são organelas 

complexas essenciais para a respiração celular, já que produzem a maior parte da 

energia utilizada nos processos metabólicos das células, se comparada a outras 

organelas (ROGER et al., 2017). As mitocôndrias contam com duas membranas, 

uma interna e outra externa, que apresentam funcionalidades específicas e 

fundamentais no metabolismo desta organela. Enquanto a membrana externa 

separa o espaço intermembranar do citosol, a membrana interna separa o espaço 

intermembranar da matriz mitocondrial (VAN DER LAAN et al., 2016).  

A membrana externa é mais permeável e menos seletiva se comparada 

com a membrana interna. Ela possui poros permitindo que íons e pequenas 

moléculas não carregadas atravessem livremente de um lado para o outro 

(KÜHLBRANDT, 2015). A membrana interna possui invaginações conhecidas 

como cristas mitocondriais, que aumentam significativamente a superfície desta 

membrana em relação à membrana externa (VAN DER LAAN et al., 2016). Esta 

membrana é impermeável a quase todos os íons e moléculas carregadas, 

possuindo numerosas proteínas transportadoras específicas com a função de 

selecionar o que deve ser transportado para o interior da mitocôndria, ou mesmo 

para sair da mitocôndria. A seletividade da membrana interna permite apenas a 

passagem de moléculas que fazem parte dos processos metabólicos que ocorrem 

na mitocôndria, estando ainda nela presente a CTEm (KÜHLBRANDT, 2015). 
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O processo respiratório é crucial para os seres vivos, pelo qual ocorre a 

maior parte da produção de energia na forma de ATP, necessária para a 

manutenção dos processos metabólicos das células, além de diversas outras 

moléculas orgânicas essenciais ao metabolismo vegetal (MILLAR et al., 2011; 

CHOO, 2019). A respiração acontece basicamente em dois locais na célula, 

sendo parte no citosol e parte no interior das mitocôndrias. No interior das 

mitocôndrias, a oxidação de substratos e equivalentes reduzidos dará início à 

transferência de elétrons através de carreadores especializados, os quais serão 

reduzidos e oxidados, sequencialmente, transportando elétrons através de vários 

complexos. Este processo de oxirredução resultará na transferência de elétrons 

até o O2, o qual será reduzido a H2O (TAIZ et al., 2017). 

A produção de energia no interior das mitocôndrias acontece pelo 

processo conhecido como fosforilação oxidativa e ocorre na CTEm, localizada nas 

cristas mitocondriais. A CTEm é formada por uma sequência de pelo menos 4 

complexos proteicos associados a vários componentes com funções específicas, 

são eles: NADH-ubiquinona oxidorredutase (complexo I), sucinato-ubiquinona 

oxidorredutase (complexo II), ubiquinol-citocromo c oxidorredutase (complexo III) 

e o citocromo c oxidase (complexo IV – COX). Adicionalmente a estes 4 

complexos principais, o pool de UQ e a proteína Cit c também fazem parte do 

processo de transporte de elétrons. Além dos complexos transportadores de 

elétrons, há também na membrana interna a ATP-sintase (complexo V), a qual 

está acoplada à CTEm, porém não fazendo parte diretamente do transporte de 

elétrons, sendo o complexo responsável pela formação do ATP (TAIZ et al., 

2017). 

Para a formação de ATP é necessário que haja um H+ entre o espaço 

intermembranar e a matriz mitocondrial. O complexo V então utiliza esse H+, 

juntamente com o fosfato inorgânico e o ADP, para sintetizar ATP. Os complexos 

responsáveis pelo transporte de H+ da matriz mitocondrial para o espaço 

intermembranar, são CI, CIII e CIV, transportando 4, 4 e 2 H+, respectivamente 

(RODRÍGUEZ ROLDÁN et al., 2006; MAILLOUX e HARPER, 2011; SAREWICZ e 

OSYCZKA, 2015).  

Além dos complexos citados anteriormente, estão presentes nas 

mitocôndrias de plantas vias alternativas para o transporte de elétrons (HAO et 

al., 2015). As plantas possuem quatro NAD(P)H desidrogenases inseridas na 
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membrana interna da mitocôndria, sendo duas voltadas para a face da matriz e 

duas voltadas para o espaço intermembranar, além da AOX. A AOX recebe os 

elétrons diretamente do pool de UQ, transferindo estes elétrons para o O2, 

reduzindo-o a H2O, sendo, portanto, uma segunda oxidase terminal da CTEm, 

atuando paralelamente à COX (HAO et al., 2015; MANSILLA et al., 2019). Como 

citado anteriormente, a CTEm das plantas conta com componentes não 

encontrados em mitocôndrias de células de mamíferos. As NAD(P)H 

desidrogenases também são capazes de oxidar NADH, porém com menor 

bombeamento de H+, uma vez que o CI não participará desse processo. Dessa 

forma, parte da energia proveniente da oxidação do NADH não é conservada 

como ATP, e sim convertida em calor (BLACKER, 2016; TAIZ et al., 2017). 

Também na membrana interna das mitocôndrias encontra-se a proteína 

desacopladora (UcP), que atua na transferência de H+ do espaço intermembranar 

para a matriz mitocondrial, afetando o H+, sem a produção de ATP, sendo 

importante via de controle da produção de ERO, normalmente mais ativas quando 

as plantas passam por algum estresse (MAILLOUX e HARPER, 2011). 

Essas ERO podem ser geradas no interior das mitocôndrias a partir da 

redução incompleta do O2, não resultando na formação de H2O. Isto acontece 

devido ao baixo trânsito de elétrons da CTEm (CHOUDHURY et al., 2013). As 

ERO não são necessariamente danosas ao metabolismo celular, mas ao 

contrário, em muitos casos são benéficas para as células, quando atuam como 

agentes sinalizadores (MITTLER, 2017). Porém, sob outra perspectiva, quando há 

um desequilíbrio entre a produção e sua extinção, isto é, em excesso no meio 

celular, as ERO irão agir como agentes oxidantes que poderão resultar na morte 

celular, dada pela degradação de lipídios, proteínas e DNA (DUNN, 2015). 

Nesse sentido, a fim de evitar que a abundância de ERO ocasione danos 

à mitocôndria e assim resultar na morte celular, as plantas contam com 

mecanismos de defesa formados pela ação da AOX e da UcP, que agem 

eliminando esses agentes oxidantes (CHOUDHURY et al., 2013; MITTLER, 

2017). 

Nesse contexto, há uma enzima muito importante contra a ação oxidante 

das ERO, que está acoplada ao CI da CTEm, fisicamente associada como uma 

subunidade do CI: a enzima GalLDH, que é responsável pela biossíntese do AA 

(MILLAR, 2011). É cabível destacar, que o produto sintetizado por esta se 
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apresenta como um forte agente antioxidante contra as ERO dentro das 

mitocôndrias (HERVAS et al., 2013). 

 

3.2 CTEm: composição e função 

 

3.2.1 NADH:UQ oxidorredutase (Complexo I, CI) 

O CI é o primeiro complexo enzimático da cadeia respiratória e trata-se do 

maior e de mais difícil compreensão da cadeia respiratória. Diversos trabalhos 

anteriores caracterizaram todas as subunidades do CI e clonaram os genes 

codificadores, todavia, as funções das subunidades individuais não são muito 

claras (GUERRERO-CASTILLO et al., 2017).  

A primeira informação estrutural do CI foi adquirida pela microscopia 

eletrônica da enzima de Neurospora crassa (HOFHAUS et al., 1991), a partir de 

uma preparação solubilizada com detergente em cristais bidimensionais. Nesse 

estudo, o CI exibiu uma estrutura em forma de ‘L’ característica com dois braços 

distinguíveis. Um dos braços do CI que contém todas as subunidades codificadas 

pelo mtDNA é incorporado na membrana mitocondrial interna e o outro braço se 

projeta na matriz. Análises posteriores de microscopia eletrônica e bioquímica 

indicaram que esses dois braços estão reunidos e provavelmente surgiram 

evolutivamente independentes um do outro (WEISS et al., 1991).  

Por função, o CI também pode ser dividido em três módulos: o módulo de 

entrada de elétrons ou o módulo da desidrogenase (módulo N) que aceita elétrons 

do NADH; o módulo de saída de elétrons, ou módulo da desidrogenase (módulo 

Q) que entrega elétrons à ubiquinona e o módulo de translocação de H+ (módulo 

P), que bombeia H+ através da membrana interna (LAZAROU et al., 2019). 

Enquanto os módulos N e Q são partes do braço da matriz, o módulo P está 

contido no braço da membrana interna (SHARMA et al., 2009). 

Funcionalmente, o CI atua na oxidação do NADH que é gerado através do 

ciclo de Krebs na matriz mitocondrial, onde a ubiquinona reduzida em ubiquinol é 

reoxidada pelo complexo do citocromo bc1 e transfere elétrons para reduzir o 

oxigênio molecular à água na COX. Sendo assim, o CI serve de ponte na 

transferência de elétrons entre o NADH e a ubiquinona. Por conseguinte, cada um 

dos elétrons entregues pelo NADH é oxidado pelos componentes internos do CI, 

como proteínas ferro-enxofre (Fe-S), até que esses elétrons possam ser doados à 
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UQ para que esta seja reduzida a ubiquinol (UQH2) (MEYER et al., 2009; 

MAILLOUX e HARPER, 2011). 

 Durante todo o processo oxidativo do NADH, além dos elétrons são 

liberadas pequenas quantidades de energia. Entretanto, essa pouca quantidade 

não seria suficiente para a formação de ATP, sendo, portanto, essa energia 

utilizada pelo CI para a formação de um H+. Isso se dá por meio da utilização 

dessa pequena quantidade de energia para o transporte ativo de H+ da matriz 

mitocondrial para o espaço intermembranar. Então, a cada dois elétrons 

provenientes de uma molécula de NADH, são transferidos quatro H+ da matriz 

mitocondrial para o espaço intermembranar (MAILLOUX e HARPER, 2011; 

JONES et al., 2017). 

A rotenona atua como um forte inibidor do CI da cadeia respiratória 

mitocondrial (HEINZ et al., 2017). Classifica-se como um composto lipofílico de 

ocorrência natural, derivado principalmente das raízes e caules das espécies 

Lonchocarpus spp (embira de sapo) e Derris spp. A rotenona foi amplamente 

explorada na agricultura e piscicultura, dada sua propriedade pesticida (ZUBAIRI 

et al., 2016). O mecanismo de ação desse composto compreende a inibição da 

transferência de elétrons dos centros Fe-S do CI para a UQ, levando a um 

bloqueio da fosforilação oxidativa com síntese limitada de ATP (HEINZ et al., 

2017). Além disso, a transferência incompleta de elétrons para o O2 pode levar à 

formação de ERO. Essa produção de ERO induzida por rotenona, provoca danos 

aos componentes da mitocôndria, incluindo o DNA mitocondrial e pode, 

eventualmente, levar à apoptose (LI et al., 2003; FATO et al., 2009). 

 

3.2.2 Ubiquinona (UQ) 

A ubiquinona é um pequeno carregador de elétrons lipossolúvel localizada 

no interior da membrana mitocondrial interna. A UQ não está associada 

fortemente a nenhum complexo da CTEm, podendo se difundir no interior 

hidrofóbico da bicamada da membrana (TAIZ et al., 2017). 

Os elétrons recebidos pelo CI, após passarem por várias proteínas ferro-

enxofre (Fe-S) que compõem o CI, são doados à UQ, que irá receber dois 

elétrons oriundos da oxidação completa do NADH. Esses elétrons serão 

transferidos para a UQ um de cada vez. A UQ, após receber os dois elétrons, 
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receberá também dois H+ sendo totalmente reduzida formando o ubiquinol (UQH2) 

(DUTILLEUL et al., 2003; MEYER et al., 2009; MAILLOUX E HARPER, 2011). 

A UQ pode também receber elétrons vindos do complexo succinato: UQ 

oxidorredutase (Complexo II, CII). Esses elétrons são provenientes da oxidação 

do FADH2 e serão transferidos também para a UQ (EUBEL et al., 2003). 

Quando a UQ recebe elétrons diretamente do CI, isso indica que já se 

iniciou o transporte de quatro H+ por esse complexo, da matriz mitocondrial para o 

espaço intermembranar (MAILLOUX e HARPER, 2011; JONES et al., 2017). 

