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RESUMO 

GOMES, F. A síntese de coenzima Q e a estabilidade de DNA mitocondrial 

em Saccharomyces cerevisiae. 2012. 76 f. Dissertação (Mestrado em 

Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2012.  

A manutenção da integridade do DNA mitocondrial (mtDNA) é essencial para a 

função respiratória da mitocôndria. Mutantes respiratórios de Saccharomyces 

cerevisiae podem apresentar uma ampla variedade de instabilidade do mtDNA. 

Nós analisamos diferentes classes de mutantes e observamos uma elevada 

instabilidade nos mutantes que não possuem a coenzima Q (CoQ) funcional. A 

CoQ é responsável pela transferência de elétrons do succinato e NADH 

desidrogenases para o complexo III da cadeia respiratória, podendo atuar, 

também, como um importante antioxidante celular. O objetivo desse trabalho foi 

correlacionar a presença de coenzima Q funcional e seu estado redox com a 

estabilidade do mtDNA. Para alterar o estado redox do “pool” de CoQ, alteramos 

a expressão das diferentes NADH desidrogenases mitocondriais em linhagens de 

leveduras com diferentes deficiências no metabolismo da coenzima Q. No 

mutante Δcoq10, que sintetiza CoQ não funcional, a inativação das NADH 

desidrogenases individuais Ndi1p e Nde1p, resultou numa menor instabilidade do 

mtDNA, acompanhada por uma diminuição na taxa de liberação de peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Por outro lado, a super-expressão de Nde1p aumentou a 

instabilidade do mutante Δcoq10, assim como para a linhagem selvagem.  A 

inativação das NADH desidrogenases individuais na linhagem Δcoq4, deficiente 

na síntese da CoQ, não reduziu a instabilidade do mtDNA. Juntos, os resultados 

indicam que alterações no estado de oxido-redução da coenzima Q influenciam a 

estabilidade do mtDNA, provavelmente através da produção de espécies reativas 

de oxigênio.   

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, coenzima Q, DNA mitocondrial, 

espécies reativas de oxigênio.  

 



 
 

 

ABSTRACT 

GOMES, F. The synthesis of coenzyme Q and stability of mitochondrial DNA 

in Saccharomyces cerevisiae. 2012. 76 f. Dissertation (M.Sc. Microbiology) - 

Institute of Biomedical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2012. 

Maintenance of the integrity of DNA (mtDNA) mitochondrial is essential for 

mitochondrial respiratory function. Saccharomyces cerevisiae respiratory mutants  

can show a wide range of mtDNA instability. We analyze different classes of 

mutants and observed a higher instability among mutants lacking a functional 

coenzyme Q (CoQ). CoQ is responsible for transfer of electrons from the 

succinate dehydrogenases and NADH dehydrogenases to complex III of the 

respiratory chain and is also an important cellular antioxidant. The aim of this 

study was to correlate the presence of functional coenzyme Q and its redox state 

with the stability of mtDNA. To change the redox state of the "pool" of CoQ, we 

altered the expression of different mitochondrial NADH dehydrogenases in yeast 

strains with different defects in the metabolism of coenzyme Q. In Δcoq10 mutant, 

which synthesizes CoQ nonfunctional, inactivation of individual NADH 

dehydrogenases Ndi1p Nde1p has shown a decreased mtDNA instability, which 

was accompanied by a decrement in the rate of hydrogen peroxide (H2O2) release. 

Moreover, overexpression of Nde1p increased instability Δcoq10 mutant, as well 

as the wild type strain. The inactivation of individual NADH dehydrogenases in 

Δcoq4 strain which is deficient in the synthesis of CoQ, did not reduce the 

instability of the mtDNA. All the results indicate that changes in the redox state of 

coenzyme Q influence the stability of mtDNA, probably by the production of 

reactive oxygen species. 

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, coenzyme Q, mitochondrial DNA, reactive 

oxygen species. 
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1 INTRODUÇÃO 

A mitocôndria é uma organela dinâmica que desempenha uma função 

central em diversos processos celulares. Uma de suas funções mais 

proeminentes é suprir a célula com energia metabólica na forma de ATP gerada 

pelo sistema de fosforilação oxidativa (SARRASTE, 1999). Participa também em 

muitas reações catabólicas e anabólicas, incluindo o ciclo do ácido cítrico, a β 

oxidação de ácidos graxos e a biossíntese dos grupamentos heme e ferro-enxofre 

(LILL; MÜHLENHOFF, 2006; WINDE; GRIVELL, 1993). Em adição a sua função 

central em diversos processos bioquímicos a mitocôndria atua como um regulador 

chave da morte celular programada (TAIT; GREENN, 2010) e está intimamente 

relacionada com os processos de desenvolvimento e envelhecimento celular 

(LARSSON, 2010; WALLACE, 2005). 

De acordo com a teoria endossimbionte, as mitocôndrias são derivadas de 

uma α-proteobactéria ancestral que foi engolfada por uma célula eucariótica 

primordial há aproximadamente 1,5-2 bilhões de anos atrás (DOLEZAL et al., 

2006). Contendo genoma próprio e capacidade de sintetizar proteínas, as 

mitocôndrias são consideradas organelas semiautônomas. Embora a maioria das 

proteínas mitocondriais sejam traduzidas no citoplasma e pós traducionalmente 

importadas para o interior da organela, o genoma mitocondrial contem alguns 

genes que são essenciais para a montagem dos complexos respiratórios 

(WESTERMANN, 2010). Desta forma, a biogênese do sistema de fosforilação 

oxidativa requer a contribuição de dois genomas fisicamente separados: o nuclear 

(nDNA) e o mitocondrial (mtDNA). A regulação da atividade respiratória envolve 

ações coordenadas entre estes dois genomas, necessitando que o mtDNA seja 

corretamente replicado e transmitido entre as células filhas (CHEN; BUTOW, 

2005; FALKENBERG et al., 2007; KELLY; SCARPULLA, 2004). 

O entendimento do processo de manutenção do mtDNA tem despertado o 

interesse de muitos pesquisadores, uma vez que o envelhecimento humano está 

fortemente associado com o acúmulo de danos no mtDNA (KRISHNAN et al., 

2007; LARSSON, 2010; TRIFUNOVIC et al., 2004). De fato, existe um grande 

número de informações demonstrando que o surgimento de mutações somáticas 

no mtDNA são importantes causadoras de doenças e estão envolvidas no 
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envelhecimento humano (LARSSON, 2010; PARK; LARSSON, 2011; TAYLOR; 

TURNBULL, 2005; WALLACE, 2005; WALLACE, 2010).   

A perda da funcionalidade do mtDNA também pode ser ocasionada por 

desordens gênicas nucleares, uma vez que todas as proteínas envolvidas na 

manutenção do mtDNA são de origem nuclear (TAYLOR; TURNBULL, 2005).   

Enquanto pouco se conhece sobre a função de genes nucleares envolvidos na 

manutenção do mtDNA nos eucariotos superiores, existem grandes quantidades 

de informações sobre seu funcionamento em Saccharomyces cerevisiae 

(CONTAMINE; PICARDI, 2000). Por ser um aeróbico facultativo, basta a levedura 

seu metabolismo fermentativo para sobreviver (OHLMEIER et al., 2004). Isto 

favoreceu o estabelecimento desse organismo como principal modelo de estudo 

da biogênese mitocondrial, principalmente através do isolamento de diversas 

coleções de mutantes respiratórios (McEWEN et al., 1986, TZAGOLOFF; 

DIECKMANN, 1990). 

Devido a essas características, Saccharomyces cerevisiae tornou-se um 

excelente organismo modelo para a compreensão dos mecanismos moleculares 

que conduzem às doenças mitocondriais em humanos (BARRIENTOS, 2003). O 

entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na manutenção e 

transmissão do mtDNA na levedura poderá auxiliar no entendimento deste 

processo nos eucariotos superiores. 

 

1.1 Mitocôndria: estrutura e função 

A mitocôndria é uma organela composta de uma matriz solúvel rodeada por 

duas membranas: uma interna impermeável a íons e uma externa livremente 

permeável a íons e moléculas pequenas. O espaço existente entre as duas 

membranas, denominado espaço intermembranas, é o local onde é gerado o 

gradiente de prótons durante o processo de transferência de elétrons da cadeia 

respiratória.  

   Na matriz solúvel, também conhecida como matriz mitocondrial, 

encontram-se as enzimas responsáveis pelo catabolismo final das moléculas de 
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alimento, incluindo as enzimas do ciclo do ácido cítrico, da β-oxidação de ácidos 

graxos e da oxidação de aminoácidos. A membrana interna apresenta uma 

extensa área de superfície em decorrência de suas inúmeras invaginações, 

conhecidas como cristas mitocondriais.  Nelas está localizado o sistema de 

fosforilação oxidativa responsável pela geração de ATP a partir da energia 

liberada durante a transferência de elétrons da cadeia respiratória mitocondrial 

(SCHAFFER; SULEIMAN, 2007; TZAGOLOFF, 1982).  

Funcionalmente, o sistema de fosforilação oxidativa é composto de cinco 

aglomerados protéicos conhecidos como complexos respiratórios I, II, III, IV e V. 

Em mamíferos, os complexos I, II, III e IV constituem a cadeia respiratória 

mitocondrial, enquanto o complexo V representa a ATP sintase. A fosforilação 

oxidativa inicia-se com a entrada de elétrons na cadeia respiratória a partir da 

oxidação das coenzimas hidrossolúveis NADH e FADH2 produzidas durante a 

oxidação das moléculas de alimento.  O complexo I (NADH desidrogenase) 

promove a oxidação do NADH enquanto a oxidação do FADH2 é realizada pelo 

complexo II (succinato desidrogenase).  Durante esta etapa os elétrons são 

transferidos sequencialmente para a ubiquinona, originando as formas 

parcialmente reduzida (ubisemiquinona) e a totalmente reduzida (ubiquinol). A 

ubiquinol então transfere seus elétrons para o complexo III (citocromo c redutase), 

que em seguida os transfere para a proteína transportadora de elétrons citocromo 

c. A partir do citocromo c, os elétrons fluem para o complexo IV (citocromo c 

oxidase) e, finalmente para o oxigênio, a etapa final da cadeia de transporte de 

elétrons (SARRASTE, 1999).  

A energia liberada pelo fluxo dos elétrons através da cadeia respiratória é 

utilizada para bombear prótons (H+) da matriz mitocondrial para o espaço 

intermembranas, através dos complexos respiratórios I, III e IV.  Este processo 

gera um gradiente eletroquímico através da membrana mitocondrial interna. A 

energia potencial armazenada no gradiente de prótons é posteriormente utilizada 

para promover a síntese de ATP através do complexo da ATP sintase (revisto em 

SCHULTZ; CHAN, 2001). 

        A mitocôndria de S. cerevisiae apresenta uma importante diferença em 

relação a maioria dos organismos eucarióticos. A cadeia respiratória deste 
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microrganismo não contém o complexo respiratório I funcional constituído de 

múltiplas subunidades. Ao invés dele, a levedura possui três NADH 

desidrogenases localizadas na membrana mitocondrial interna que promovem o 

acoplamento da oxidação do NADH com a redução da ubiquinona (Figura 1), 

(BAKKER et al., 2001). Além disso, ao contrário de outros fungos, S. cerevisiae 

não apresenta uma oxidase alternativa (AOX), insensível ao cianeto, que catalisa 

a oxidação da ubiquinona diretamente pelo oxigênio molecular, sem gerar a força 

próton-motiva (VANLERBERGHE; MCINTOSH, 1997). 

 

Figura 1 - Representação esquemática da cadeia respiratória de           

Saccharomyces cerevisiae. 

 

 

Adh, álcool desidrogenase; bc1, complexo do citocromo bc1; cyt c, citocromo c; cox, 

citocromo c oxidase; Gpd, glicerol-3-fosfato desidrogenase solúvel; Gut2, glicerol-3-

fosfato desidrogenase ligada a membrana; Nde1, NADH desidrogenase externa 1; Nde2, 

NADH desidrogenase externa 2; Ndi1, NADH desidrogenase interna; Q, ubiquinona; Sdh, 

complexo da succinato desidrogenase ligada ao FADH2; G3P, glicerol-3-fosfato; DHAP, 

diidroxiacetona fosfato. 

Fonte: Adaptado de Bakker et al., (2001). 
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1.2 NADH desidrogenases mitocondriais 

1.2.1 NADH desidrogenase interna (Ndi1p) 

Ao contrário das bactérias e da maioria das células eucarióticas, a 

mitocôndria de S. cerevisiae não possui o complexo I funcional constituído de 

múltiplas subunidades (GRANDIER-VAZEILLE et al., 2001; NOSEK; FUKUHARA, 

1994;). Desta forma, a oxidação do NADH intramitocondrial ocorre por meio de 

uma NADH:ubiquinona oxidorredutase insensível a rotenona, conhecida como 

NADH desidrogenase interna 1 (Ndi1p). Esta enzima foi purificada e demonstrou-

se ser constituída de um único polipeptídeo com massa molecular de 57 KDa. A 

proteína possui uma molécula de FAD ligada covalentemente em sua estrutura 

como único grupo prostético (DeVRIES; GRIVEL, 1988; DeVRIES et al., 1992; 

MARRES et al., 1991). Localizada na membrana mitocondrial interna com o seu 

sítio ativo exposto para a matriz mitocondrial (MARRES et al., 1991), Ndi1p 

catalisa a transferência de dois elétrons do NADH intramitocondrial para a 

ubiquinona e, ao contrário do complexo I, é incapaz de bombear prótons para o 

espaço intermembranas durante esse processo (BAKKER et al., 2001; DeVRIES 

et al., 1987; MARRES et al., 1991; PERALES-CLEMENTE et al., 2008,). 

Linhagens Δndi1 de S. cerevisiae apresentam crescimento semelhante ao 

das células selvagens quando cultivadas na presença de glicose, galactose ou 

etanol como única fonte de carbono (MARRES et al., 1991). O aparente 

crescimento da linhagem Δndi1 na presença de etanol sugere que o NADH 

intramitocondrial está sendo oxidado por mecanismos distintos de Ndi1p. Uma 

possível explicação para este fenótipo é o acoplamento da oxidação do NADH 

intramitocondrial com as NADH desidrogenases externas através da transferência 

de equivalentes redox da matriz mitocondrial para o citosol por meio da lançadeira 

etanol-acetaldeído (BAKKER et al., 2001). 

A lançadeira etanol-acetaldeído, inicialmente proposta por Von Jagow e 

Klingenberg (1970), é constituída pelas isoenzimas da álcool desidrogenase 

mitocondrial Adh3p e citosólicas Adh1p e Adh2p. Ambas promovem a redução do 

acetaldeído a etanol através do NADH. Uma vez que o etanol e o acetaldeído se 

difundem livremente através de membranas biológicas, nenhum transportador é 



20 
 

 

necessário para promover a troca entre NADH mitocondrial e NAD+ citosólico 

(BAKKER et al., 2001). 

Nos últimos anos tem-se proposto que o gene NDI1 de levedura pode ser 

utilizado na terapia gênica para o tratamento de pacientes com deficiência do 

complexo respiratório I. Esta proposta é baseada em trabalhos que mostraram 

que a expressão heteróloga do gene NDI1 de S. cerevisiae foi capaz de recuperar 

a atividade respiratória das células de mamíferos apresentando defeitos no 

complexo I (BAI et al., 2001; PERALES-CLEMENTE et al., 2008; SEO et al., 

1998; SEO et al., 1999). A atividade respiratória apresentada pelas células não foi 

inibida pela rotenona, um inibidor conhecido do complexo I de mamíferos, 

significando que a oxidação do NADH foi de fato promovida pela enzima Ndi1p 

(SEO et al., 1998).  Juntos, estes estudos apontam que a expressão funcional do 

gene NDI1 de levedura pode atuar como uma possível estratégia terapêutica para 

o tratamento de doenças mitocondriais humanas nas quais haja deficiência na 

montagem do complexo I, que constituem os casos de maior frequência dentre as 

patogenias mitocondriais (TUCKER, et al., 2011; YAGI et al., 2006).  

 

1.2.2 NADH desidrogenases externas (Nde1p e Nde2p) 

 A mitocôndria de S. cerevisiae acopla a oxidação do NADH citosólico à 

cadeia respiratória mitocondrial através de duas atividades enzimáticas 

conhecidas como NADH desidrogenase externa 1 (Nde1p) e 2 (Nde2p) (LUTTICK 

et al., 1998; SMALL; McALISTER-HENN, 1998). Identificadas com base em sua 

homologia com Ndi1p, ambas situam-se na membrana mitocondrial interna com 

os seus sítios catalíticos orientados em direção ao espaço intermembrana 

(LUTTIK et al., 1998). Semelhante a NADH desidrogenase interna, as isoenzimas 

externas são insensíveis a rotenona e não bombeiam prótons para o espaço 

intermembrana durante a transferência de elétrons (BAKKER et al., 2001).  

 A taxa de crescimento do duplo mutante Δnde1Δnde2 na presença de 

galactose ou etanol como fonte de carbono é ligeiramente menor em relação a 

linhagem parental de referência (LUTTICK et al., 1998; SMALL; McALISTER-

HENN, 1998). Isto indica que mecanismos alternativos capazes de acoplar a 

oxidação do NADH citosólico com a cadeia respiratória mitocondrial (ex: a 
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lançadeira de glicerol 3-fosfato) não substituem completamente a atividade das 

NADH deidrogenases externas (BAKKER et al., 2001). A diminuição na taxa de 

crescimento do duplo mutante é principalmente devido a ausência de Nde1p, uma 

vez que a interrupção de Nde2p não causou nenhum efeito sobre a taxa de 

oxidação do NADH citosólico (LUTTICK et al., 1998). Isto sugere que durante o 

crescimento respiratório, Nde1p é fisiologicamente mais importante do que Nde2p 

(BAKKER et al., 2001).  

A importância de Nde1p para a oxidação do NADH citosólico foi 

demonstrada através do modelo de competição de elétrons durante a entrada na 

cadeia respiratória proposto por Bunoust e colaboradores (2005). De acordo com 

este modelo, a enzima Nde1p possui uma preferência pelo lançamento de 

elétrons para o interior da cadeia respiratória em relação às enzimas Ndi1p e 

Gut2p. Através de medições da taxa respiratória na presença de diferentes 

substratos respiratórios, os autores demonstraram que as atividades de Ndi1p e 

Gut2p são fortemente inibidas pela enzima Nde1p (BUNOUST et al., 2005). Essa 

inibição ocorreria pela competição entre as desidrogenases pelo fornecimento de 

elétrons para o interior da cadeia respiratória (BUNOUST, et al., 2005; 

RIGOULET, et al., 2010).  

 

1.2.3 Lançadeira glicerol-3-fosfato desidrogenase 

 Além das NADH desidrogenases externas, a cadeia respiratória de S. 

cerevisiae apresenta um terceiro componente responsável pela acoplagem da 

oxidação do NADH citosólico com a redução da coenzima Q. Este sistema, 

conhecido como lançadeira glicerol-3-fosfato desidrogenase, é constituído por 

dois componentes: duas isoenzimas da glicerol-3-fosfato desidrogenase citosólica 

(Gpd1/2p) e a glicerol-3-fosfato desidrogenase mitocondrial (Gut2p). Durante a 

atividade dessa lançadeira, o NADH citosólico é utilizado para promover a 

redução da diidroxiacetona fosfato à glicerol-3-fosfato, em uma reação catalisada 

pela enzima Gpd1/2p. Posteriormente, o glicerol-3-fosfato entrega seus elétrons 

diretamente para a cadeia respiratória mitocondrial, através da enzima Gut2, 

regenerando dessa forma a diidroxiacetona fosfato (LARSSON et al., 1998).   
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1.3 A mitocôndria e a geração de espécies reativas de oxigênio 

Embora existam vários potenciais sítios geradores de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) no interior da célula, a mitocôndria é considerada a principal 

fonte geradora destas espécies em decorrência do seu elevado metabolismo 

oxidativo (revisto em KOWALTOWSKI, et al., 2009). As principais EROs incluem, 

os íons superóxido (O2
.-), os radicais hidroxila (OH.), o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e o oxigênio “singlete” (KOWALTOWSKI, et al., 2009).  