Porém, ao receber os elétrons vindos diretamente do CII, sem que esses tenham 

passado pelo CI, não acontecerá a formação inicial do gradiente de H+, já que o 

CII não é um transportador direto de H+ para o espaço intermembranar 

(BEZAWORK-GELETA et al., 2017). Assim, pela via do CII a formação do 

gradiente de H+ só será iniciada após a UQ transferir esses elétrons para o CIII, 

quando serão transferidos quatro H+ da matriz para o espaço intermembranar 

(MILLAR et al., 2011; SAREWICZ e OSYCZKA, 2015). 

 

3.2.3 Succinato: UQ oxidorredutase (CII) 

O CII, também chamado de succinato desidrogenase (SDH) ou sucinato: 

quinona oxidorredutase (SQR), está localizado na CTEm. Compõe-se por quatro 

subunidades agrupadas de flavoproteínas, uma subunidade composta da proteína 

Fe-S (SDH2) e duas subunidades inseridas na membrana (SDH3 e SDH4) (EUBE 

et al., 2003; MILLAR et al., 2004; MOOSAVI et al., 2019). 

O CII é um componente do ciclo de Krebs, assim como da oxidação 

fosforilativa, ele faz uma importante ligação entre esses dois processos. Como já 

comentado anteriormente, diferentemente do CI, o CII não transporta H+ para o 

espaço intermembranar, por isso ele não irá participar diretamente da geração do 

potencial de membrana (BEZAWORK-GELETA et al., 2017). Porém, assim que 

ele transferir elétrons para a UQ, esta irá transferir elétrons para o CIII, que irá 

transportar os H+ da matriz para o espaço intermembranar (MILLAR et al., 2011; 

SAREWICZ e OSYCZKA, 2015). Assim, quando o fluxo de elétrons é iniciado via 

CII, a geração do gradiente de H+ só irá se iniciar, quando a UQ transferir os 

elétrons para o CIII. 

 No ciclo de Krebs, o CII tem como função, oxidar o succinato a fumarato. 

Na oxidação fosforilativa, sua função é transferir elétrons do succinato, via FADH2 
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e um grupo de aglomerados de Fe-S para a ubiquinona (BEZAWORK-GELETA et 

al., 2017). 

Atuando como um inibidor reversível do funcionamento do CII o malonato 

(VALLS-LACALLE et al., 2016) se une ao sítio ativo do CII no ciclo de Krebs, 

competindo com a oxidação do succinato. 

 

3.2.4 Ubiquinona: citocromo c oxidorredutase (Complexo III, CIII) 

Composto por 10 subunidades o CIII também chamado de complexo 

citocromo bc1, é composto por um citocromo de 42‐kDa com duas hemes tipo 

b‐type, uma proteína Fe-S do tipo Rieske 27‐kDa, um citocromo c1 de 31‐kDa, e 

cinco adicionais de polipeptídios. O CIII tem dois locais que se ligam a quinona, 

um capaz de reduzir a ubiquinona, Centro N, e o outro capaz de oxidar o 

ubiquinol, Centro P. A antimicina A é capaz de inibir o funcionamento desse 

complexo, ela se liga ao Centro N, bloqueando a redução da ubiquinona 

(BUCHANAN et al., 2015). 

CIII é responsável por receber elétrons provenientes da UQH2 e 

consequentemente transferi-los para o Cit c, reduzindo este. A partir da 

reoxidação de duas moléculas de UQH2, serão transferidos quatro elétrons para o 

CIII. A cada ciclo de elétrons que são transferidos pelo CIII até o Cit c, 

simultaneamente são transportados quatro H+ para o espaço intermembranar. 

Porém, a passagem de elétrons pelo CIII não resulta na transferência direta dos 

elétrons, ligando UQH2 ao Cit c. Antes que esses elétrons possam ser transferidos 

para o Cit c, alguns irão ‘recircular’ internamente no CIII, aumentando a eficiência 

do CIII no transporte de H+ para o espaço intermembranar, reforçando o H+ 

(MILLAR et al., 2011; SAREWICZ e OSYCZKA, 2015). 

 

3.2.5 Citocromo c oxidase (Complexo IV, COX) 

As espécies redox‐ativas da COX incluem duas proteínas hemes do tipo a 

e dois centros contendo cobre (BUCHANAN et al., 2015). Sendo composta 

principalmente por três subunidades, COX1, COX2 e COX3, formando um núcleo 

catalítico com essas três subunidades (MANSILLA et al., 2018). A COX possui 

cofatores envolvidos nas reações de transferências de elétrons. Na COX2, há um 

centro de di-cobre que recebe elétrons provenientes do Cit c; esses elétrons são 

transportados para um grupo heme que está situado na COX1, posteriormente 
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para um grupo heme binuclear, nessa mesma subunidade e por fim para o 

oxigênio molecular (MANSILLA et al., 2018). 

A COX é uma oxidase terminal que reduz o O2 a H2O. Sendo a oxidase 

terminal principal da cadeia transportadora de elétrons, ela tem a função de 

receber elétrons provenientes do Cit c para assim, reduzir o O2 a H2O (SOUSA et 

al., 2018; TIMÓN-GÓMEZ et al., 2018). Para bloquear sua função, existem 

inúmeros bloqueadores, sendo sensível ao íon cianeto (CN-), além do íon azida 

(N3
-), monóxido de carbono (CO), entre outros. Esse complexo também transfere 

H+ da matriz mitocondrial para o espaço intermembranar, o equivalente a dois H+, 

assim contribuindo na geração do H+, como os CI e CIII (RODRÍGUEZ 

ROLDÁN et al., 2006; YOSHIKAWA e SHIMADA, 2015). Além disso, é essencial 

que esse complexo esteja oxidado para que possa ser reduzido pelo Cit c, que 

por sua vez, foi reduzido pela GalLDH, dessa forma, ele contribui também pela 

formação do potencial de membrana via oxidação do GalL (BARTOLI et al., 2005; 

SAREWICZ e OSYCZKA, 2015; JONES et al., 2017).  

 

3.2.6 Oxidase alternativa - AOX 

A AOX desempenha uma função amplamente estudada em plantas, tendo 

sido citada pela primeira vez em 1925 (VANLERBERGHE, 2013). Esta enzima é 

composta de duas subunidades idênticas, ligadas entre si por uma ponte 

dissulfídrica. É uma enzima homodimérica associada à membrana mitocondrial 

interna e voltada para a matriz (SIEDOW e UMBACH, 2000).  

Como destacado anteriormente, a transferência de elétrons para o 

oxigênio é realizada, prioritariamente por intermédio da COX, transferindo dois H+ 

da matriz para o espaço intermembranar. Nas plantas, a AOX pode receber parte 

dos elétrons da oxidação da UQH2, competindo por esses elétrons em detrimento 

da transferência desses para os complexos III e IV (MOORE et al., 2013).  

Quando os elétrons deixam de passar pelos complexos III e IV, não 

ocorre o bombeamento de H+ por esses complexos. Nesse caso, a energia livre 

que seria conservada na forma de H+ para ser usada na síntese de ATP, é 

dissipada em forma de calor. Portanto, a participação da AOX no fluxo de elétrons 

na CTEm influencia diretamente na geração do H+. Esse consumo de O2 que 

ocorre por atividade da AOX é comumente denominado respiração resistente ao 
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cianeto, uma vez que diferentemente da COX, a AOX não é inibida pelo íon CN- 

(MOORE et al., 2013).  

Um ponto importante ocorre quando a AOX desvia elétrons que iriam para 

o CIII (MOORE et al., 2013), ela está automaticamente permitindo que a 

transferência de elétrons seja preferencialmente via GalLDH para o Cit c 

(VENKATESH e PARK, 2014), assim favorecendo a biossíntese do AA (MILLAR 

et al., 2011). Além disso, com o amadurecimento do fruto (frutos climatéricos), a 

atividade da COX tende a diminuir, porém há a necessidade de que a respiração 

não cesse, para que o desenvolvimento do fruto continue. Assim, a AOX é de 

suma importância nesse processo de respiração, já que em mamão, com a 

diminuição da atividade da COX a atividade da AOX sofre um aumento, se 

apresentando como uma via alternativa na respiração mitocondrial (OLIVEIRA et 

al., 2015; SILVA, 2016). 

Com a atividade simultânea das duas oxidases terminais, COX e AOX, a 

velocidade na transferência de elétrons para o O2 tende a aumentar, diminuindo 

assim o potencial de geração de ERO dentro das mitocôndrias. Isso justifica, sua 

importância para o rendimento energético final e bom funcionamento da CTEm 

para a respiração celular (SCHEIBE, 2019). Há a possibilidade de evidenciar a 

atividade da AOX, um ativador utilizado para isto, seria o piruvato, mas existem 

outros, assim como o ditiotreitol (DTT), -mercaptoetanol, entre outros. Existem 

vários inibidores da atividade da AOX. Como exemplo pode-se citar o 

benzohidroxamato (BHAM), n-propil galato e temos a SHAM (ERDAL et al., 2015). 

 

3.2.7 Citocromo c (Cit c) 

Trata-se de uma proteína de peso molecular baixo, fracamente presa a 

superfície externa da membrana interna mitocondrial. O Cit c não está 

especificamente relacionado diretamente a nenhum dos complexos da CTEm 

(SWEETLOVE et al., 2010). O Cit c é um carregador de elétrons móvel que tem 

como função, fazer a transferência de elétrons entre o CIII e a COX, ou seja, o Cit 

c irá oxidar o CIII e reduzir a COX (LETTS et al., 2016). 

Além disso, o Cit c é de extrema importância para que a GalLDH se 

associe funcionalmente à CTEm. Apesar da GalLDH estar acoplada ao CI 

(MAJED, 2016), ela não transfere elétrons para o CI, mas sim para o Cit c que fica 

responsável por receber elétrons vindos da GalLDH resultante da oxidação do 
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GalL em AA (BARTOLI et al., 2005). Porém, se o Cit c estiver reduzido pela 

atividade do CIII, este não será capaz de receber elétrons a partir da GalLDH, não 

ocorrendo assim a formação do AA (BARTOLI et al., 2009). Assim, a atividade da 

AOX é essencial para manter o Cit c oxidado, que a GalLDH oxide GalL à AA, 

transferindo elétrons para o Cit c, assim completando a síntese de AA 

(VENKATESH e PARK, 2014). Mesmo não participando diretamente do transporte 

de H+ da matriz mitocondrial para o espaço intermembranar, o Cit c irá reduzir a 

COX, fazendo assim com que ela transfira dois H+ da matriz para o espaço 

intermenbranar, contribuindo para a formação do potencial de membrana 

(YOSHIKAWA e SHIMADA, 2015). 

 

3.2.8 FoF1-ATP-sintase (Complexo V, CV) 

Localizado na membrana interna mitocondrial, o CV apresenta dois 

domínios principais, um denominado Fo e o outro, F1. Sendo sensível à 

oligomicina, o domínio Fo é um complexo proteico, inserido totalmente na 

membrana interna e apresenta de 8 a 9 polipeptídios diferentes, com 3 

subunidades primárias (ALEKSEEVA et al., 2015). Esses polipeptídios formam 

um canal de passagem para os H+ atravessarem a membrana interna, sendo 

transferidos do espaço intermembranar para a matriz (BUCHANAN et al., 2015). 

O segundo domínio do CV, F1, se apresenta como um complexo proteico 

periférico da membrana, voltado para o lado da matriz mitocondrial. Composto por 

pelo menos 5 polipeptídios diferentes, é nele que contém o sítio catalítico para a 

conversão do ADP e fosfato inorgânico em ATP (BUCHANAN et al., 2015). Para a 

síntese de uma molécula de ATP são utilizados pelo menos quatro H+ 

acumulados no espaço intermembranar (ALEKSEEVA et al., 2015, BUCHANAN 

et al., 2015). 

Os domínios Fo e F1 da ATP-sintase permitem a passagem de H+ através 

desses componentes, realizando assim, a síntese continuada de ATP, utilizando o 

H+ gerado através da membrana em decorrência da atividade da CTEm. 