As EROs são geradas pela redução incompleta do oxigênio molecular 

durante o processo de fosforilação oxidativa. Em centros redox específicos da 

cadeia respiratória mitocondrial, elétrons derivados do NADH e do FADH2 podem 

reagir diretamente com o oxigênio molecular resultando na geração do ânion 

superóxido, o principal precursor das EROs (MURPHY, 2009). Estudos apontam, 

que os principais centros de geração de EROs da cadeia respiratória são os 

complexos respiratórios I e III (BALABAN et al., 2005; HERRERO et al., 2008; 

SUN; TRUMPOWER, 2003; TURRENS, 2003). As NADH desidrogenases 

externas (Nde1p e Nde2p) de S. cerevisiae também estão envolvidas na geração 

de superóxido (FANG; BEATTIE, 2003). 

 

O acúmulo de EROs conduz ao estresse oxidativo, uma condição no qual 

os constituintes celulares, incluindo lipídeos, proteínas e DNA, são 

extensivamente oxidados e danificados (VEAL et al., 2007; WELLEN; 

THOMPSON, 2010). Particularmente, tem-se assumido que o mtDNA apresenta 

elevada susceptibilidade aos danos oxidativos, principalmente devido sua 

proximidade em relação a cadeia de transporte de elétrons. Os danos oxidativos 

provocados no mtDNA podem danificar genes do sistema de fosforilação 

oxidativa, ocasionando o bloqueio da cadeia respiratória e consequentemente um 

aumento na produção de EROs. Como resultado, ocorre uma alça de alimentação 

positiva entre produção de EROs e danos oxidativos provocados no mtDNA 

(TRACHOOTHAM et al., 2009) 

Para diminuir os efeitos nocivos das EROs e impedir o estresse oxidativo, 

as células utilizam vários sistemas de defesa antioxidantes (BENTINGER et al., 

2007; HERRERO et al., 2008).  Estes incluem a glutationa, a tiorredoxina, a 

superóxido dismutase (SOD), a catalase e as peroxidases. As enzimas 
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superóxidos dismutases promovem a dismutação do radical super-óxido a 

peróxido de hidrogênio, enquanto as enzimas glutationa peroxidase, tiorredoxina 

peroxidase e catalase, catalisam a redução do peróxido de hidrogênio a água.  

O estresse oxidativo causado pelos efeitos das EROs nas células tem sido 

associado com a patogênese de muitas doenças, particularmente as 

neurodegenerativas.  O acúmulo de danos oxidativos causados pelas EROs ao 

longo da vida de um organismo é a base da “teoria dos radicais livres” do 

envelhecimento (HARMAN, 1956). De acordo com essa teoria, o envelhecimento, 

bem como as doenças degenerativas a ele associadas, podem ser atribuídos aos 

efeitos deletérios dos radicais livres sobre vários componentes celulares. Em 

particular, danos provocados ao DNA mitocondrial (mtDNA) tem sido apontado 

como um dos principais responsáveis pelo processo de envelhecimento, devido a 

perda da atividade mitocondrial (WALLACE et al., 2010).   

  

1.4 Função e síntese da coenzima Q 

 A coenzima Q, também conhecida como ubiquinona ou simplesmente Q, é 

um carregador de elétrons lipofílico essencial da cadeia respiratória mitocondrial 

cuja principal função é transferir elétrons dos complexos respiratórios I e II para o 

complexo do citocromo bc1 (HATEFI, 1985; LENAZ et al., 2007). Durante sua 

ação na cadeia respiratória mitocondrial, CoQ existe em três estados redox: 

completamente oxidada (ubiquinona), o radical semiquinona (ubisemiquinona) e 

completamente reduzida (ubiquinol) (LENAZ et al., 2007; LENAZ; GENOVA, 

2009).  

Além de sua função na transferência de elétrons, a coenzima Q 

desempenha outras funções importantes dentro da célula. Nos últimos anos, 

diversos trabalhos demonstraram que a coenzima Q atua como importante 

antioxidante impedindo a oxidação de lipídeos, proteínas e DNA (BENTINGER et 

al., 2007). Além disso, participa no controle da abertura dos poros de transição da 

membrana mitocondrial e regula a atividade das proteínas desacopladoras 

(BENTINGER et al., 2010). 

A molécula de coenzima Q é constituída por um anel de benzoquinona 

ligado a uma cadeia de poliprenil, com 6 unidades de repetição em S. cerevisiae 

(CoQ6) e 10 em humanos (CoQ10) (KAWAMUKAI, 2009; MARBOIS et al., 2005; 
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PIERREL et al., 2010). Em S. cerevisiae, a biossíntese da coenzima Q é realizada 

por uma série de enzimas da matriz mitocondrial, algumas das quais estão 

associadas em um grande complexo biossintético ancorado na membrana 

mitocondrial interna (revisto em TRAN; CLARK, 2007). Até o momento já foram 

descritos 11 genes de levedura envolvidos na síntese da CoQ6. Seus produtos 

gênicos catalisam modificações do tipo metilações e hidroxilações do anel 

benzoquinona, bem como a maturação e a inserção da cauda poliprenil 

(PIERREL et al., 2010; TRAN; CLARK, 2007;). 

 Linhagens de levedura mutantes para os genes coq (COQ1-COQ9) 

apresentam deficiência respiratória, sendo incapazes de crescer na presença de 

uma fonte de carbono não fermentável. Em 2005, Barros e colaboradores, 

identificaram um novo mutante coq de levedura que apresenta defeitos na 

oxidação do NADH e do succinato (BARROS et al., 2005). No entanto, ao 

contrário dos outros mutantes coq (COQ1-COQ9) deficientes de coenzima Q, o 

mutante coq10 possui níveis normais desta molécula, indicando que a proteína 

Coq10p não está envolvida na sua biossíntese (BARROS et al., 2005). 

Coq10p é uma proteína de 24 KDa e assim como os demais produtos dos 

genes coq, está localizada na membrana mitocondrial interna (revisto em TRAN; 

CLARK, 2007). Apesar de sua função não estar completamente elucidada, 

existem fortes evidências demonstrando que a proteína Coq10p poderia atuar no 

transporte, ou no direcionamento da CoQ6 para a sua correta localização na 

cadeia respiratória (BARROS et al., 2005; BUSSO et al., 2010a; CUI; 

KAWAMUKAI, 2009). Isto foi apoiado pelo fato de Coq10p se ligar a coenzima Q 

possivelmente através de um túnel de ligação presente em sua estrutura 

(BARROS et al., 2005; BUSSO et al., 2010a; CUI; KAWAMUKAI, 2009;). 

 

1.5 Metabolismo do DNA mitocondrial  

 O mtDNA contem um pequeno, porém essencial, subconjunto de genes 

necessários para o sistema de fosforilação oxidativa mitocondrial.  Em S. 

cerevisiae, por exemplo, o genoma mitocondrial contem os genes para as 

subunidades 1, 2 e 3 da citocromo c oxidase, do apocitocromo b, das 
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subunidades 6, 8 e 9 da ATP sintase e de uma proteína ribossomal (VAR1) 

(FOURY et al.,1998).  

 No interior da mitocôndria o mtDNA encontra-se organizado em complexos 

de proteínas-DNA denominados nucleóides. A forma e o tamanho dos nucleóides 

variam entre as diferentes espécies. Em S. cerevisiae, o genoma mitocondrial de 

~75-KB encontra-se empacotado no interior de uma estrutura nucleóide globular 

com um diâmetro médio de ~ 0,3 µm nas células aeróbicas. Dentro dessa 

estrutura globular pode existir de 1 a 2 genomas mitocondriais (CHEN; BUTOW, 

2005). 

Atualmente já foram descritas aproximadamente 30 proteínas como 

potenciais componentes dos nucleóides mitocondriais. Dentre elas, estão 

proteínas que atuam diretamente no metabolismo do DNA mitocondrial, como por 

exemplo Abf2p, a principal responsável pelo empacotamento do mtDNA (CHEN; 

BUTOW, 2005). Curiosamente, proteínas que atuam principalmente no 

metabolismo intermediário das moléculas de alimentos sob determinadas 

condições metabólicas tornam-se componentes essenciais na organização dos 

nucleóides (KUCEJ, et al., 2008). Dentre essas proteínas, destacam-se Aco1p, 

uma enzima do ciclo de Krebs, e Ilv5p, enzima envolvida na síntese de 

aminoácidos de cadeia ramificada (CHEN; BUTOW, 2005).  

 A levedura S. cerevisiae é um excelente organismo modelo para o estudo 

das bases moleculares dos processos envolvidos na manutenção do mtDNA. Ao 

contrário dos metazoários, S. cerevisiae é um anaeróbio facultativo podendo 

sobreviver sem o mtDNA utilizando apenas o metabolismo fermentativo para o 

seu crescimento (LIPINSK et al., 2010). Células de leveduras com o genoma 

mitocondrial defeituoso, seja pela perda parcial do mtDNA (mutantes rho-) ou 

devido a ausência total do mtDNA (mutantes rho0), são denominadas como 

“petites” devido elas formarem pequenas colônias quando cultivadas em uma 

fonte de carbono fermentável (EPHRUSSI, 1949). Ao contrário, células que 

possuem o genoma mitocondrial funcional originam colônias do tipo “grande” e 

são denominadas (rho+). Ambos os mutantes rho0 e rho- podem ser facilmente 

cultivados sobre uma fonte de carbono fermentável tal como a glicose.  

A instabilidade do genoma mitocondrial pode ser quantitativamente 

mensurada através da frequência de aparecimento de colônias petites em uma 
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população de células de levedura. Isto facilita o estudo de genes envolvidos na 

manutenção do mtDNA, uma vez ausentes, estes genes alteram a frequência de 

formação de colônias petites (DIMITROV, et al., 2009)  

Mais de 200 genes são necessários para a correta manutenção do genoma 

mitocondrial em S. cerevisiae (CONTAMINE; PICARD, 2000; HESS et al., 2009). 

Entretanto, somente uma pequena fração destes genes estão envolvidos em 

mecanismos que diretamente afetam o metabolismo do mtDNA tais como 

replicação, recombinação e reparo, bem como o empacotamento do mtDNA nos 

nucleóides (CHEN; BUTOW, 2005; CONTAMINE; PICARD, 2000; DIMITROV, et 

al., 2009; LIPINSK et al., 2010). Genes envolvidos em outros processos 

mitocondriais representam a vasta maioria dos genes que influenciam a 

integridade do genoma mitocondrial (revisto em CONTAMINE; PICARD, 2000). 

Notavelmente, a correta expressão do genoma mitocondrial é crucial para a sua 

manutenção e, a inativação de genes codificando proteínas envolvidas na 

transcrição e tradução mitocondrial levam a sua instabilidade (FANGMAN; 

HENLY, 1990; GREENLEAF et al., 1986; MYERS et al., 1985). 

Efeitos sobre a estabilidade do genoma mitocondrial também são 

observados como resultado da inativação de genes envolvidos no combate do 

estresse oxidativo (CONTAMINE; PICARD, 2000). Dentre esses genes, estão 

aqueles que atuam na eliminação das EROs bem como no sequestro de íons 

metálicos (DOUDICAN et al., 2005). A inativação do gene YFH1 em S. cerevisiae, 

exemplifica muito bem os efeitos do estresse oxidativo sobre a estabilidade do 

mtDNA. A ausência da proteína Yfh1p resulta no acúmulo de grandes 

quantidades de ferro no interior da mitocôndria (BABCOCK et al., 1997; FOURY; 

CAZZALINI, 1997). O ferro por sua vez, é um catalisador da reação de Fenton, 

um dos principais responsáveis pela geração dos radicais hidroxila (HERRERO et 

al., 2008). Estes são extremamente reativos e provocam danos extensivos em 

moléculas biológicas tais como o mtDNA. De fato, a deleção de YFH1 em S. 

cerevisiae causa elevada instabilidade do genoma mitocondrial (FOURY; 

CAZZALINI, 1997; WILSON; ROOF, 1997).  O homólogo de YFH1 em humanos, 

denominado FDRA, codifica uma proteína conhecida como frataxina 

(CAMPUZANO et al., 1996). Defeitos na produção dessa proteína tem sido 

associados à doença ataxia de Friedreich’s, uma doença degenerativa 
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autossômica recessiva que afeta principalmente o sistema nervoso e o coração. A 

administração de análogos de coenzima Q a esses pacientes tem se mostrado 

benéfico, provavelmente pelo seu efeito antioxidante (RUSTIN et al., 1999).  

Em 2005, Barros e colaboradores reportaram que a deleção do gene 

COQ10, envolvido no metabolismo da coenzima Q, causa elevada instabilidade 

do mtDNA. Linhagens de S. cerevisiae W303Δcoq10 crescendo em meio rico 

contendo glicose consistem em cerca de ~50% de células petites. A elevada 

instabilidade do mtDNA observada nesse mutante pode ser decorrente da 

produção excessiva de EROs, visto que nesse mutante, a transferência de 

elétrons depende de coenzima Q é parcialmente interrompida (BUSSO et al., 

2010b). 

Esse trabalho iniciou-se justamente com a perspectiva de compreender os 

motivos que levam o mutante Δcoq10 a apresentar essa elevada instabilidade na 

manutenção do seu mtDNA. O entendimento desse fenótipo se torna estritamente 

necessário principalmente após a publicação de trabalhos associando as 

desordens mitocondriais humanas com defeitos no metabolismo da coenzima Q 

(Lagier-Tourenne et al., 2008; Quinzii e Hirano, 2010; Heeringa et al., 2011).  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 Avaliar o envolvimento da coenzima Q na estabilidade do mtDNA em S. 

cerevisiae. 

 

2.3 Objetivos específicos 

 Compreender os motivos que levam o mutante Δcoq10 a apresentar 

elevada instabilidade do mtDNA 

 Promover alterações no estado redox da coenzima Q através da 

interrupção do fornecimento de elétrons para a cadeia respiratória 

mitocondrial 

 Avaliar os efeitos das alterações no estado redox da coenzima Q sobre a 

estabilidade do mtDNA 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli 

 As linhagens de S. cerevisiae e E. coli utilizadas neste trabalho estão 

listadas na tabela 3.1.  

 
Tabela 3.1- Linhagens de E. coli e S. cerevisiae.                                 continua                                                                                                     

Escherichia coli  

Linhagem Genótipo Referência 

RR1 ((gpt-proA)62, leuB6, thi-1, lacY1, hsdSB20, 

rpsL20 (Strr), ara-14, galK2, xyl-5, mtl-1, supE44, 

mcrBB)  

(Hanahan, 1983). 

 Saccharomyces cerevisiae  

Linhagem Genótipo Referência 

W303-1A MATα ade2-1 trp1-1 his3-1,15 leu2-3,112 ura3-1 

ρ+ can
R
 

Rothstein, R. 

Columbia (University) 

W303-1B MATα ade2-1 trp-1 his3-1,15 leu2-

3,112 ura3-1 ρ+ can
R 

 
 

Rothstein, R. 

Columbia (University) 

CB11 MATa ade1 ρ
o
 Tzagoloff et al., 1975 

KL14 MATα his1 trp2 ρ
o
 Tzagoloff et al., 1975 

W303ΔCOQ2 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

coq2::HIS3 

Ashby et al., 1992 

W303ΔCOQ4 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

coq4::TRP1 

Hsu et al., 2000 

W303ΔCOQ10 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

coq10::HIS3 

Barros et al., 2005 

W303ΔCOX11 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

cox11::HIS3 

Tzagoloff et al., 1990 

W303ΔCOX15 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

cox15::HIS3 

Glerum et al., 1995. 

W303ΔCOX17 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

cox17::HIS3 

Glerum et al., 1995. 

W303ΔBCS1 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

bcs1::HIS3             

Nobrega et al., 1992. 

W303ΔCOR1 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

cor1::HIS3                                                            

Tzagoloff et al., 1996.  
 

W303ΔRIP1 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

rip1::HIS3                                                                         
Alexander Tzagoloff 

(Columbia University) 

W303ΔNDI1 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

ndi1::URA3               
Este estudo 
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continuação 

W303ΔNDE1 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 

ura3-1 nde1::HIS3              
Este estudo 

W303ΔNDE2                      MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 

ura3-1 nde2::LEU2              
Este estudo 

W303ΔNDE1ΔNDE2 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112                                              

trp1-1 ura3-1 nde1::HIS3 nde2::LEU2 
Este estudo 

W303ΔNDI1ΔNDE1 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112                                              

trp1-1 ura3-1 ndi1::URA3 nde1::HIS3 

Este estudo 

W303ΔNDI1ΔNDE1 

ΔNDE2 
MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112                                              

trp1-1 ura3-1 ndi1::URA3 nde1::HIS3 

nde2::LEU2  

Este estudo 

W303ΔCOQ4ΔNDI1 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 

ura3-1 coq4::TRP1 ndi1::URA3              
Este estudo 

W303ΔCOQ4ΔNDE1 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 

ura3-1 coq4::TRP1 nde1::HIS3              
Este estudo 

W303ΔCOQ4ΔNDE2                      MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 

ura3-1 coq4::TRP1 nde2::LEU2              
Este estudo 

W303ΔCOQ4ΔNDE1 

ΔNDE2 

MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112                                              

trp1-1 ura3-1 coq4::TRP1 nde1::HIS3 

nde2::LEU2 

Este estudo 

W303ΔCOQ4ΔNDI1 

ΔNDE1 
MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112                                              

trp1-1 ura3-1 coq4::TRP1 ndi1::URA3 

nde1::HIS3 

Este estudo 

W303ΔCOQ4ΔNDI1 

ΔNDE1ΔNDE2 
MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112                                              

trp1-1 ura3-1 coq4::TRP1 ndi1::URA3 

nde1::HIS3 nde2::LEU2  

Este estudo 

W303ΔCOQ10ΔNDI1 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 

ura3-1 coq10::HIS3 ndi1::URA3              
Este estudo 

W303ΔCOQ10ΔNDE1 MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 

ura3-1 coq10::HIS3 nde1::HIS3              
Este estudo 

W303ΔCOQ10ΔNDE2                      MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 

ura3-1 coq10::HIS3 nde2::LEU2              
Este estudo 

W303ΔCOQ10ΔNDE1 

ΔNDE2 

MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112                                              

trp1-1 ura3-1 coq10::HIS3 nde1::HIS3 

nde2::LEU2 

Este estudo 

W303ΔCOQ10ΔNDI1 

ΔNDE1 
MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112                                              

trp1-1 ura3-1 coq10::HIS3 ndi1::URA3 

nde1::HIS3 

Este estudo 

W303ΔCOQ10ΔNDI1 

ΔNDE1ΔNDE2 
MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112                                              

trp1-1 ura3-1 coq10::HIS3 ndi1::URA3 

nde1::HIS3 nde2::LEU2  

Este estudo 

W303/GAL10NDE1 MATα ade2-1 trp1-1 his3-1,15 leu2-3,112 

ura3-1 ρ+ can
R
 LEU2, GAL10/NDE1 

Este estudo 

W303/GAL10NDE2 MATα ade2-1 trp1-1 his3-1,15 leu2-3,112 

ura3-1 ρ+ can
R
 LEU2, GAL10/NDE3 

Este estudo 

W303/GAL10NDI1 MATα ade2-1 trp1-1 his3-1,15 leu2-3,112 

ura3-1 ρ+ can
R
 LEU2, GAL10/NDI1 

Este estudo 
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conclusão 

W303ΔCOQ4/GAL10 

NDE1 

MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

coq4::TRP1 LEU2, GAL10/NDE1 

Este Estudo 

W303ΔCOQ4/GAL10 

NDE2 
MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

coq4::TRP1 LEU2, GAL10/NDE2 

Este estudo 

W303ΔCOQ4/GAL10 

NDI1 

MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

coq4::TRP1 LEU2, GAL10/NDI1 

Este Estudo 

W303ΔCOQ10/GAL10 

NDE1 

MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

coq10::HIS3 LEU2, GAL10/NDE1 

Este estudo 

W303ΔCOQ10/GAL10 

NDE2 

MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

coq10::HIS3 LEU2, GAL10/NDE2 

Este estudo 

W303ΔCOQ10/GAL10 

NDI1 

MATa ade2-1 his3-1,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

coq10::HIS3 LEU2, GAL10/NDI1 

Este estudo 

W303/GAL10NDE1/ 

GPDCOQ8 
MATα ade2-1 trp1-1 his3-1,15 leu2-3,112 ura3-1 

ρ+ can
R
 LEU2, GAL10/NDE1 URA3, 

GPD/COQ8 

Este estudo 

W303Δcoq10/GAL10 

NDE1/GPDCOQ8 
MATα ade2-1 trp1-1 his3-1,15 leu2-3,112 ura3-1 

ρ+ can
R 

coq10::HIS3 LEU2, GAL10/NDE1 

URA3, GPD/COQ8 

Este estudo 

 

 

3.2 Meios de cultura dos microrganismos 

As composições dos meios de cultura para o crescimento dos 

microrganismos utilizados neste trabalho estão listados na tabela 3.2. Todos os 

meios de cultivo foram preparados e autoclavados por 15 minutos a 120 ºC para 

esterilização como descrito por Sambrook et al., (1989). Os meios sólidos foram 

preparados conforme descrição da tabela 3.2, seguido da adição de 2% de ágar 

bacteriológico.  