Portanto, com a síntese de ATP há uma diminuição do H+, permitindo que a 

CTEm continue normalmente seu transporte de elétrons. Assim, pode dizer que o 

fluxo de elétrons é estimulado pela quantidade de ADP disponível para a atividade 

catalítica do CV (ALEKSEEVA et al., 2015). 
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Quando as mitocôndrias são isoladas para estudo, pode-se controlar a 

taxa da respiração adicionando ADP. In vivo, a respiração sofre influência pela 

razão ATP/ADP citosólica, dependendo assim tanto da concentração de ADP 

disponível quanto da taxa de utilização de ATP (BUCHANAN et al., 2015). As 

ATPases apresentam uma função inversa à ATP-sintase, realizando a hidrólise de 

ATP. Elas também realizam o transporte de H+, porém não participam da CTEm 

(BUCHANAN et al., 2015). Existem dois tipos, a V-ATPase, presente no 

tonoplasto, cuja razão de H+ translocados de um lado para o outro do tonoplasto é 

de dois H+ para cada ATP hidrolisado (BUCHANAN et al., 2015). O outro tipo é a 

P-ATPase, presente na membrana plasmática, que diferentemente da V-ATPase, 

bombeia apenas um H+ para cada ATP hidrolisado (BUCHANAN et al., 2015). 

A ATP-sintase é essencial para o funcionamento das vias metabólicas, já 

que é responsável por produzir energia para as funções celulares dos 

organismos. Resumidamente, o CV sintetiza ATP a partir de ADP e fosfato 

inorgânico. A passagem de H+ pelo canal do domínio Fo promove uma rotação na 

conformação do domínio F1, liberando o ATP que está ligado fortemente a um dos 

sítios ativos deste domínio F1. Devido à baixa permeabilidade da membrana 

interna a esses H+, a ATP sintase se beneficia desse H+ para realizar a síntese 

de ATP, dissipando o H+ gerado (TAIZ et al., 2017).  

 

3.2.9 Proteína desacopladora (UcP) 

Existe também nas mitocôndrias outra proteína inserida na membrana 

interna que interfere na formação do H+, que por consequência influenciará na 

geração de ATP. Esta é a proteína desacopladora (UcP) capaz de aumentar a 

permeabilidade da membrana a H+, interferindo assim, no H+ e por 

consequência na produção de ATP (MAILLOUX E HARPER, 2011). O retorno dos 

H+ para a matriz mitocondrial impulsiona o CV a produzir ATP. Dessa forma, 

pode-se considerar que a atividade UcP pode ocorrer sem prejuízos para a 

capacidade de síntese de ATP pelas mitocôndrias, desde que esta (UcP, 

bombeando H+ de volta à matriz) esteja aquém da taxa do bombeamento de H+ 

para o espaço intermembranar pela CTEm (BOUILLAUD et al., 2016).  

O transporte de H+ através da UcP, é ativado por ácidos graxos. Alguns 

autores propuseram uma hipótese de que a UcP trabalha da seguinte forma no 

desacoplamento de H+: quando ácidos graxos protonados giram internamente na 
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bicamada fosfolipídica da membrana, isso resulta no transporte de H+ do espaço 

intermembranar para a matriz mitocondrial (BOUILLAUD et al., 2016). Essa 

hipótese é conhecida como “ciclagem dos ácidos graxos”. Com o transporte dos 

H+ para a matriz mitocondrial, sem passar pela ATPase, a UcP atua dissipando 

parte da energia acumulada na forma de H+, o que em condição de super-

redução da CTEm, pode acelerar o fluxo de elétrons e minimizar a geração de 

ERO (MAILLOUX E HARPER, 2011). 

A ação da UcP é estimulada por ERO e induzida por estresse (BUSIELLO 

et al., 2015). Ela é importante para prevenir que a CTEm sofra danos oxidativos 

irreversíveis. Sendo assim, seu funcionamento impede a hiperredução da CTEm e 

a produção das ERO, que causam danos na membrana mitocondrial (BUSIELLO 

et al., 2015). A atividade da UcP, pode ser afetada pelo pH, ou seja, um pH ácido 

leva a inibição da UcP (BOUILLAUD et al., 2016). Outro inibidor eficiente na 

atividade da UcP é a albumina sérica bovina (BSA) (MACHER et al., 2018). 

 

3.3 Biossíntese do ácido ascórbico e sua relação com a CTEm  

O AA pode ser encontrado no tecido vegetal em sua forma reduzida, o 

ácido L-ascórbico (forma ativa), ou em sua forma oxidada, inativa, o ácido 

dehidroascórbico (FOYER, 2017). O AA se encontra em sua forma ativa quando 

ele tem atividade antioxidante, ou seja, ele é capaz de agir sobre as ERO, que 

como dito anteriormente são muito danosas em grande quantidade, reduzindo-os 

de modo geral a H2O. O AA participa da eliminação das ERO basicamente de 

duas formas: uma enzimática e outra não enzimática (HOSSAIN et al., 2015). Na 

forma não enzimática, o próprio AA reage diretamente com a ERO se oxidando e 

reduzindo a ERO formando H2O. Neste caso, o AA se converte em ácido 

dehidroascórbico (ADH), sua versão inativa (HOSSAIN et al., 2015). Já no 

processo enzimático, a participação do AA se dá junto com enzimas que o 

auxiliarão a extinguir as ERO. Um exemplo destas enzimas é a ascorbato 

peroxidase (APX). A APX usa o AA como um cofator para extinção de uma 

molécula de ERO e assim, novamente, o AA se transforma em ADH (HOSSAIN et 

al., 2015). 

No caso dos frutos, durante a fase do amadurecimento ocorre um 

aumento natural na produção de ERO, principalmente no interior das mitocôndrias 

devido ao processo de respiração. Por consequência, com o aumento da 
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respiração celular há o aumento na taxa de produção de AA, ajudando assim no 

controle do possível excesso de ERO gerado (LANDI et al., 2015). 

O AA também atua na síntese dos fitormônios, etileno e giberelina, 

auxiliando o metabolismo vegetal como um cofator enzimático. Esses fitormônios 

são essenciais no desenvolvimento das plantas, além disso, o AA atua na síntese 

das antocianinas, hidroxiprolina entre outros metabólitos secundários (FOYER, 

2017). 

 

Figura 1: Vias biossintéticas do ácido ascórbico. 1) via Wheeler-Smirnoff, a partir da D-

glicose; 2) via a partir da GDP-L-gulose; 3) via a partir do Myo-Inositol e 4) via a partir do 

ácido D-galacturônico, componente principal das pectinas da parede celular. 

 
 
 

Pode-se dizer que existem, hoje, pelo menos 4 rotas conhecidas da síntese 

de AA. A rota número 1 que é chamada de “rota da D-Glicose”, a número 2 que é 

a “rota da GDP-D-mannose 3,5-epimerase”, a rota 3 que é chamada de “rota da 

Mio-Inositol”, a rota número 4 é chamada de ‘’ rota do ácido D-galacturônico, 

componente principal das pectinas da parede celular, que inicia o processo de 

degradação dessas paredes (Figura 1). Nos vegetais, a biossíntese de AA é 

relacionada com a degradação de polissacarídeos na parede celular, essa 

degradação ocorre principalmente na etapa de amadurecimento dos frutos, o que 

ocasiona o amolecimento da polpa em frutos carnosos (DIETZ, 2016). O GalL é o 

precursor da GalLDH no processo de biossíntese do AA. Esse precursor tem a 
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capacidade de transitar entre as membranas, portanto, depois de sua formação, 

ele migra para as mitocôndrias e assim participa da etapa final da síntese do AA 

(BARTOLI et al., 2009; MILLAR et al., 2011; VENKATESH e PARK, 2014).  

No interior da mitocôndria, mais especificamente através da enzima 

GalLDH, o precursor GalL será oxidado, gerando AA. Assim, simultaneamente, 

isso ocasionará a redução do Cit c, componente chave na fosforilação oxidativa. 

Quando o AA é gerado há a doação de elétrons do GalL para o Cit c, reduzindo-o. 

O Cit c reduzido, a seguir, será capaz de se oxidar doando elétrons para a COX. 

A COX em sua forma reduzida após receber esses elétrons irá reduzir o O2 a H2O 

na última etapa da CTEm no processo respiratório mitocondrial (BARTOLI et al., 

2009; MILLAR et al., 2011; VENKATESH e PARK, 2014). Com esse transporte de 

elétrons via GalLDH, se inicia também a transferência de H+ da matriz para o 

espaço intermembranar, via COX. Assim, o potencial de membrana será ampliado 

a partir da atividade da GalLDH (BARTOLI et al., 2005; SAREWICZ e OSYCZKA, 

2015).  

 

3.3.1 L-galactona-1,4-lactona desidrogenase (GalLDH) 

A enzima GalLDH é uma aldonolactona oxidorredutase do grupamento 

vanilil-álcool oxidase, da família das flavoproteínas (LEFERINK et al., 2008a). Em 

plantas ela foi identificada primordialmente no ano de 1954 (ISHERWOOD et al., 

1954; MAPSON et al., 1954) e desde então já ocorreram muitos estudos para 

melhor compreensão da atividade e propriedades da GalLDH (RODRÍGUEZ-RUIZ 

et al., 2017).  

Uma grande parte das flavoproteinas possui um grupamento FAD 

covalentemente ligado à sua estrutura. Esse grupamento age como oxidases, que 

utilizam moléculas de oxigênio para reoxidar a flavina, o que resulta na produção 

de H2O2 (LEFERINK et al., 2008b). A GalLDH também contém um grupamento 

FAD ligado à sua estrutura, porém ela tem baixa afinidade com moléculas de 

oxigênio, por isso a GalLDH não é considerada uma oxidase e sim uma 

desidrogenase (LEFERINK et al., 2008b). 

Foram realizados estudos com mitocôndrias isoladas de tubérculos de 

batata, onde pôde-se averiguar que a atividade da GalLDH influencia diretamente 

no processo respiratório. A relação da GalLDH com a respiração celular permite 

sugerir que a mesma se localiza na membrana interna das mitocôndrias, estando 
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a mesma acoplada à CTEm (BARTOLI et al., 2000). Mais especificamente, ela 

apresenta uma associação direta com o CI da CTEm (MAJED, 2016). 

A última etapa da biossíntese do AA é catalisada pela GalLDH, uma via 

conhecida pelo nome ‘’Smirnoff-Wheeler’’, acontece no interior das mitocôndrias 

sendo marcada pela oxidação da GalL ao AA (BARTOLI et al., 2000; MILLAR et 

al., 2003; LANDI et al., 2015). Segundo Ôba et al. (1995) e Bartoli et al. (2005), o 

Cit c recebe elétrons transferidos diretamente da GalLDH, assim o Cit c irá reduzir 

a COX para que esta, possa reduzir o O2 a H2O.  

A GalLDH é uma enzima muito importante, já que é responsável pela 

geração do AA. Ela se constitui em um monômero composto por uma cadeia de 

598 aminoácidos, em um peso molecular de 57 Da (PATERAKI et al., 2004). 

Ainda segundo Pateraki et al. (2004), possivelmente possui três regiões 

transmembranares e uma identidade análoga em espécies diferentes, podendo 

chegar a 80% de identidade análoga, dados comprovados por eles nos estudos 

de Arabidopsis, batata, morango, tomate, couve-flor e batata-doce. 

De acordo com Bartoli et al. (2000), a localização da GalLDH nas 

mitocôndrias é na membrana interna delas, fixada à CTEm, etapa final da 

respiração. O GalL transportado do citosol é oxidado facilmente devido ao sítio 

ativo da GalLDH, já que ele está voltado para a fase externa das cristas 

mitocondriais. Foi realizado um estudo com mitocôndrias de tubérculos de batata, 

onde revelou que a GalLDH influencia diretamente no processo respiratório. O 

estudo mostrou que com a adição de 5 mM de GalL e também de outros 

substratos da respiração mitocondrial, como o NADH e o ADP, o consumo de O2 

subiu cerca de 20%, assim como se elevou a produção de AA (BARTOLI et al., 

2000). 

Outros estudos revelaram que a atuação da GalLDH também é relevante 

no trânsito de elétrons via CI em mitocôndrias de plantas (PINEAU et al., 2008). 