3.3 Condições de cultivo dos microrganismos 

 Os cultivos celulares de S. cerevisiae e E. coli foram realizados 

respectivamente a 30 C e a 37 C, em incubadora operando sob constante 

agitação à 170 rpm. As diferentes linhagens de S. cerevisiae e E. coli foram 

armazenadas em meio YPD líquido contendo glicerol 20% e estocadas à -70 C. 

3.4 Métodos gerais para manipulação de DNA 

 A manipulação geral dos ácidos nucléicos, incluindo eletroforese de DNA, 

digestão com enzimas de restrição, ligação e purificação dos fragmentos de DNA, 

foi feita conforme descrito por Sambrook et al., (1989). 
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TABELA 3.2  -  Composição dos meios de cultura para o crescimento de S. 
cerevisiae e E. coli.                                              

Saccharomyces cerevisiae 

Tipo de meio Composição  

YPD 1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% glicose. 

YPEG 1% extrato de levedura, 2% peptona, 3% glicerol e 2% etanol 

YPGal 1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% galactose. 

Meio mínimo com 

glicose (WO) 

0,17% base nitrogenada, 0,5% sulfato de amônio, 2% glicose, 

suplementado, quando necessário, com os requerimentos 

auxotróficos: adenina e uracila 20 mg/L, histidina, triptofano e 

leucina 10 mg/L. 

Meio para 

esporulação (Kac) 

0,5% extrato de levedura, 1% acetato de amônio e 0,05% de glicose 

Escherichia coli 

Tipo de meio Composição  

Lauria-Bertani  1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCL e 0,1% de glicose 

Lauria-Bertani com 

ampicilina (L amp) 

1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCL, 0,1% de glicose, 

seguido da adição de ampicilina para concentração final de 

100µg/mL.  

 

 O isolamento dos plasmídeos de E. coli em pequena escala foi feito 

segundo Birboim e Dolly (1979). Células bacterianas contendo o plasmídeo de 

interesse foram crescidas por aproximadamente 5-6 h em meio L amp sólido 

contendo ampicilina (100 µg/mL) e em seguida transferidas para tubos de 

microcentrífuga de 1.5 mL. Foram adicionados 100 μl da solução I ou tampão de 

lise (glicose 50 mM, Tris-Cl 25 mM (pH = 7,5), EDTA 10 mM (pH = 7,5), 5 mg/mL 

de lisozima (Amresco®), 200 μg/mL RNase) seguidos de 200 μl da solução II 

(NaOH 0,2 M e  SDS 1%). A mistura foi então homogeneizada por inversão 5 

vezes e após serem adicionados 150 μl da solução III (acetato de amônio 7,5 M) a 

amostra foi centrifugada por 16.000 x g, por 5 min a temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi transferido para um tubo de microcentrífuga novo contendo 300 

μl de isopropanol 100% e em seguida centrifugado como descrito acima. O 
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precipitado resultante contendo o DNA plasmidial foi lavado duas vezes com 

etanol 80%, secado e ressuspendido em água ultrapura.  

 O isolamento dos plasmídeos de E. coli em larga escala foi feito através do 

método de lise com triton. Células bacterianas contendo o plasmídeo de interesse 

foram cultivadas em placas de meio L amp sólido contendo ampicilina (100µg/mL) 

e em seguida transferidas para um tubo cônico de 15 mL estéril com auxílio de 

uma espátula. As células foram então ressuspendidas com 2 mL de tampão de 

lise (sacarose 5%, Tris 50 mM (pH = 8,0), EDTA 0,125 M, 5 mg lisozima, 200 μg 

de RNAse) e incubadas no gelo por 30 min. Após o período de incubação, foram 

adicionados 1 mL de solução 3X TET (Triton X-100 10%, EDTA 0,5 M (pH = 7,5), 

Tris 1 M (pH = 8,0), seguida de uma centrifugação por 10 min, a 4 ºC, a 70.000 

rpm em ultracentrífuga do tipo Beckman Optma TLX com rotor TLA 120.2. O 

sobrenadante foi então transferido para tubos cônicos de 15 mL e após a adição 

de um 1 volume de fenol saturado, a amostra foi homogeneizada e centrifugada à 

1500 x g, por 5 min, a 4 ºC.  O sobrenadante foi transferido para um tubo novo de 

15 mL e então adicionado 1 volume de clorofórmio/álcool isoamilico (24:1), 

misturado por inversão 5 vezes e novamente centrifugado à 1500 x g, por 5 min, a 

4 ºC. O DNA presente no sobrenadante foi precipitado com a adição de 1/20 

volume de NaCl 5 M e 3 volumes de álcool etílico 100%. A solução foi 

centrifugada por 1500 x g, por 5 min, a 4 ºC, e o precipitado resultante 

(apresentando um aspecto oleoso), foi ressuspendido com 1,5 mL de acetato de 

amônio 2 M e 4,5 mL de etanol 100%. Após centrifugação por 1500 x g, por 5 min, 

a 4 ºC o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 300 μl de 

acetato de amônio 2 M, seguidos da adição de 1 mL de etanol 100% e posterior 

centrifugação por 16.000 x g, por 5 min a temperatura ambiente. O precipitado 

resultante contendo o DNA plasmidial foi lavado duas vezes com etanol 80%, 

secado e ressuspendido em água ultrapura. 

 A amplificação do DNA foi realizada através da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) Sambrook et al., (1989). As reações de amplificação 

consistiram de 10 µL de tampão da polimerase (10X) contendo MgCl2, cerca de 

20 ng de DNA molde, 200 nM de dNTPs, 50 pmol de cada oligonucleotídeo 

iniciador, 5U Taq DNA polimerase (Biootols DNA Polymerase) e água ultrapura 

para um volume final de 100 µL. O programa utilizado para a amplificação 
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consistiu de uma etapa inicial de desnaturação à 95 ºC por 5 min, seguidos de 34 

ciclos de desnaturação (95 ºC), anelamento (55 ºC), e extensão (72 ºC). Para 

garantir a completa extensão do DNA sintetizado foi acrescentada uma etapa a 72 

ºC por 10 minutos ao final do programa. 

  

3.5 Transformação das células de E. coli  

As células de E. coli foram tornadas competentes por tratamento com 

solução de cloreto de cálcio, para posterior transformação com a mistura de 

ligação (Sambrook et al.,1989). 

   

3.6 Transformação das células de S. cerevisiae 

 As células de S. cerevisiae foram transformadas utilizando-se o método de 

acetato de lítio (Schiestl et al., 1989). Células de uma cultura na fase logarítmica 

de crescimento, foram coletadas por centrifugação a 600 x g, por 5 min, 

ressuspensas em solução de TEL (Tris 10mM (pH = 7,5), EDTA 1mM (pH = 7,5) 

acetato de lítio 0,1M) e em seguida incubadas por 30 min em temperatura 

ambiente na presença de  5 ul de DNA de esperma de salmão desnaturado (10 

mg/mL – Sigma Aldrich) e 5 ul de DNA transformante. Após este período, as 

células foram ressuspensas em 0,7 mL de solução de polietilenoglicol 40% 

(preparado em solução de TEL), e em seguida incubadas por 45 min a 

temperatura ambiente acompanhada de posterior incubação por 10 min a 42 ºC. 

As células foram então lavadas com 0,5 mL de tampão TE (Tris 10 mM (pH = 7,5), 

EDTA 1mM), centrifugadas por 16.000 x g, por 30 seg, novamente ressuspensas 

em TE e finalmente semeadas em meio seletivo.   

 

3.7 Extração do DNA genômico de S. cerevisiae 

 O isolamento do DNA genômico de S. cerevisiae foi feito a partir de uma 

cultura celular crescida em 10 mL de meio YPD, a 30 ºC, por um período de 16 h. 

As células foram coletadas através de centrifugação por 5 min a 1500 x g, a 25 

ºC, lavadas com 1 mL de agua ultrapura e transferidas  para tubos de 

microcentrífuga de 1.5 mL. Após centrifugação a 16.000 x g, por 30 seg, foram 

adicionados 1 mL de β-mercaptoetanol 1% e incubado por 10 min a temperatura 

ambiente. A mistura foi então centrifugada a 16.000 x g, por 30 seg e as células 
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foram ressuspendidas com 0,5 mL de solução de sorbitol 1 M, EDTA 3,5 mM, 

fosfato de potássio 20 mM (pH = 6,5) e 20 U de zimoliase (a partir de Arthobacter 

luteus, 20.000 units.g-1, MP Biomedicals). Após incubação por 30 min a 37 ºC, 

foram adicionados 0,3 mL de solução contendo TritonX-100 2%, SDS 1%, NaCl 

100 mM, Tris-Cl 100 mM (pH = 8.0) e EDTA 1 mM. A mistura foi homogeneizada 

por inversão 5 vezes e incubada por 20 min a 65 ºC. Após o período de 

incubação, foram adicionados 1 volume de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico 

(24:24:1), homogeneizado por inversão 5 vezes e centrifugado por 5 min, a 

16.000 x g. O sobrenadante foi transferido para tubo novo, adicionado 1 volume 

de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1), homogeneizado por inversão e 

centrifugado por 5 min, a 16.000 x g. O sobrenadante contendo o DNA genômico 

foi transferido para um tubo e o DNA foi precipitado através da adição de 1/20 

volume de NaCl 5 M seguido de 2, 5 volumes de etanol 100 %. A mistura foi 

centrifugada por 10 min, a 16.000 x g, lavada duas vezes com etanol 80%, 

secada e ressupendida com 50 µL de água ultrapura.  

 

3.8 Determinação da estabilidade do mtDNA  

A determinação da estabilidade do genoma mitocondrial (mtDNA) nas 

diferentes linhagens de S. cerevisiae foram feitas através de análises da 

frequência de aparecimento de colônias petites incapazes de crescer em meio 

seletivo para a atividade respiratória.  

 Para determinar a taxa de formação de colônias petites, culturas das 

linhagens a serem testadas foram crescidas em 10 mL de meio YPD por um 

período de aproximadamente 10 h. Esta cultura foi então diluída para uma Abs600 

final de 0,01 em 10 mL de meio YPD fresco e em seguida crescida por 16 h. 

Nestas condições, ainda observa-se a presença de glicose no meio de cultura, 

conforme verificado por analises de HPLC realizadas por Tahara e colaboradores 

(TAHARA et al., 2007). A presença de glicose no meio de cultura se torna 

necessário pelo fato de que na ausência desse açúcar o crescimento dos 

mutantes petites é interrompido, devido a incapacidade dessas células realizarem 

metabolismo espiratório. Isto poderia causar estimativas errôneas da verdadeira 

taxa de geração de colônias petites na população de levedura analisada. 
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Após o período de crescimento, amostras de cada cultura foram diluídas, 

plaqueadas em placas de meio YPD sólido e em seguida crescidas por 2 a 3 dias 

em estufa a 30°C. O número de colônias para cada placa (100 a 200 

colônias/placa) foi então determinado e a porcentagem de colônias petites foi 

calculada como se segue: número de colônias petites x 100 / número total de 

colônias contadas nas placas. A distinção entre as colônias petites e as colônias 

competentes respiratórias foi feita através de cruzamentos com linhagens testes 

desprovidas de mtDNA seguido da seleção dos diploides em meio seletivo para a 

atividade respiratória. 

 

3.9 Ensaio de resistência a eritromicina 

As condições do ensaio de resistência a eritromicina foram adaptadas a 

partir do protocolo de Chi e Kolodner (1994). Células a partir de uma cultura 

crescida por 16 h a 30 ºC em meio seletivo para a atividade respiratória (EG) 

foram inoculadas em 10 mL de meio YPD ou YPGal para uma densidade óptica 

(D.O.600) final de 0,1. Após o período de crescimento, uma quantidade de células 

equivalente a uma densidade óptica (D.O.600) 10 foram plaqueadas em placas de 

meio EG contendo eritromicina (1 mg/mL) e em seguida crescidas a 30 ºC por 4-5 

dias. Adicionalmente uma pequena amostra de cada cultura foi removida e 

plaqueada em placas de meio EG para determinar o numero total de células 

competentes-respiratórias. A frequência de mutação foi calculada da seguinte 

maneira: número de colônias resistentes a eritromicina / número total de colônias 

plaqueadas.   

  

3.10 Isolamento de mitocôndrias de S. cerevisiae – método da zimoliase 

 O isolamento de mitocôndrias a partir das linhagens de S. cerevisiae foi 

feito segundo Faye et al., (1974). Células a partir de uma cultura crescida em 

meio YPGAl por aproximadamente 24 h, foram inicialmente centrifugadas a 900 x 

g por 5 min a 4 ºC, suspendidas com sorbitol 1,2 M e novamente centrifugadas a 

900 x g por 10 min a 4 ºC. O precipitado resultante foi então pesado e em seguida 

ressuspendido com 3mL, para cada grama de células, de tampão de digestão 

contendo sorbitol 2 M, fosfato de sódio 0,5 M (pH = 7,5), EDTA 0,5 M, β-

mercaptoetanol 1%, (Merck®) e zimoliase 1mg/mL ( a partir de Arthobacter luteus, 
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20.000 units.g-1, MP Biomedicals). A suspensão resultante foi então incubada com 

moderada agitação orbital (50rpm), a 37 ºC, por 2 horas. Durante esta etapa, 

ocorre a digestão da parede celular fúngica e consequentemente a geração dos 

esferoplastos. 

Ao término do período de incubação, a reação de digestão foi interrompida 

através da incubação das amostras no gelo. Os esferoplastos foram então 

lavados com sorbitol 1,2 M e em seguida centrifugados a 4600 x g, por 10 min a 4 

ºC. O processo foi repetido. O precipitado resultante foi ressuspendido em tampão 

sorbitol 0,6 M, Tris-Cl 10 mM (pH = 7,5), EDTA 1mM, na presença de PMSF 8 

µM, como inibidor de protease, utilizando-se o mesmo volume empregado na 

reação de digestão. A suspensão de esferoplastos foi então submetida a duas 

etapas de agitação mecânica: uma agitação suave através de um 

homogeneizador do tipo potter, por aproximadamente 1 min e outra mais forte 

com auxílio de um agitador mecânico, durante 40 segundos. Após centrifugação 

por 1500 x g, por 5 min, a 4 ºC, o sobrenadante foi transferido para tubos cônicos 

de centrífuga previamente gelados e em seguida submetido a centrifugação à 

18000 x g, por 10 min, a 4 ºC. O precipitado resultante, representando a fração 

mitocondrial, foi ressuspendido em 2 mL de tampão sorbitol 0,6 M, Tris-Cl 10 mM 

(pH = 7,5), EDTA 1mM e novamente centrifugado à 18000 x g, por 10 min, a 4 ºC. 

Este processo foi repetido mais 3 vezes. Por fim, a fração mitocondrial foi 

ressuspendida em 500 µL de tampão sorbitol 0,6 M, Tris-Cl 10 mM (pH = 7,5), 

EDTA 1mM. A quantificação de proteínas se deu pelo método de Lowry (Lowry, 

1959).  

 

3.11 Análise das proteínas mitocondriais: Eletroforese em gel de 

poliacrilamida em condição desnaturante (SDS-PAGE) seguido de 

western blot 

As análises eletroforéticas de proteínas mitocondriais em gel de 

poliacrilamida em condição desnaturante foram feitas como descrito por Laemmli 

(1970) usando sistema de minigéis.  A porcentagem de acrilamida dos géis de 

separação e de empilhamento foram 12% e 6%, respectivamente. O gel de 

separação foi preparado com 0,75 mL de Tris-Cl 3 M, (pH 8.8), 2,4 mL de 

acrilamida-bis 30:0.8, 60 μL de SDS 10%, 20 μL de persulfato de amônio 10%, 5 
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μl TEMED e 2,76 mL de água, para um volume final de 6 mL. Para o gel de 

empacotamento utilizou-se 0,25 mL de Tris-Cl 3 M (pH = 6,8); 0,4 mL de 

acrilamida-bis 30:0.8, 20 μL de SDS 10%, 0,01 mL de persulfato de amônio 10%, 

3 μl TEMED e 1,32 ml de água, para um volume final de 2 mL.  

Antes de serem analisadas por SDS-PAGE, as amostras de proteínas 

mitocondriais (200 µg), foram misturadas com 12,5 µL de tampão 4xL (2 mL de 

Tris-Cl 1 M (pH = 6,8), 4 mL de SDS 10%, 4 mL de glicerol, 0,4 mL de 

mercaptoetanol; 0,01% e 0,01% de azul brilhante), 1 µL de PMSF 100 mM e água 

para um volume final de 50 µL. As eletroforeses foram realizadas a 160V em 

tampão 1X ETB (Tris 3,03%; glicina 14,4%; SDS 1%). 

Após a corrida eletroforética, as proteínas mitocondriais foram transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose utilizando o sistema de transferência semi-

seco.  O processo de transferência consistiu em colocar o gel de poliacrilamida 

em contato com a membrana de nitrocelulose envoltos com duas folhas de papel 

absorvente, todos umedecidos em solução de WTB (glicina 1,437%, Tris 0,3%; 

metanol 20%) A transferência foi realizada em 100 mA por 30 min. Após este 

período, a membrana de nitrocelulose foi corada com solução Ponceau (Ponceau 

0,2%, ácido tricloroacético 3%, ácido sulfosalicílico 3%) a fim de comprovar a 

eficiência do processo de transferência e evidenciar as bandas do padrão de peso 

molecular. Posteriormente, a membrana foi bloqueada com solução de leite 

desnaturado 5% durante 1 h, seguida de incubação com o anticorpo primário 

(1:1000) por um período de 1 h. A membrana foi então lavada três vezes com 

solução de NaCl 150 mM, Tris-HCl 10 mM, Triton 0,1%, por um período de 10 min 

e em seguida incubada com o anticorpo secundário (1:5000), durante uma hora. 

Por fim, membrana foi novamente lavada 3 vezes com solução de NaCl 150 mM, 

Tris-HCl 10 mM, Triton 0,1%, por um período de 10 min. Os complexos antígeno-

anticorpo foram visualizados através da exposição da membrana em um filme de 

raio-X, após lavagem da mesma com solução 1:1  de  SuperSignal®West Pico 

Luminol/Enhancer Solution e SuperSignal®West Pico Stable/Peroxide Solution 

(Thermo Scientific).    
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3.12 Medidas do consumo de oxigênio 

 As taxas de consumo de oxigênio das mitocôndrias isoladas foram 

determinadas com o uso de um eletrodo de Clark (Hansatech Instruments, 

modelo A1STIR) conectado a um computador e operando com agitação contínua, 

à 30 ºC. O sistema de reação consistiu de suspensões mitocondriais  (100 µg/mL) 

em tampão fosfato de potássio 10 mM (pH 7.5) na presença de NADH 1 µM como 

substrato respiratório. 