Já que ela reage diretamente com o Cit c, sua atuação estaria impedindo que a 

via principal de elétrons ocorresse em sua totalidade (BARTOLI et al., 2005). Com 

o Cit c reduzido pela GalLDH, seria impedido de receber elétrons provenientes 

inicialmente do CI e CIII, impedindo o transporte de H+ da matriz para o espaço 

intermembranar que esses complexos realizam (SAREWICZ e OSYCZKA, 2015; 

JONES et al., 2017). A AOX estando ativa permite o recebimento dos elétrons 

vindos do CI, mantendo o bombeamento de H+ ativo pelo CI (YOSHIKAWA e 
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SHIMADA, 2015). Porém, com esta atividade da AOX, ela não permite que esses 

elétrons passem para o CIII, então ela evita que o CIII bombeie esses H+ para o 

espaço intermembranar (YOSHIKAWA e SHIMADA, 2015). Dessa maneira, com o 

CIII sem receber elétrons, não haverá transferência de elétrons para o Cit c, 

assim, a atividade GalLDH será efetiva na redução do Cit c (BARTOLI et al. 

2005). O Cit c, então, poderá reduzir o CIV permitindo assim o transporte de dois 

H+ da matriz para o espaço intermembranar (BARTOLI et al., 2005; TAIZ et al., 

2017). Assim sendo, a atividade GalLDH vai interferir na criação do H+, 

causando uma alteração no potencial de membrana.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Obtenção e padronização do material vegetal 

Foram utilizados frutos de mamão ‘Golden’ (Carica papaya L.) obtidos em 

um mercado de Campos dos Goytacazes, RJ. Os frutos selecionados estavam 

maduros fisiologicamente, correspondendo ao estádio 1 de amadurecimento (fruto 

com no máximo 15% da superfície da casca amarelada, rodeada de verde claro) 

(RITZINGER e SOUZA, 2000). 

Os frutos de mamão foram então previamente higienizados e a firmeza foi 

avaliada utilizando um texturômetro (Texture Analyser, modelo TA. XT Express, 

UK). A ponta de prova tem 2 mm de diâmetro, com deslocamento vertical de 1 cm 

da superfície da casca e aprofundando-se no mesocarpo. O ensaio teve 

velocidade de 2 mm s-1, com ajuste de 0,1961 N. 

A coloração da casca foi determinada a partir da medição do ângulo de 

cor hue (0° = vermelho, 90° = amarelo, 180° = verde, 360° = azul), utilizando um 

colorímetro portátil (Croma meter, modelo CR-300, Minolta, Japão), sendo 

realizadas três medições equidistantes por fruto, diretamente sobre a casca, 

sempre na região equatorial (McGUIRE, 1992). 

 

4.2 Extração e purificação das mitocôndrias em extrato de polpa de mamão 

O procedimento para extração e purificação das mitocôndrias seguiu o 

protocolo estabelecido por Oliveira et al. (2015). Todo o procedimento foi 

realizado a 4 ºC, utilizando aproximadamente 300 g de tecido da polpa, o qual foi 
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homogeneizado em solução tampão com o auxílio de uma centrífuga (Juicer, 

Walita R16720). A solução tampão para a extração foi composta de 0,4% (p/v) 

PVP-25, manitol 0,35 moles.L-1, BSA 0,1% (p/v), MOPS 50 mmoles.L-1, EDTA 3 

mmoles.L-1, Cys 8 mmoles.L-1, o pH desta solução foi ajustado para 7,4. Após a 

homogeneização da polpa do mamão com a solução tampão, o material foi 

filtrado em uma camada de Miracloth (Calbiochem, CA, USA) e duas camadas de 

gaze. O material foi centrifugado por 15 minutos a 1.500 g, sendo o pellet 

descartado e o sobrenadante centrifugado novamente por 15 minutos a 15.000 g. 

Desta centrifugação foi aproveitado o pellet, o qual foi resuspendido utilizando 

tampão de lavagem composto de BSA 0,1% (p/v), EDTA 0,5 mmoles.L-1, manitol 

0,35 moles.L-1, MOPS 10 mmoles.L-1 sendo ajustado seu pH para 7,2. O material 

que foi ressuspendido passou por mais uma centrifugação de 8 minutos a 1.000 

g, sendo descartado o pellet e aproveitado o sobrenadante. O sobrenadante foi 

centrifugado novamente, por 15 minutos a 9.000 g, sendo obtidas, no precipitado, 

a fração de mitocôndrias lavadas, com descarte do sobrenadante. 

O extrato de mitocôndrias lavadas passou por um processo de purificação, 

para aumentar a concentração de mitocôndrias íntegras no extrato e que seja 

garantido o mínimo possível de resíduos descartáveis, como mitocôndrias 

rompidas com o processo de lavagem ou até mesmo fragmentos de outras 

organelas. Nesse processo, o precipitado foi desprendido do recipiente com o 

auxílio de 1 mL da solução tampão de lavagem e um pincel com cerdas macias, 

sendo realizados movimentos leves de fricção deste precipitado contra a parede 

do tubo de centrifugação.  

Para a purificação foi utilizado um gradiente Percoll contendo o precipitado 

com a fração de mitocôndrias lavadas e o gradiente Percoll.  Este gradiente é 

composto de tampão de purificação contendo 22,5 % de Percoll (v/v), manitol 0,6 

mmoles.L-1, MOPS 10 mmoles.L-1, BSA 0,5% (p/v) pH 7,2. Este extrato com as 

mitocôndrias lavadas foi centrifugado novamente, por 45 minutos a 12.000 g. Para 

identificar a presença das mitocôndrias na solução, foi observado no tubo de 

centrifugação a formação de um halo com coloração castanha, na região de 

interface entre o terço inferior e o mediano. Com o auxílio de uma pipeta Pasteur, 

descartou-se todo o líquido superior e inferior a esse halo. Esse halo com a fração 

de mitocôndrias purificadas foi transferido para outro tubo utilizando uma pipeta 

Pasteur, com cuidado para que as mitocôndrias não fossem rompidas. Foi 
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acrescentada a esse tubo, uma solução tampão de lavagem com 

aproximadamente 10 mL e em seguida centrifugado por 15 min a 10.000 g, 

coletando o precipitado com as mitocôndrias purificadas. A concentração de 

proteínas foi analisada utilizando um comprimento de onda igual a 595 nm no 

espectrofotômetro seguindo os padrões descritos por Bradford (1976). 

Em todos os ensaios de atividade respiratória foram utilizados extratos 

mitocondriais com no mínimo 70% de mitocôndrias íntegras. A integridade 

mitocondrial foi avaliada a partir da atividade da COX pela adição do Cit c 

conforme método proposto por Sweetlove et al. (2007). A COX está localizada na 

membrana mitocondrial interna e necessita do Cit c em sua forma reduzida como 

doador de elétrons. Por se tratar de uma proteína de grande peso molecular, o Cit 

c não é capaz de atravessar a membrana intacta de uma mitocôndria. Sendo 

assim, a atividade da COX não deve ser alterada significativamente quando 

mitocôndrias íntegras são incubadas com o Cit c. Assim, para estimar a 

integridade mitocondrial foi feita a comparação da atividade da COX, na ausência 

e presença de Triton X-100, um detergente capaz de romper a membrana 

(SWEETLOVE et al., 2010). A atividade da COX foi quantificada em extrato 

mitocondrial em meio de reação contento Cit c, a partir do consumo de O2 

utilizando um eletrodo de O2 do tipo Clark (Hansatech, Respire 1, UK).  

O ensaio foi conduzido na temperatura de 25°C. Foi adicionado ao eletrodo 

de O2 do tipo Clark 500 μL de solução de leitura e 100 μL de mitocôndrias 

purificadas. A reação iniciou com a adição de 20 μL de AA 500 mmoles.L-1, sendo 

registrada a taxa respiratória (a) e anotado para utilizar no cálculo abaixo. Depois 

foi adicionado 10 μL de Cit c 5 mmoles.L-1 e também foi registrada a taxa 

respiratória (b). Por último, foram adicionados 5 μL Triton X-100 10% (v/v), 

registrando a taxa respiratória novamente (c). Dessa forma, foi possível calcular a 

integridade de membrana a partir da atividade respiratória nas condições 

descritas acima, segundo o método proposto por Sweetlove et al. (2007). O 

percentual de integridade de membrana mitocondrial foi dado pela equação a 

seguir: 
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4.3 Aplicação dos tratamentos e quantificação da taxa respiratória em 

mitocôndrias purificadas 

A taxa respiratória foi determinada pelo consumo de O2 em extratos de 

mitocôndrias purificadas extraídas da polpa do mamão com o auxílio de um 

eletrodo de O2 do tipo Clark (Hansatech, Respire 1, UK), em meio aquoso. A 

temperatura para essa avaliação foi de 25ºC. Utilizando 1 mg de mitocôndria 

purificada, por ensaio, em 1 mL de meio de reação contendo: manitol 0,35 

moles.L-1, tampão fosfato 10 mmoles.L-1, KCl 10 mmoles.L-1, MgCl2 5 mmoles.L-1, 

BSA 0,5% (p/v), com pH 7,2. 

A atividade respiratória foi medida com a adição de 10 µL de NADH 8 

mmoles.L-1. Para verificar a taxa de fosforilação foi adicionado 100 nmoles de 

ADP. Após o consumo de todo ADP, pode-se então obter o coeficiente 

respiratório (CR), medindo a razão entre o consumo de oxigênio antes e após a 

adição de ADP, que representa a eficiência de fosforilação das mitocôndrias. 

Após a medição da atividade respiratória, foi medida a participação das 

vias que consomem oxigênio, para isso após o consumo de todo ADP foram feitas 

adições sequenciais de ácido salicil hidroxâmico (SHAM) 4 mmoles.L-1, para inibir 

a AOX e azida de potássio (KN3) 3 mmoles.L-1, para inibir a COX. Após adição de 

SHAM e KN3 todas as oxidases terminais se encontram inibidas e qualquer 

consumo de O2 é considerado respiração residual, não sendo devida à COX, nem 

à AOX. 

A partir dessas adições de substratos e inibidores foi possível obter os 

traçados a partir do software Oxytherm (Hansatech, UK) para a determinação das 

taxas respiratórias, específicas, da preparação mitocondrial. Com isto, foi possível 

determinar e comparar os percentuais de consumo de O2 total, a respiração 

referente à atividade AOX e a participação da via COX. 

Foi feita também a medição da respiração a partir do estímulo à atividade 

da GalLDH como principal rota para o fornecimento de elétrons para a CTEm. 

Para isso foram utilizados tratamentos semelhantes aos citados anteriormente, 

acrescido de GalL 5 mmoles.L-1, como substrato para a GalLDH que irá reduzir o 

Cit c e alimentar a redução de O2 pela via COX da CTEm (ÔBA et al., 1995). 

Neste ensaio foram utilizados os inibidores, rotenona e difenileniodônio (DPI), 

para inibir, respectivamente, o CI e a GalLDH. Assim, foram montados os 
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seguintes tratamentos, sendo registrado o consumo de O2 por cerca de 3 min 

após cada adição: 

Tratamento 1: Respiração a partir do uso de GalL como único substrato 

GalL 5 mmoles.L-1 , ADP 50 mmoles.L-1, SHAM 4 mmoles.L-1 e KN3 3 

mmoles.L-1;  

Tratamento 2: Respiração a partir do uso de NADH como único substrato 

NADH 8 mmoles.L-1, ADP 50 mmoles.L-1, SHAM 4 mmoles.L-1 e KN3 3 

mmoles.L-1; 

Tratamento 3: Efeito da inibição do complexo I na respiração a partir do 

uso de GalL como único substrato 

Rotenona 4 mmoles.L-1, GalL 5 mmoles.L-1, ADP 50 mmoles.L-1, SHAM 4 

mmoles.L-1 e KN3 3 mmoles.L-1; 

Tratamento 4: Efeito da inibição do complexo I na respiração a partir do 

uso de NADH como único substrato 

Rotenona 4 mmoles.L-1, NADH 8 mmoles.L-1, ADP 50 mmoles.L-1, SHAM 

4 mmoles.L-1 e KN3 3 mmoles.L-1; 

Tratamento 5: Efeito da inibição da atividade GalLDH na respiração a 

partir do uso de GalL como único substrato 

DPI 2 mmoles.L-1, GalL 5 mmoles.L-1, ADP 50 mmoles.L-1, SHAM 4 

mmoles.L-1 e KN3 3 mmoles.L-1; 

Tratamento 6: Efeito da inibição da atividade GalLDH na respiração a 

partir do uso de NADH como único substrato 

DPI 2 mmoles.L-1, NADH 8 mmoles.L-1, ADP 50 mmoles.L-1, SHAM 4 

mmoles.L-1 e KN3 3 mmoles.L-1.  