 

3.13 Medida da liberação de peróxido de hidrogênio em mitocôndrias 

isoladas de S. cerevisiae  

 A liberação de peróxido de hidrogênio a partir de mitocôndrias isoladas de 

S. cerevisiae foi monitorada por 10 minutos através da oxidação de 50 µM de 

Amplex™ Red (Molecular Probes®) na presença de 1,0 U/mL de peroxidase de 

raiz forte (Sigma®), com o uso de um espectrofotômetro de fluorescência Hitachi 

F-4500, operando com comprimentos de onda de 563nm de excitação e 587nm 

de emissão, sob agitação constante, a 30 ºC. O sistema de reação era composto 

de suspensões de mitocondrias (100µg/mL) em tampão contendo 0,6 M de 

sorbitol, 20 mM Tris-HCl pH = 7,5 e 0,5 mM EDTA na presença dos seguintes 

substratos respiratórios: etanol (2%), malato 1mM (pH = 7.5), e glutamato 1mM 

(pH = 7.5). Quando necessário, a inibição da cadeia respiratória foi feita através 

da adição de Antimicina A, em uma concentração final de 0,5 μg/mL.  

 

3.14 Construção de mutantes nulos – metodologia geral 

 Mutantes nulos de S. cerevisiae foram gerados através da substituição da 

região codificadora dos genes de interesse com um gene repórter, através da 

técnica de interrupção gênica em etapa única (JOHNSTON et al., 2002). 

Inicialmente as regiões codificadoras dos genes de interesse foram amplificadas 

através da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se os 

oligonucleotídeos (primers) descritos na tabela 3. Os fragmentos resultantes 

foram purificados e ligados nos vetores de clonagem Yep352 (para os genes 

NDE1 e NDI1) e Yip352 (para o gene NDE2). (HILL et al., 1986). As moléculas 

recombinantes foram então utilizadas para promover a inserção do gene repórter 

no interior da sequência codificadora. Para isto, a região central do gene a ser 
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interrompido foi removida com auxílio de enzimas de restrição e o gene repórter 

foi inserido no lugar da sequencia removida. A região contendo o gene repórter 

flanqueado pelas sequencias C e N-terminais do gene de interesse foi 

posteriormente liberado do vetor de clonagem e em seguida utilizado para 

transformar linhagens haplóides de S. cerevisiae. Durante o processo de 

transformação, o sistema de recombinação homóloga da levedura reconhece a 

homologia de sequência presente nas extremidades da molécula transformada e 

o gene selvagem no genoma, promovendo assim a substituição do gene 

selvagem pelo gene interrompido.   

A verificação da interrupção gênica foi feita por meio da técnica de PCR 

seguida pela digestão dos fragmentos resultantes com enzimas de restrição 

apropriadas. 

Mutantes duplos e triplos foram gerados pelo cruzamento de mutantes 

simples de tipos de acasalamentos opostos. Os diploides resultantes foram então 

esporulados em meio Kac e após a dissecção das tétrades, os mutantes duplos e 

triplos foram selecionados em meio mínimo respeitando a marca de seleção 

conferida pelos genes repórteres inicialmente utilizados para construir os 

mutantes simples, como também observando-se a segregação Mendeliana das 

marcas em heterozigose conhecidas.  

 

TABELA 3 - Oligonucleotídeos utilizados nesse trabalho  

Oligonucleotídeos Sequência de Nucleotídeos 

Amplificação dos genes das 

NADH desidrogenases  

 

NDE1-1 

NDE1-2 

NDE2-1 

NDE2-2 

NDI1-1 

NDI1-1 

GGCGGATCCCGTCGATCGCATTG 

GGCGGATCCCGCGCTTTCTCTTCG 

GGCGGATCCCGGATGGCCGGGTAAA 

GGCGGATCCCTCTAGCTACTATATC 

GGCCTGCAGCGGCAATTGCCACTGGGC 

GGCCTGCAGGAAAAAACGGTGCC 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO PARCIAL  

4.1 Avaliação da instabilidade do mtDNA em diferentes mutantes 

respiratórios de S. cerevisiae 

 A fim de compreender os mecanismos pelos quais o mutante Δcoq10 

produz elevada quantidade de células petites, inicialmente procuramos avaliar a 

estabilidade do mtDNA em diferentes mutantes respiratórios de S. cerevisiae, com 

o objetivo de verificar se haveria diferença significativa entre eles no que tange a 

estabilidade do mtDNA. Para isto, mutantes envolvidos no metabolismo da 

coenzima Q e na montagem dos complexos respiratórios III e IV foram agrupados 

e avaliados em relação à estabilidade do mtDNA, através de medidas da 

frequência de formação de colônias petites. 

A Figura 2 demonstra que os mutantes coq, envolvidos na expressão 

funcional da coenzima Q, apresentaram maior taxa de formação de colônias 

petites em relação aos mutantes envolvidos na montagem dos complexos 

respiratórios III (cor1Δ, bcs1Δ e rip1Δ) e IV (cox11Δ, cox15Δ e cox17Δ). A maior 

instabilidade do mtDNA nos mutantes coq deve estar relacionada a maior geração 

do radical superóxido pelas NADH desidrogenases mitocondriais que se 

manteriam no estado reduzido (DAVIDSON; SCHIESTL, 2001), bem como por um 

papel mais direto da coenzima Q como antioxidante (BENTINGER et al., 2007).  

Dentre os mutantes coq, Δcoq10 foi o que apresentou a maior taxa de 

formação de colônias petites, conforme detectado anteriormente (BARROS et al., 

2005). Curiosamente, ao contrário de coq2Δ e coq4Δ, o mutante coq10Δ 

apresenta níveis normais de coenzima Q (BARROS et al., 2005) e 

paradoxalmente foi o que apresentou a maior taxa de formação de petites. 

No interior da célula, a coenzima Q está presente em praticamente todas 

as membranas celulares (TURUNEN et al., 2004). Durante sua ação na cadeia 

respiratória mitocondrial, a coenzima Q existe na forma de um pool, 

contrabalançando entre as formas: completamente oxidada (ubiquinona), 

parcialmente reduzida (semiquinona) e totalmente reduzida (ubiquinol) (LENAZ; 

GENOVA, 2009).  É possível que no mutante Δcoq10 ocorra um desbalanço entre 

essas formas e consequente aumento da coenzima Q reduzida, visto que nesse 

mutante o transporte eletrônico dependente de CoQ está interrompido, isto é, os  
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Figura 2 - Frequência de geração de colônias petites em diferentes mutantes 

respiratórios de S. cerevisiae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A determinação da porcentagem de colônias petites foi realizada conforme descrição em 

Materiais e Métodos (Item 3.8). (*) Valores de P<0.05 vs. WT.   

 

elétrons não chegam ao citocromo c (BARROS et al., 2005). Mas, curiosamente, 

chegam ao citocromo bL, pois o mutante Δcoq10 se mostrou responsivo a inibição 

com antimicina A (BUSSO et al., 2010b). Como consequência desse desbalanço 

da coenzima Q haveria uma maior taxa de redução monoeletrônica do oxigênio 

molecular elevando a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs). Este 

aumento na produção de EROs ocasionaria um aumento de danos oxidativos em 

proteínas, lipídeos e ácidos nucleicos (revisto em KOWALTOWSKI et al., 2009).  

Para avaliar esta hipótese, procuramos alterar o estado redox da coenzima 

Q na linhagem Δcoq10. Para isto, inativamos as enzimas responsáveis pela 

redução da coenzima Q em S. cerevisiae. O mesmo procedimento foi para as 

linhagens WT e Δcoq4, as quais foram utilizadas como controles positivo e 

negativo para a síntese da coenzima Q, respectivamente. A linhagem Δcoq4 foi 

escolhida como controle negativo para CoQ, pois, ao contrário de WT e Δcoq10, é 

incapaz de promover a síntese de coenzima Q (BELOGRUDOV et al., 2001).  
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4.2 Construção de mutantes nulos para as NADH desidrogenases 

mitocondriais 

A inativação das enzimas que fornecem elétrons para a coenzima Q em S. 

cerevisiae foi feita através da técnica de interrupção gênica em etapa única 

(Materiais e Métodos, item 3.13). Inicialmente foram construídos mutantes simples 

para cada uma das NADH desidrogenase individuais. No total, foram inativadas 

as enzimas NADH desidrogenase interna (Ndi1p), responsável pela oxidação do 

NADH intramitocondrial e, NADH desidrogenases externas Nde1p e Nde2p, 

ambas envolvidas na oxidação do NADH citosólico (BAKKER et al., 2001). Após a 

construção dos mutantes simples, as inativações gênicas foram combinadas 

através do cruzamento entre as linhagens que continham as inativações gênicas 

individuais. Dessa maneira, obtiveram-se mutantes duplos e triplos para as NADH 

desidrogenases.    

 A fim de confirmar a inativação das NADH desidrogenases, mitocôndrias 

extraídas das linhagens mutantes foram ensaiadas quanto a sua capacidade 

respiratória dependente de NADH. A atividade respiratória foi avaliada através do 

monitoramento polarográfico do consumo de oxigênio das mitocôndrias extraídas, 

utilizando-se um eletrodo de oxigênio do tipo CLARK (Materiais e Métodos, item 

3.11). 

As análises de consumo de oxigênio demonstram que a linhagem 

selvagem WT, assim como a linhagem mutante Δndi1 apresentaram elevada taxa 

respiratória dependente da adição de NADH exógeno (Figura 3). Isto demonstra 

que as mitocôndrias isoladas foram capazes de acoplar a oxidação do NADH com 

a cadeia respiratória, através das NADH desidrogenases externas. Apesar da 

inativação de Nde2p não ter alterado a atividade respiratória, a ausência de 

Nde1p provocou uma queda de 4-5 vezes no consumo de oxigênio dependente 

de NADH (Figura 3). Quando ambas as NADH desidrogenases externas foram 

inativadas, o consumo de oxigênio pelas mitocôndrias isoladas foi drasticamente 

reduzido (Figura 3). Resultados semelhantes foram reportados por Luttik e 

colaboradores (1998), demonstrando que a enzima Nde1p é a principal 

responsável pela oxidação do NADH citosólico (BAKKER et al., 2001). A atividade 

respiratória residual observada para o duplo mutante Δnde1Δnde2 pode ser em 
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decorrência da exposição da NADH desidrogenase interna devido à presença de 

uma parcela de mitocôndrias danificadas. 