 

4.4 Determinação da atividade da GalLDH em extrato de mitocôndrias purificadas 

A atividade da GalLDH foi avaliada por espectrofotometria, utilizando o 

método proposto por Ôba et al. (1995), com algumas modificações. 

O método tem como princípio a detecção da redução do Cit c utilizando o 

GalL como substrato. As mitocôndrias purificadas foram adicionadas em tampão 

Tris 50 mmoles.L-1 com pH 7,8 contendo Cit c 5 mmoles.L-1, GalL 5 mmoles.L-1 e 

detergente Triton® 5% para possibilitar a entrada de Cit c no interior da organela. 

Também estava presente no meio de reação KN3 5 mmoles.L-1, para manter a 

redução de Cit c facilitando a atividade da GalLDH. A redução de Cit c por GalL 
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foi monitorada por 2 minutos, em intervalos de 10 segundos, no comprimento de 

onda de 550 nm. Foram utilizados os mesmos tratamentos citados anteriormente. 

Os dados foram expressos como μmol Cit c reduzido min-1mg proteína-1. 

 

4.5 Produção de AA em extrato de mitocôndrias purificadas 

As mitocôndrias purificadas foram utilizadas para a quantificação da 

produção de AA, sendo realizada em um cromatógrafo líquido de alta 

performance (HPLC), modelo LC-10AD (Shimadzu, Japan) acoplado a um 

registrador/integrador – chromatopac, modelo C-R6A (Shimadzu, Japan). O 

cromatógrafo foi equipado com uma coluna “Spherisorb ODS C18”. Os resultados 

foram apresentados em mg ácido ascórbico 100 g massa fresco-1, seguindo o 

método proposto por Benlloch et al. (1993). 

É importante frisar que para realizar a análise no HPLC, a quantidade 

máxima de amostra deve ser de 250 l, incluindo o extrato mitocondrial e os 

demais componentes do meio de reação. Os tratamentos foram acondicionados 

em tubos eppendorf de 1,0 mL conforme descrição anterior, sendo mantidos em 

repouso por 2 horas antes de iniciada as determinações. Após 2 h os tubos foram 

centrifugados a 10.000 g por 5 minutos, a 4 ºC. Após centrifugação foi coletado o 

sobrenadante e transferido para outro recipiente, sendo adicionado dois sais 100 

mmoles.L-1, pH 3,0 (KH2PO4) e 100 mmoles.L-1, pH 10,4 (K2HPO4) que quando 

misturados se tornaram uma solução tampão, deixando descansar por 10 

minutos. Após esse descanso, foi adicionado ácido trifluoroacetico (TFA) 5% (v/v) 

para parar a reação. Após isso, os extratos foram levados para a leitura em 

HPLC. Foram utilizados os mesmos tratamentos citados anteriormente. 

As amostras foram filtradas com o auxílio de uma seringa e com filtro de 

nylon em PVDF, com diâmetro de poro de 0,22 μm e 0,45 μm. Para a leitura, o 

aparelho HPLC utilizou uma solução tampão, contendo os dois sais K2HPO4 e 

KH2PO4 a 100 mmoles.L-1 pH 7,0. Das amostras, 20 μL foram injetados no 

cromatógrafo líquido de alta performance (HPLC) para leitura do pico de AA. O 

tempo de corrida foi de 10 minutos, sendo que o pico de AA foi identificado entre 

3 e 5 minutos de corrida. Os resultados foram expressos em μmol.mg proteína-1. 

 

 

 



26 

 

 

 

4.6 Determinação do Δ em extrato de mitocôndrias purificadas  

Para determinar o Δ foi utilizado o marcador  afranina O, um corante 

que é distribuído eletroforeticamente na mitocôndria. Essa distribuição da 

 afranina está relacionada aos grupos que são hidrofóbicos com cargas 

negativas, que estão presentes na membrana mitocondrial interna. Quando a 

célula oxida substratos e em consequência disso começa a gerar um Δ, irá 

ocorrer a mudança no espectro de absorção da safranina. Sendo assim, a 

fluorescência da safranina irá diminuir de acordo com o potencial de membrana 

gerado (AKERMAN E WIKSTRÖM, 1976). Assim sendo, a formação do Δ está 

relacionada com a redução no valor de fluorescência obtido, quanto menor o valor 

de fluorescência registrado, maior será o Δ real.  

A leitura da fluorescência foi realizada em leitor de placas de “Elisa” 

utilizando os comprimentos de onda de excitação de 490 nm e emissão de 590 

nm, em um espectrofluorímetro (Hitachi, F-4500, Japan). Os ensaios foram 

constituídos de tampão de reação, 5 μL de mitocôndrias purificadas, ADP 50 

mmoles.L-1, SHAM 5 mmoles.L-1, KN3 5 mmoles.L-1 e SHAM 5 mmoles.L-1 + KN3 5 

mmoles.L-1. Também foi adicionado o carbonilcianida-3-clorofenilhidrazona 

(CCCP) 100 mmoles.L-1, como desacoplador, o que possibilitou confirmar a 

integridade da membrana. 

Os ensaios para medir o Δ foram os mesmos propostos para medir a 

taxa respiratória, com a exceção dos com rotenona e DPI. Porém, vale ressaltar 

que foi necessário acrescentar um ensaio controle, composto de apenas 

mitocôndrias purificadas, meio de reação e safranina 5 mmoles.L-1. Assim, 

diferente dos outros tratamentos da quantificação da taxa respiratória, a safranina 

5 mmoles.L-1 foi adicionada em todos os ensaios do Δ.  

Para avaliar a influência da atividade da GalLDH sobre a geração do Δ, 

foram montados dois tratamentos. O tratamento número um, onde foi utilizado 

NADH como substrato da CTEm a ser oxidado pelo CI. E, o tratamento número 

dois, onde foi utilizado GalL como substrato da CTEm a ser oxidado pela GalLDH. 

O primeiro ensaio intitulado de ‘Controle’ foi empregado de forma que a 

mitocôndria estivesse em seu estado basal, não sendo acrescentado nenhum 

substrato nem inibidor, sendo utilizado como comparativo para os demais, quando 

foram acrescentados substratos e inibidores da CTEm. Neste ensaio estavam 
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presentes 5 µL de mitocôndrias purificadas, safranina 5 mmoles.L-1 e meio de 

reação contendo manitol 0,35 moles.L-1, tampão fosfato 10 mmoles.L-1, KCl 10 

mmoles.L-1, MgCl2 5 mmoles.L-1, BSA 0,5% (p/v), com pH 7,2. 

Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias de fluorescência 

(UAF).  

 

4.7 Quantificação da produção de ATP 

Para medir a capacidade da mitocôndria em sintetizar ATP concomitante 

à síntese de AA foi utilizado o método proposto por Yamamoto et al. (2002) com 

adaptações. Foram incubados 50 µg de mitocôndrias purificadas em um meio de 

reação contendo sacarose 150 mmoles.L-1, MOPS 10 mmoles.L-1, MgCl2 5 

mmoles.L-1, KCl 7,5 mmoles.L-1, KHPO4 7,5 mmoles.L-1 e GalL 5 mmoles.L-1 

durante 10 min. A reação foi iniciada com a adição de 50 µmoles.L-1 de ADP e 10 

mmoles.L-1 de malato, e seguiu incubado por 30 minutos a 25°C. Foram 

realizadas reações controle, conduzidas sem a presença de malato, ADP e GalL 5 

mmoles.L-1. Após período de incubação o extrato mitocondrial foi resfriado a 4 ºC, 

seguido de centrifugação a 9.000 g por 15 minutos. Uma amostra de 200 µL do 

sobrenadante foi utilizada para a quantificação do ATP, expresso pelo ensaio 

bioluminescente baseado no método luciferina-luciferase (Sigma-Aldrich, FLAA-

1KT), utilizando um espectrofotômetro de luminescência (Shimadzu, RF5301PC, 

Japan), com comprimento de onda de emissão de 560 nm. 

A reação iniciou com a adição de 10 μL da mistura para o ensaio 

bioluminescente (Sigma-Aldrich, FLAAM) em um meio contendo 1.890 μL de 

tampão de ensaio (tampão tricino 50 mmoles.L-1, BSA 0,01% (p/v), EDTA 1 

mmoles.L-1, DTT 1 mmoles.L-1 e MgSO4 10 mmoles.L-1, pH 7,8) e 100 μL da 

amostra. Essa reação foi monitorada por 1 min. Previamente foi realizada uma 

curva de calibração com concentração da solução padrão de ATP variando de 0,1 

a 10 µmol, para a expressão dos dados de análise. Os dados foram expressos em 

nmol ATP µg proteína-1. 

 

4.8 Análise estatística  

Os dados foram analisados utilizando-se pelo menos 5 preparações 

mitocondriais distintas. Após a coleta, os dados foram submetidos a ANOVA e as 

médias desses dados foram comparados pelo teste de Tukey em nível de 5% de 
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probabilidade, com o auxílio do programa estatístico R Studio. Os dados foram 

apresentados com média + erro padrão. Os pressupostos da análise de variância 

foram verificados a fim de garantir confiabilidade na análise de variância, sendo 

eles homocedasticidade, normalidade e independência dos resíduos e 

esfericidade. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

O isolamento e purificação de mitocôndrias, por meio de um gradiente de 

Percoll, possibilitou a obtenção de extratos com mais de 80% de mitocôndrias 

íntegras. Ainda, as preparações apresentaram um coeficiente respiratório (CR) de 

2,3, indicando um nível satisfatório de acoplamento mitocondrial na oxidação do 

NADH (OLIVEIRA et al., 2017). 

A caracterização quanto à coloração da casca e firmeza dos frutos de 

mamão ‘Golden’ está representada na Figura 2. 

                

Ângulo de cor hue (°h): 113,2 ± 2,5; Firmeza (N): 17,4 ± 1,5 

Figura 2: Foto ilustrativa dos frutos de mamão ‘Golden’ usados para as análises 
de coloração da casca, firmeza da polpa e extração das mitocôndrias. 
Apresentados os valores médios do ângulo de cor hue casca e firmeza dos frutos. 
n = 10. 
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Para que se possa caracterizar o estádio de amadurecimento dos frutos, 

foram necessárias as medidas quanto a firmeza do fruto e o ângulo de cor hue da 

casca. Neste trabalho foram obtidos valores médios de 113,2 °h para o ângulo de 

cor hue e 17,4 N para a firmeza do fruto (Figura 2). Souza et al. (2014) realizaram 

experimentos com mamão ‘Golden’ entre o primeiro e o terceiro dia após a 

colheita e obtiveram resultados parecidos para o ângulo hue, o qual variou entre 

112,1 °h e 104,3 °h. 

O consumo de O2 total e a participação da COX e AOX utilizando NADH 8 

mmoles.L-1 como substrato respiratório estão representados na Figura 3. A 

respiração total foi de 77,9 nmol O2 min-1 mg proteina-1. Os resultados obtidos 

demonstram que a participação da COX em consumir O2 foi de aproximadamente 

90% enquanto que a da via AOX foi de apenas 10% nos frutos de mamão 

utilizados no experimento (Figura 3). A menor participação da via AOX no 

consumo de O2 nas amostras de mitocôndrias analisadas está relacionada ao 

estádio verde de maturação do mamão. 

 

 

Figura 3: Taxa de consumo total de O2 (RT), consumo de O2 da AOX (respiração 
resistente a KN3 3 mmoles.L-1) e consumo de O2 da COX (respiração resistente ao SHAM 
4 mmoles.L-1) em mitocôndrias purificadas de polpa de mamão ‘Golden’, utilizando NADH 
8 mmoles.L-1 como substrato respiratório. As barras representam a média de 5 extrações 
independentes com o erro padrão. Letras iguais sobre as barras representam médias 
iguas pelo teste Tukey, p<0,05. 

 
 
 

Os resultados obtidos corroboram com as características do material 

vegetal, que se encontra no estádio 1 de amadurecimento. Dados semelhantes 
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foram obtidos por Silva et al. (2015) com mamões UENF/Caliman01 e Tainung 01 

quando se verificou que a participação da via COX no consumo de O2 foi maior 

que da via AOX, sendo de 65% e 35%, respectivamente. Este é um evento 

normalmente observado em frutos considerados climatéricos, onde a diminuição 

na atividade da via COX irá favorecer a elevação da participação da via AOX no 

consumo de O2, o que indica que esse órgão está entrando ou está na fase de 

transição para a fase de senescência (CONSIDINI et al., 2001; MAZORRA et al., 

2013; OLIVEIRA et al., 2015; SILVA et al., 2015). 

No processo de amadurecimento, a participação da AOX tende a 

aumentar significativamente, proporcionando um aumento na taxa respiratória 

(OLIVEIRA et al., 2015). A maior participação da AOX pode prevenir a super 

redução dos complexos da CTEm, evitando a produção de ERO. Um ponto 

importante da síntese de ATP, é que se for sintetizado em grande quantidade ele 

pode inibir o processo respiratório (RAMZAN et al., 2010). Sendo assim, o 

aumento na atividade da AOX pode ser interpretado também, como uma 

alternativa para a manutenção do trânsito de elétrons da CTEm, diminuindo assim 

a síntese de ATP e um possível bloqueio do processo respiratório. 

A aplicação de rotenona junto com o substrato NADH resultou em 

diminuição no consumo de O2 na comparação com o tratamento com apenas 

NADH (Figura 4). Quando estavam presentes no meio de reação NADH + 

rotenona o consumo total de O2 foi de 49,9 nmol O2 min-1 mg proteína-1, o que 

mostra uma queda de pouco mais de 37% na taxa de respiração total do extrato 

mitocondrial devido à presença do inibidor do CI (Figura 4). Pode-se observar 

então que a participação do CI foi menor se comparado com o tratamento 

anterior, devido à presença de rotenona, seu inibidor, nesse tratamento. Na 

presença de rotenona a participação da via COX foi de aproximadamente 93%, 

contra apenas 7% da participação da AOX (Figura 4). A inibição do CI interferiu 

na participação das duas oxidases terminais, diminuindo a participação da via 

AOX e aumentando a participação da via COX. A participação da AOX foi 30% 

menor do que quando não estava presente no meio a rotenona (Figura 4). 
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Figura 4: Taxa de consumo total de O2 (RT), consumo de O2 da AOX (respiração 
resistente a KN3 3 mmoles.L-1) e consumo de O2 da COX (respiração resistente ao SHAM 
4 mmoles.L-1) em mitocôndrias purificadas de polpa de mamão ‘Golden’, utilizando NADH 
8 mmoles.L-1 como substrato respiratório acrescido de rotenona 4 mmoles.L-1 como 
inibidor do CI. As barras representam a média com o erro padrão, e as letras a diferença 
estatística das médias em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 

 
 
 

Foi avaliado também, o efeito da aplicação de DPI no meio de reação 

juntamente com o NADH. Os resultados obtidos demonstraram que o consumo 

total de O2 foi de 60,8 nmol O2 min-1 mg proteína-1 quando estava presente o DPI 

(Figura 5), valor este diferente dos 77,9 nmol O2 min-1 mg proteína-1 na presença 

apenas de NADH (Figura 3). Na presença de DPI verifica-se uma alteração na 

participação da COX no consumo de O2 na comparação com a condição onde 

estava presente apenas o NADH, sendo a mesma de aproximadamente 75%, 

enquanto a participação da via AOX foi de 25% (Figura 5). A inibição da GalLDH 

favoreceu o aumento na participação da AOX, que saiu de 7% para 25% depois 

da aplicação do DPI no meio de reação. 
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Figura 5: Taxa de consumo total de O2 (RT), consumo de O2 da AOX (respiração 
resistente a KN3 3 mmoles.L-1) e consumo de O2 da COX (respiração resistente ao SHAM 
4 mmoles.L-1) em mitocôndrias purificadas de polpa de mamão ‘Golden’, utilizando NADH 
8 mmoles.L-1 como substrato respiratório acrescido de DPI 2 mmoles.L-1 como inibidor da 
atividade da GalLDH. As barras representam a média com o erro padrão, e as letras a 
diferença estatística das médias em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 

 
 
 
Sendo assim, tais resultados confirmariam a hipótese de Schimmeyer et 

al. (2016) de que a GalLDH seria uma enzima de dupla função na célula e com 

Rodríguez-Ruiz et al. (2017), que sugeriram que a enzima interage com as vias 

oxidases respiratórias. Alhagdow et al. (2007) demonstraram que o silenciamento 

do gene que codifica a GalLDH em tomate (Solanum lycopersicum) não alterou a 

concentração de AA, mas influenciou no crescimento das plantas e frutos. Os 

autores concluíram que a GalLDH além de sintetizar AA, teria papel importante na 

regulação de processos relacionados ao crescimento celular nas plantas. 

Portanto, com a GalLDH inibida pelo DPI, a via AOX intensificou sua atividade no 

papel de crescimento das plantas, já que uma de suas funções está relacionada 

com a proteção contra estresse (GÓMEZ et al., 2008; ASGHARI AND AGHDAM, 

2010; WANG et al., 2013; PEROTTI et al., 2014). Segundo Vanlerberghe et al. 

(2020), a AOX tem participação importante na alocação de carbono nas plantas, 

com efeito no crescimento vegetal, principalmente sob condições de estresse 

abiótico, sendo considerada um “alvo” para estudos que visam à melhoria na 

produção agrícola. 

Quando foi utilizado o GalL como substrato respiratório, a taxa de 

consumo total de O2 foi de 23,8 nmol O2 min-1 mg proteína-1, enquanto o consumo 
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de O2 da AOX e COX foi de 8,9 nmol O2 min-1 mg proteína-1 e 14,8 nmol O2 min-1 

mg proteína-1, respectivamente (Figura 6), aproximadamente três vezes menor 

que aquela verificada quando se utilizou NADH como substrato respiratório 

(Figura 3). O GalL pode ser considerado um substrato respiratório, uma vez que o 

mesmo ao ser oxidado pela GalLDH para formar AA necessariamente contribui 

com a redução de Cit c que, por consequência, irá doar estes elétrons à COX 

(ÔBA et al., 1995; SZARKA et al., 2013).  

 

 

Figura 6: Taxa de consumo total de O2 (RT), consumo de O2 da AOX (respiração 
resistente a KN3 3 mmoles.L-1) e consumo de O2 da COX (respiração resistente ao SHAM 
4 mmoles.L-1) em mitocôndrias purificadas de polpa de mamão ‘Golden’, utilizando GalL 5 
mmoles.L-1 como substrato respiratório. As barras representam a média com o erro 
padrão, e as letras a diferença estatística das médias em 5% de probabilidade pelo teste 
de Tukey. 

 
 
 
Apesar de diminuir a taxa de consumo total de O2 no extrato mitocondrial, 

a utilização de GalL como substrato respiratório aumentou significativamente a 

participação da AOX no consumo de O2, passando de 10% quando foi utilizado o 

NADH (Figura 3) como único substrato para 37% (Figura 6). Segundo Souza et al. 

(2014) e Oliveira et al. (2015), estudos indicaram participação evidente da via 

AOX em frutos climatéricos mostrando como ela pode aumentar sua atividade 

conforme esses órgãos se aproximam da senescência. A respiração total foi 

estatisticamente semelhante a COX, porém não foi semelhante a AOX em 5% de 

probabilidade pelo teste de Tukey. Entretanto, como se pode visualizar na figura 



35 

 

 

 

6, COX e AOX não apresentam diferença estatística em 5% de probabilidade pelo 

teste de Tukey. 

Algumas funções da AOX já foram detectadas durante a fase de 

amadurecimento, funções essas que podem explicar sua maior atividade e 

participação no consumo de O2. A via AOX pode servir como controladora da 

respiração levando ao climatério, ou até mesmo controlando o consumo de O2. 

Ela também pode favorecer a senescência em algumas espécies e causa uma 

influência positiva no sistema II da biossíntese do etileno, reduzindo a vida útil 

destes órgãos depois da colheita (GÓMEZ et al., 2008; ASGHARI AND AGHDAM, 

2010; WANG et al., 2013; PEROTTI et al., 2014), o que pode explicar a maior 

participação dessa via. 

De acordo com os resultados apresentados, a taxa respiratória total 

utilizando o GalL como substrato, não diferiu estatisticamente na presença de 

KN3, bloqueador da COX; porém na presença de SHAM, bloqueador da AOX, foi 

diferente (P<0,05) (Figura 6). A inclusão do DPI no meio de reação contendo 

apenas GalL como substrato respiratório mostrou redução expressiva na taxa 

respiratória das mitocôndrias isoladas. O consumo total de O2 foi de 12,4 nmol O2 

min-1 mg proteína-1 (Figura 7), aproximadamente metade do que foi registrado 

(23,8 nmol O2 min-1 mg proteína-1) pelas mitocôndrias consumindo GalL na 

ausência de DPI (Figura 6).  

A presença de DPI no meio de reação alterou a participação da AOX e da 

COX no consumo de O2 das mitocôndrias, se comparado com o registrado na 

ausência deste. Foram verificados na presença de DPI os valores do consumo de 

O2 das vias terminais AOX e COX, 1,5 nmol O2 min-1 mg proteína-1 e 10,8 nmol O2 

min-1 mg proteína-1, respectivamente (Figura 7). O consumo de O2 das vias AOX e 

COX na ausência de DPI foi maior, sendo 8,9 nmol O2 min-1 mg proteína-1 e 14,8 

nmol O2 min-1 mg proteína-1, respectivamente (Figura 6). O DPI é um inibidor de 

flavoenzimas (O’DONNELL et al., 1994; YOKAWA et al., 2016), usado para inibir 

a enzima GalLDH, que possui um grupo flavina em sua estrutura (LEFERINK et 

al., 2008b). Assim, haverá menor oxidação do GalL para a redução de Cit c e 

consequentemente menor entrada de elétrons na CTEm e queda no consumo 

total de O2 (Figura 7). Segundo Ôba et al. (1995) e Bartoli et al. (2005), a 

participação do Cit c é fundamental para a atividade da GalLDH, quando o Cit c 

recebe elétrons transferidos diretamente da GalLDH, para depois reduzir a COX e 
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assim ela possa reduzir o O2 a H2O. Assim como mencionado em relação aos 

dados da respiração na presença de GalL como substrato respiratório (Figura 6), 

a adição de DPI no meio de reação não mudou a proporção na participação das 

vias AOX e COX (Figura 7). A respiração total não diferiu estatisticamente 

(P<0,05) à COX, mas diferente (P<0,05) da AOX. Por outro lado, a participação 

da COX não diferiu (P<0,05) à da AOX. 

 

Figura 7: Taxa de consumo total de O2 (RT), consumo de O2 da AOX (respiração 
resistente a KN3 3 mmoles.L-1) e consumo de O2 da COX (respiração resistente ao SHAM 
4 mmoles.L-1) em mitocôndrias purificadas de polpa de mamão ‘Golden’, utilizando GalL 5 
mmoles.L-1 como substrato respiratório e DPI 2 mmoles.L-1 como inibidor da atividade da 
GalLDH. As barras representam a média com o erro padrão, e as letras a diferença 
estatística das médias em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.  

 
 
 

As medidas da taxa respiratória quando havia GalL como substrato 

respiratório e na presença do inibidor rotenona também representaram 

decréscimo se comparado ao meio com GalL apenas, sendo registrado consumo 

total de O2 de 15,3 nmol O2 min-1 mg proteína-1. O consumo de O2 pela COX e 

pela via AOX foi de 10 nmol O2 min-1 mg proteína-1 e de 5,3 nmol O2 min-1 mg 

proteína-1, respectivamente. Silva (2016) verificou que a atividade da GalLDH é 

influenciada não apenas pela adição de seu inibidor direto, mas também pela 

adição de alguns inibidores dos complexos da CTEm, sendo mencionada a 

rotenona entre eles. A participação da COX foi semelhante (P<0,05) à da AOX e 

da respiração total. Entretanto, a participação da AOX é menor (P<0,05) à da 

respiração total (Figura 8). 
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Figura 8: Taxa de consumo total de O2 (RT), consumo de O2 da AOX (respiração 
resistente a KN3 3 mmoles.L-1) e consumo de O2 da COX (respiração resistente ao SHAM 
4 mmoles.L-1) em mitocôndrias purificadas de polpa de mamão ‘Golden’, utilizando GalL 5 
mmoles.L-1 como substrato respiratório acrescido de rotenona 4 mmoles.L-1 como inibidor 
do CI. As barras representam a média com o erro padrão, e as letras a diferença 
estatística das médias em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 
 
 
 

O tratamento com malato foi o que mais proporcionou a síntese de ATP, 

devido ao fato de ser um substrato que introduz elétrons na CTEm a partir do CI. 

Portanto, quando utilizado como substrato respiratório, além de alimentar a CTEm 

com o fluxo de elétrons, haverá paralelamente o transporte de H+, sendo 

transportados no total dez H+ da matriz mitocondrial para o espaço 

intermembranar, uma vez que todos os elétrons da CTEm sejam usados pela 

COX (MILLAR et al., 2011; SAREWICZ e OSYCZKA, 2015). Sabe-se que a 

capacidade fosforilativa, razão ADP:O, teórica para a completa oxidação do 

malato na CTEm é de 2,4 ATP, considerando que todas as vias alternativas 

estejam inibidas (TAIZ et al., 2017). 

Com a oxidação do malato, o fluxo de elétrons via CI será transferido até 

a UQ que os encaminhará parte para a AOX, e parte para a COX, neste caso, 

antes passando pelo CIII, sendo utilizados estes elétrons (tanto na AOX, como na 

COX) para a redução do O2 a H2O (MAILLOUX e HARPER, 2011; JONES et al., 

2017). 
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Devido ao fluxo de elétrons passar por todos os transportadores da CTEm 

que estão acoplados com o transporte de H+ para a matriz mitocondrial, a 

oxidação de substrato como o malato, tem um alto potencial de geração de ATP. 

Esse tratamento em teoria é o de maior capacidade para a síntese de ATP, já que 

o fluxo de elétrons está ocorrendo normalmente passando por todos os 

complexos que transferem H+. Isso pode ser confirmado pelos resultados obtidos 

e apresentados na Figura 9, onde o tratamento com malato foi o que mostrou 

maior produção de ATP em 5% de probabilidade pelo teste Tukey. 

 

 

Figura 9. Capacidade de síntese de ATP em mitocôndrias isoladas de polpa de mamão 

avaliada a partir da adição de ADP 50 mol.L-1 na presença de malato 10 mmoles.L-1 (em 
todos os ensaios) como substratos respiratórios e em função da adição de rotenona 4 
mmol.L-1 (inibidor do complexo I), KN3 3 mmol.L-1 (inibidor da COX), SHAM 4 mmol.L-1 
(inibidor da AOX), DPI 2 mmol.L-1 (inibidor da GalLDH) e CCCP 100 mmol.L-1 
(desacoplador mitocondrial). As barras representam a média com o erro padrão, e as 
letras a diferença estatística das médias em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.   

 
 
 

Ao inibir o CI, com a adição de rotenona ao meio, a síntese de ATP caiu 

praticamente pela metade (Figura 9). Porém, mesmo assim, houve a produção de 

ATP, o que pode significar que o malato foi utilizado como substrato pelas NADH 

desidrogenase alternativas. Essas NADH desidrogenase irão oxidar o malato e 

transferir elétrons para a UQ (TAIZ et al., 2017). O fato de a síntese de ATP ter 

diminuído, é devido à inibição do CI que deixou de transferir quatro H+ para o 

espaço intermembranar, reduzindo assim o Δ e a síntese de ATP.  
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Similar ao resultado obtido com a inibição do CI ocorreu quando foi inibido 

o CIV com a adição de KN3 ao meio contendo o extrato de mitocôndrias. Por esse 

complexo estar inibido, ele deixará de transferir H+ de um lado para o outro da 

CTEm e também interromperá o fluxo de elétrons provenientes de Cit c. Assim, 

além de não transferir H+ no CIV, também irá cessar o transporte de H+ pelo CIII, 

diminuindo assim a eficiência da CTEm. Neste caso, a única via que está com 

fluxo de elétrons na CTEm é a via AOX, pois o Cit c estará reduzido 

interrompendo o fluxo contínuo de elétrons por aquela via.  

Com a inibição da AOX, ocorreu pequena redução na síntese de ATP se 

comparado ao meio que continha apenas malato. Ao inibir apenas a AOX os 

complexos que transferem H+ ainda continuam ativos, por isso ocorreu síntese 

significativa de ATP. A inibição da GalLDH, com a adição de DPI também 

provocou decréscimo na síntese de ATP (Figura 9). Apesar da GalLDH, a 

princípio, não estar participando da transferência de elétrons, pois não houve 

adição de substrato oxidável pela mesma (no caso, o GalL), muitos autores 

defendem que para um bom funcionamento do CI, a GalLDH deve estar ativa, 

sendo capaz de oxidar substratos (PINEAU et al., 2008; MAJED, 2016). Então, 

estando a mesma inibida, provavelmente houve redução na eficiência do CI, 

reduzindo o fluxo de elétrons pela CTEm, a transferência de H+ e, por 

consequência, a síntese de ATP. 

Com a adição de CCCP a síntese de ATP caiu drasticamente (Figura 9). 

O CCCP agindo como um desacoplador mitocondrial tornou a membrana interna 

da mitocôndria permeável para H+ que estariam no espaço intermembranar. 

Assim, diminuindo o ΔH+ e a síntese de ATP (TAIZ et al., 2017). 

Quando foi acrescentado GalL como substrato respiratório, juntamente 

com o malato, a síntese de ATP foi maior que quando estava presente apenas 

malato (Figura 10). Na presença de GalL e malato, a síntese de ATP praticamente 

duplicou, independente da presença dos inibidores adicionados ao meio. Estes 

resultados confirmam o que foi descrito anteriormente, que o funcionamento da 

GalLDH é imprescindível para o bom funcionamento do CI e, portanto, favorece o 

fluxo de elétrons provenientes do CI (PINEAU et al., 2008; MAJED, 2016). Assim, 

como o estímulo à atividade do CI e da GalLDH, a síntese de ATP duplicou em 

todos os tratamentos, assim como também se observou que o efeito dos 
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inibidores e do desacoplador de membrana (CCCP), teve a mesma resposta 

observada na ausência de GalL (Figura 9). 

A inibição da AOX ou da GalLDH reduziu a produção de ATP pelo extrato 

mitocondrial na mesma proporção, não sendo verificado diferença (P<0,05) entre 

estes dois tratamentos (Figura 10). Cabe ressaltar que a precisão experimental 

das análises pode ser considerada satisfatória, pois foi encontrado coeficiente de 

variação de 10%. Também foi verificado que a inibição do CI e da COX não diferiu 

entre si (P<0,05), mas resultou em menor (P<0,05) produção de ATP em relação 

ao meio onde foram inibidos a AOX e a GalLDH e menor ainda (P<0,05) em 

relação ao controle (na presença apenas dos substratos, GalL e malato) (Figura 

10).  

 

 

Figura 10. Capacidade de síntese de ATP em mitocôndrias isoladas de polpa de mamão 
avaliada a partir da adição de ADP 50 µmol.L-1 na presença de malato 10 mmol.L-1 (em 
todos os ensaios) e GalL 5 mmol.L-1 como substratos respiratórios e em função da adição 
de rotenona 4 mmol.L-1 (inibidor do complexo I), KN3 3 mmol.L-1 (inibidor da COX), SHAM 
4 mmol.L-1 (inibidor da AOX), DPI 2 mmol.L-1 (inibidor da GalLDH) e CCCP 100 mmol.L-1 
(desacoplador mitocondrial). As barras representam a média com o erro padrão e as 
letras a diferença estatística das médias em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.   

 
 
 

Na Tabela 1 pode-se observar os resultados do  em resposta à 

aplicação de inibidores e um desacoplador em extrato mitocondrial em função do 

substrato utilizado. Inicialmente no meio há apenas mitocôndrias purificadas em 

meio de reação e a safranina utilizada para a medição do , nesta condição a 

mitocôndria está em estado basal, sendo mínimo o  registrado. Com a adição 
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dos substratos, individualmente por tratamento, observa-se a formação do 

 sendo este maior quando foi usado NADH em comparação ao meio contento 

GalL (Tabela 1). Isso se deve ao local de oxidação dos substratos na CTEm, o 

que favorece a formação do  quando é utilizado o NADH que introduz elétrons 

na CTEm a partir do CI, diferentemente da oxidação do GalL que introduz 

elétrons, via GalLDH, a partir do Cit c, ou seja, contribuindo menos para a 

formação do . O CI é responsável por oxidar o NADH e nessa oxidação ele 

transfere diretamente H+ da matriz mitocondrial para o espaço intermembranar, 

contribuindo com a formação do potencial de membrana por essa transferência de 

H+. Depois disso, esses elétrons serão transportados dentro da CTEm e passarão 

por outros complexos. Estes também transferem H+ da matriz para o espaço 

intermembranar, sendo eles, o CIII transferindo quatro H+ (MILLAR et al., 2011; 

SAREWICZ e OSYCZKA, 2015) e a COX que transfere mais dois H+ 

(RODRÍGUEZ ROLDÁN et al., 2006; YOSHIKAWA e SHIMADA, 2015) totalizando 

dez H+ na oxidação do NADH.  

 
 
 

Tabela 1. Valores médios do potencial elétrico de membrana () em 
mitocôndrias isoladas de polpa de mamão 'Golden'. Utilizando NADH 8 mmol.L-1  
e GalL 5 mmol.L-1 como substratos respiratórios. Na presença de KN3 3 mmol.L-1 

(inibidor da COX), SHAM 4 mmol.L-1 (inibidor da AOX) e CCCP 100 mmol.L-1 
(desacoplador mitocondrial). Os valores foram representados em unidades 
arbitrárias de fluorescência (UAF) 

Tratamentos 
 (UAF)/substrato 

NADH GalL 

Mitocôndria 3,1517 fA 3,3151 dA 
Substrato NADH ou GalL 1,9773 bA 2,7942 aB 
ADP 2,8961 eA 3,3037 cdA 
SHAM 2,1351 cA 3,0178 bB 
KN3 2,8061 dA 3,2427 cA 
SHAM+KN3 1,8906 aA 2,9951 bB 
CCCP 3,1643 fA 3,3387 dA 

A medida de fluorescência é inversamente proporcional à geração do potencial de 
membrana. Ou seja, a letra ‘’a’’ representa o menor valor de fluorescência e, 
portanto, o maior potencial de membrana. Médias seguidas pela mesma letra 
minúscula, na coluna, e maiúscula, na linha, não difere entre si, pelo teste de 
Tukey em 5% de probabilidade. 
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Para deixar claro, na presença de NADH como substrato respiratório os 

tratamentos que resultaram em maior potencial de membrana foram, em ordem 

decrescente, SHAM+KN3 > NADH > SHAM > KN3 > ADP > CCCP. Já quando foi 

utilizado apenas GalL como substrato, os tratamentos que produziram maior 

potencial de membrana foram, em ordem decrescente, GalL > SHAM+KN3 = 

SHAM > KN3 = ADP. O potencial de membrana no tratamento com ADP foi igual 

ao do tratamento com CCCP, mas entre os tratamentos com KN3 e CCCP, esse 

último foi o que resultou em menor potencial de membrana. 

A utilização de ADP tanto na presença de NADH quanto para GalL, 

resultou na redução do  (Tabela 1). Na presença de GalL o  resultante foi 

semelhante (P<0,05) àquele verificado na mitocôndria em seu estado basal, antes 

da adição do substrato. Isto se deve provavelmente à disponibilidade de prótons 

para a síntese de ATP ser bem menor, pois somente um complexo está 

transferindo esses H+, como citado anteriormente. Já com NADH, a adição de 

ADP também desfez o , porém a ação dele foi menor do que na presença de 

GalL. Então, aparentemente, pela quantidade adicionada de ADP, a quantidade 

de H+ disponível foi mais que o suficiente para a síntese de ATP (AKERMAN E 

WIKSTRÖM, 1976). E, assim, possivelmente nem todos os H+ do espaço 

intermembranar foram utilizados, por isso o  não se desfez completamente.   

Com a inibição da AOX a formação do  na presença de GalL foi um 

pouco menor se comparado ao  verificado quando estava sendo utilizado o 

NADH como substrato (Tabela 1). Isso confirma que quanto mais componentes 

da CTEm transportando elétrons, maior a capacidade de formação do  Em se 

tratando da formação do , quanto maior a participação dos complexos 

transportadores de H+, sendo eles CI, CIII e COX, em sintonia com os demais 

componentes da CTEm, maior será o  formado (RODRÍGUEZ ROLDÁN et al., 

2006; MILLAR et al., 2011; SAREWICZ e OSYCZKA, 2015; YOSHIKAWA e 

SHIMADA, 2015). Então, quando um destes componentes da CTEm é inibido, 

nesse caso a AOX, o fluxo de elétrons não será o mesmo, assim como a 

formação do . A inibição da AOX restringiu o fluxo de elétrons apenas para a 

via COX. Isso causou menor velocidade no fluxo de elétrons na CTEm e maior 

redução da UQ, diminuindo a geração do . Ao utilizar GalL, a formação do  

que já era menor, foi ainda mais afetada com a inibição da AOX (Tabela 1). Isto 
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se deve à menor atividade GalLDH devido ao fluxo de elétrons estar todo na via 

COX, aumentando a redução de Cit c, que precisa estar oxidado para poder 

permitir a oxidação da GalL via GalLDH (Millar et al., 2003). Santana (2019) 

encontrou resultados que mostram que a presença de SHAM diminui a atividade 

GalLDH, o que poderia explicar o fato desse tratamento com SHAM, não ter 

gerado .  

Na presença de NADH, a inibição da COX não inibiu completamente a 

geração de  já que os complexos I e III permaneceram ativos. Entretanto, o CIII 

não terá como se oxidar, uma vez que estando a COX inibida, não há como 

reoxidar Cit c, necessário para manter o fluxo de elétrons pelo CIII. Nesta 

situação, o  estará sendo formado apenas pela atividade do CI, o que explica o 

menor  verificado na presença de KN3 (Tabela 1). Em contrapartida, quando 

estava presente GalL, a inibição da COX inibiu a formação do  (Tabela 1). 

Neste caso, como não havia estímulo à atividade do CI, como no caso anterior 

onde foi usado NADH e com a COX inibida, não há bombeamento de H+ para a 

formação do . Além disso, não havendo a reoxidação de Cit c, não há atividade 

GalLDH, não havendo a oxidação da GalL, também, não ocorrendo a formação 

do  Com a inibição da AOX e COX em conjunto, verificou-se uma significativa 

formação do  na presença de NADH, maior (P<0,05) inclusive daquele 

verificado quando havia no meio apenas NADH e nenhum inibidor das oxidases 

terminais (Tabela 1). 

Por último, com a adição de CCCP tanto na presença de NADH, como 

GalL, não ocorreu a formação do , sendo os resultados de  semelhantes 

(P<0,05) ao verificado quando a mitocôndria estava em seu estado basal, sem a 

adição de nenhum substrato e, ou inibidor (Tabela 1). Não é possível formar um 

 quando essa membrana que separa o espaço intermembranar e a matriz 

mitocondrial está desacoplada. Ou seja, de acordo com a Tabela 1 a aplicação do 

CCCP, dissipou o  das mitocôndrias energizadas com NADH e GalL. 

Avaliando a atividade da GalLDH, foi observado que quando a AOX foi 

inibida, a atividade da GalLDH foi menor (P<0,05) mesmo se comparado ao meio 

onde a COX estava inibida (Figura 11). Enquanto a inibição da COX intensificou 

(P<0,05) a atividade GalLDH, este efeito é revertido, quando a AOX está inibida, 

diminuindo (P<0,05) a atividade GalLDH (Figura 11). Silva (2016) estudou 
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mitocôndrias isoladas de mamão, morango e tomate e também verificou redução 

na atividade da enzima GalLDH ao inibir a AOX com SHAM. Também foi 

verificada uma redução (P<0,05) na atividade GalLDH quando foi adicionada ao 

meio DPI. Mesmo assim, pode-se observar que a inibição da GalLDH não foi 

completa, sendo registrado atividade de pelo menos 50% da atividade do 

tratamento contendo GalL+KN3, quando se registrou a maior atividade GalLDH 

(Figura 11).  

 

 

 

Figura 11. Atividade GalLDH avaliada a partir da redução de Cit c em mitocôndrias 
isoladas de polpa de mamão 'Golden', na presença de KN3 (inibidor da COX) para manter 
a redução de Cit c. Foi montado um ensaio Controle (contendo apenas mitocôndrias 
isoladas e meio de reação). Os substratos e inibidores utilizados neste teste foram GalL 5 
mmol.L-1 (substrato da GalLDH), rotenona 4 mmol.L-1 (inibidor do complexo I), DPI 2 
mmol.L-1 (como inibidor da atividade da GalLDH), NADH 8 mmol.L-1  (substrato do 
complexo I), SHAM 4 mmol.L-1 (inibidor da via AOX) e KN3 3 mmol.L-1 (inibidor da via 
COX). As barras representam a média com o erro padrão, e as letras a diferença 
estatística das médias em 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 
   
 
 

O estímulo da atividade GalLDH com a inibição da COX foi devido ao 

direcionamento do fluxo de elétrons da oxidação do GalL para a GalLDH e não 

ocorrendo o envio destes para a COX, sendo verificado a maior atividade em 

GalLDH (Figura 11). Com a adição de rotenona e NADH, ocorreu uma queda 

estatisticamente significativa se comparado ao ensaio contendo GalL+KN3. 
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Segundo Szarka et al. (2013), a atividade da GalLDH será regulada pela trânsito 

de elétrons proveniente do CI, que necessita de Cit c em sua forma oxidada para 

receber esses elétrons. A AOX estará ativamente reduzindo o fluxo intenso de 

energia, o que impedirá que Cit c fique super reduzida, e possa então receber 

elétrons da GalLDH (VANLERBERGHE et al., 2009). Isso explica o fato de a 

atividade da GalLDH ser maior na presença de GalL+KN3 do que de todos os 

outros ensaios testados neste trabalho. 

O primeiro ensaio contendo apenas extrato mitocondrial isolado não 

mostrou produção de AA (Figura 12). No meio em que foi adicionado GalL, 

verificou-se aumento significativo na atividade da GalLDH (Figura 11), assim 

como na produção de AA que registrou valor de 5,9 nmol de AA. mg proteína-1 

(Figura 12). Trabalhos com folhas de tomate inoculadas com Botrytis cinerea 

mostraram correlação positiva entre a concentração de AA mitocondrial e a 

atividade da GalLDH (KUZNIAK e SKLODOWSKA, 2004). Ao estudar batatas 

fatiadas, Oba et al. (1994) verificaram que ao estimular a enzima GalLDH ocorreu 

assim o aumento na produção de AA. 

 

 
Figura 12. Produção de AA via GalLDH em 'Golden'. Utilizado um controle contendo 
apenas extrato de mitocôndrias purificado. Foi montado um ensaio Controle (contendo 
apenas mitocôndrias isoladas e meio de reação). Os substratos e inibidores utilizados 
neste teste foram GalL 5 mmol.L-1 (substrato da GalLDH), SHAM 4 mmol.L-1 (inibidor da 
via AOX), KN3 3 mmol.L-1 (inibidor da via COX), rotenona 4 mmol.L-1 (inibidor do complexo 
I) e DPI 2 mmol.L-1 (como inibidor da atividade da GalLDH). As barras representam a 
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média com o erro padrão, e as letras a diferença estatística das médias em 5% de 
probabilidade pelo teste de Tukey. 

 

Com a adição de KN3 no meio de reação pode-se observar uma redução 

significativa na produção de AA. Nesta condição foi registrada taxa de 1,35 nmol 

de AA mg proteína-1, valor este menor (P<0,05) que o verificado quando estava 

presente no meio apenas GalL, ou quando no meio estava presente rotenona 

(Figura 12). Após a adição de DPI pode-se observar a queda na produção de AA, 

diferindo significativamente do tratamento com GalL. Tabata et al. (2001) 

verificaram a redução na produção de AA em tabaco com a inibição da atividade 

da GalLDH. Apesar do DPI agir como inibidor da GalLDH, ainda foi possível 

verificar uma produção de 2,22 nmol de AA. mg proteína-1 (Figura 12).  

Em outra avaliação, quando foi adicionado SHAM ao meio, a produção de 

AA foi totalmente inibida. A inibição da AOX isoladamente ou em conjunto com a 

inibição da COX, inibiu completamente a produção de AA. Ao que tudo indica este 

efeito inibitório completo na produção de AA se deve especificamente à presença 

de SHAM. Visto que a adição isolada de KN3 não foi capaz de bloquear 

totalmente a produção de AA, como verificado com a adição isolada de SHAM 

(Figura 12). O que indica que a atividade AOX parece ser essencial, de alguma 

forma, para a produção de AA nas mitocôndrias isoladas. Bartoli et al. (2009) e 

Gallie (2013) afirmam que existem muitos fatores externos e internos que 

influenciam na atividade da GalLDH e consequentemente na produção de AA. 

Neste trabalho foram verificadas evidências da conexão entre a atividade GalLDH 

e o fluxo de elétrons na CTEm, em que a biossíntese de AA pode ser modulada 

com a inibição ou estimulação dos componentes da CTEm. 

Ao caracterizar a GalLDH em frutos de pimenta, Rodríguez-Ruiz et al. 

(2017), indicaram que essa enzima possuía um domínio transmembranar (Tyr46-

Pro65) permitindo a interação da enzima com outras vias oxidases respiratórias. 

Isto pode explicar o que foi observado neste trabalho quando se inibiu a 

participação da AOX e essa inibição resultou na redução significativa na 

biossíntese de AA (Figura 12) e na atividade de GalLDH (Figura 11). De acordo 

com Silva (2016), inibindo a participação da AOX em mitocôndrias isoladas de 

polpa do mamão ‘Golden’, foi possível observar a redução na produção de AA e 

na atividade da GalLDH, resultados esses, que foram semelhantes aos 

apresentados aqui. Pela observação dos dados obtidos, a participação da via 
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AOX é de extrema importância para a sustentação da biossíntese de AA e da 

atividade da GalLDH. 

Segundo Mittler (2017), existem mecanismos capazes de defender as 

células contra as ERO, podendo esses mecanismos antioxidantes ser enzimáticos 

e não enzimáticos. Tais mecanismos são responsáveis por manter baixo os níveis 

de ERO de forma a não prejudicar a atividade celular. De acordo com Zsigmond 

et al. (2011), o aumento na síntese de AA a partir do aumento na atividade de 

GalLDH, auxilia na proteção à integridade da membrana mitocondrial e na 

regulação do processo respiratório. Assim sendo, de acordo com os resultados 

obtidos neste trabalho, nos tratamentos com DPI ocorreu uma produção menor de 

AA, provavelmente, devido à GalLDH estar inativa.  
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6. CONCLUSÃO 

Pode-se concluir a partir dos resultados apresentados a influência da 

atividade da GalLDH na geração do . A atividade GalLDH é fundamental para 

o bom funcionamento do CI, sendo isto evidenciado pela capacidade de síntese 

de ATP que foi praticamente dobrada, quando acrescentado o GalL como 

substrato.  

O estímulo da atividade da GalLDH com o substrato GalL promove o 

aumento na formação de AA.  

A atividade AOX é necessária para manter a atividade da GalLDH, o 

acúmulo do AA, assim como o . 

A utilização de NADH como substrato do CI estimulou mais a geração do 

 se comparado com a utilização do GalL como substrato. 

Mais estudos são necessários para responder o que estaria acontecendo, 

para que a formação do  fosse mais significativa com AOX e COX inibidos, do 

que quando eles não estavam.  
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