 

Figura 3 - Medida do consumo de oxigênio das mitocôndrias isoladas dos 

mutantes das NADH desidrogenases.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Determinação do consumo de oxigênio em mitocôndrias (100 µg/mL) isoladas das 

linhagens WT, Δndi1, Δnde1, Δnde2, Δnde1Δnde2 e Δndi1Δnde1Δnde2 induzida por 

NADH 1 µM foi realizada segundo descrição em Materiais e Métodos, (Item 3.12). As 

setas indicam o momento da adição do substrato respiratório NADH e o inibidor da 

citocromo c oxidase KCN. 
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Figura 4 -  Propriedades de crescimento das linhagens WT, Δcoq10 e Δcoq4, 

em combinação com a inativação das diferentes NADH 

desidrogenases mitocondriais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As diferentes linhagens foram crescidas em meio rico (YPD) por 16 h, e após a 

absorbância a 600 nm (Abs600) ser ajustada para 1, 0,1, 0,01, 0,001 e 0,0001, as células 

foram plaqueadas em placas contendo meio rico fermentativo (YPD) e meio seletivo para 

a atividade respiratória (YPEG) e em seguida incubadas a 30 ºC, por 48 horas.  
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Após a confirmação da inativação das NADH desidrogenases na linhagem 

selvagem, procuramos introduzir a mutação dessas enzimas nas linhagens 

Δcoq10 e Δcoq4. Através de sucessivos cruzamentos entre as linhagens Δcoq10 

e Δcoq4 com os mutantes simples para as NADH desidrogenases mitocondriais, 

foi possível obter mutantes simples, duplos e triplos das NADH desidrogenases 

em combinação com Δcoq10 e Δcoq4. Em seguida, avaliamos as propriedades de 

crescimento dessas linhagens em diferentes fontes de carbono.  

A inativação das NADH desidrogenases individuais na linhagem de 

referência W303, não alterou as propriedades de crescimento em meio não 

fermentativo. O mesmo foi observado para o duplo mutante Δnde1Δnde2. 

Entretanto, o crescimento do duplo mutante Δnde1Δndi1 foi severamente 

prejudicado, ao passo que no triplo mutante Δnde1Δnde2Δndi1, foi 

completamente abolido (Figura 4). Analisados em conjunto, os resultados indicam 

que as enzimas Nde1p e Ndi1p desempenham papéis essenciais na oxidação do 

NADH citosólico e intramitocondrial, respectivamente (BAKKER et at., 2001)  

Conforme anteriormente verificado (BARROS et al., 2005), o mutante 

Δcoq10 cresceu lentamente em meio contendo etanol/glicerol, uma fonte de 

carbono não fermentável (Figura 4). De modo semelhante ao ocorrido na 

linhagem W303, a inativação das enzimas Nde1p e Ndi1p aboliu completamente o 

crescimento residual do mutante Δcoq10. A linhagem Δcoq4, deficiente na síntese 

da coenzima Q, apresentou crescimento completamente nulo em meio não 

fermentativo, uma característica dos mutantes coq de levedura (TRAN; CLARK, 

2007).  

    

4.3 Avaliação da liberação de peróxido de hidrogênio nas linhagens WT, 

Δcoq10 e Δcoq4 em combinação com a inativação das NADH 

desidrogenases mitocondriais. 

 

A inativação das diferentes NADH desidrogenases mitocondriais na 

linhagem Δcoq10 teve por objetivo diminuir o fornecimento de elétrons para a 

coenzima Q e consequentemente promover uma redução na geração de EROs. 

Desta forma, procuramos avaliar os níveis de estresse oxidativo nas diferentes 

linhagens através do monitoramento da formação de peróxido de hidrogênio 
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(H2O2). A geração de H2O2 foi avaliada em suspensões de mitocôndrias isoladas 

das diferentes linhagens, usando um método fluorométrico, no qual a sonda 

Amplex Red, na presença de HRP, reage com H2O2 com uma estequiometria 1:1 

produzindo um composto altamente fluorescente, a resorufina (ZHOU et al., 

1997).     

A Figura 5A demonstra que as taxas de liberação de H2O2 a partir das 

mitocôndrias isoladas da linhagem selvagem foram significativamente similares 

em relação aos mutantes simples para as NADH desidrogenases Δnde1 e Δnde2, 

bem como para o mutante duplo Δnde1Δnde2. Em todos os casos, a adição de 

antimicina A, resultou em uma produção aumentada de H2O2, indicando a 

existência de um ciclo Q ativo nessas linhagens. A antimicina A atua como um 

inibidor do complexo respiratório III, ligando-se especificamente no sítio Qi deste 

complexo (WIKSTRÖM; BERDEN, 1972; DRÖES; BRANDT, 2008). Isto 

desencadeia a geração de grandes quantidades do radical superóxido devido a 

reação do oxigênio molecular com a ubisemiquinona ligada no sítio Qo desse 

complexo (CADENAS et al., 1977; TURENS ET AL., 1985; DRÖES; BRANDT, 

2008).  

Por outro lado, o mutante simples Δndi1 e o triplo mutante 

Δndi1Δnde1Δnde2, liberaram 2-3 vezes mais peróxido de hidrogênio em relação a 

linhagem selvagem. (Figura 5A). Além disso, essas linhagens não responderam a 

inibição com antimicina A, indicando a inexistência de um fluxo de elétrons para o 

complexo III. Desta forma, a elevada produção de H2O2 observado para Δndi1 e 

Δndi1Δnde1Δnde2 provavelmente não é em decorrência da atividade da cadeia 

respiratória e sim devido a enzimas presentes na matriz, que se manteriam no 

estado reduzido devido a não oxidação do NADH mitocondrial. De fato, em 2007, 

Tahara e colaboradores demonstraram que enzimas contendo a subunidade da 

flavoenzima diidrolipoil desidrogenase, como por exemplo, o complexo da α-

cetoglutarato desidrogense e piruvato desidrogenase, são responsáveis pela 

geração de quantidades significativas de peróxido de hidrogênio em S. cerevisiae. 

(TARAHA et al., 2007).  
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Figura 5 - Medidas da liberação de peróxido de hidrogênio (H2O2) em mitocôndrias 

isoladas de diferentes linhagens de S. cerevisiae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A determinação da liberação de H2O2 em suspensões mitocondriais (100 µ/mL) induzida 

por etanol 2%, glutamato 1mM e malato 1mM, foi realizada conforme descrito em 

Materiais e Métodos (Item 3.13). (*) Valores de P<0.01 versus WT.   
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A liberação de peróxido de hidrogênio a partir das mitocondriais isoladas da 

linhagem Δcoq10 foi significativamente maior que a linhagem selvagem (Figura 

5B), conforme anteriormente verificado por Busso e colaboradores (2010b). 

Entretanto, esses autores observaram uma produção de peróxido relativamente 

maior para a linhagem Δcoq10 em relação aos resultados reportados neste 

trabalho. A inativação individual das NADH desidrogenases Ndi1p, Nde1p e 

Nde2p não diminuiu a taxa de liberação de H2O2 do mutante Δcoq10. O mesmo 

foi observado quando ambas as enzimas externas foram inativadas. Acreditamos 

que a ausência na diminuição da liberação de H2O2 devido à inativação das 

NADH desidrogenases externas seja em decorrência dos substratos respiratórios 

utilizados no ensaio fornecerem elétrons unicamente para a NADH desidrogenase 

interna (ver discussão em maiores detalhes na seção Super-expressão das NADH 

desidrogenses).    

Conforme anteriormente observado por Busso e colaboradores (2010b), o 

mutante Δcoq10 produziu elevados níveis de H2O2 na presença do inibidor do 

complexo III antimicina A (Figura 5B). Estes dados novamente confirmam a ideia 

de que o mutante Δcoq10 possui um ciclo Q parcialmente ativo, pois apesar de 

ocorrer a transferência de elétrons para o citocromo bL, esse mutante é incapaz 

de promover a redução do citocromo c. A figura 5B demonstra que a inativação 

individual das NADH desidrogenases externas assim como a dupla inativação 

dessas enzimas, não alterou a resposta do mutante Δcoq10 a antimicina A. 

Entretanto, do mesmo modo que a linhagem selvagem, a inativação da enzima 

Ndi1p aboliu completamente a resposta do mutante Δcoq10Δndi1 a inibição com 

antimina A. O mesmo ocorreu para o triplo mutante Δcoq10Δndi1Δnde1Δnde2.  

Entretanto, contrariamente ao ocorrido para a linhagem selvagem, a 

quantidade de H2O2 produzida pela linhagem Δcoq10Δndi1Δnde1Δnde2 foi 

significativamente similar ao mutante simples Δcoq10. Isto se deve provavelmente 

a elevada taxa de células petites presentes na população celular utilizada para 

realizar os experimentos de produção de H2O2 na linhagem 

Δcoq10Δndi1Δnde1Δnde2. 

   As taxas de liberação de H2O2 para a linhagem Δcoq4, que não sintetiza 

coenzima Q, em combinação com a inativação das NADH desidrogenases 

também foram avaliadas (Figura 5C). Conforme anteriormente reportado, a 
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linhagem Δcoq4 apresentou elevada produção de H2O2 quando comparada com a 

linhagem selvagem (BUSSO et al., 2010b). Curiosamente, a taxa de liberação de 

H2O2 observado para a linhagem Δcoq4 foi significativamente superior a da 

linhagem Δcoq10. Tal diferença pode ser em decorrência do grande acúmulo de 

radicais livres de flavina encontradas nas enzimas NADH e succinato 

desidrogenase da cadeia respiratória mitocondrial (discutido em maiores detalhes 

na seção discussão final). De fato, a inativação da enzima Ndi1p, ao qual contem 

flavina como cofator em seu centro de reação, reduziu significativamente a 

liberação de H2O2 a partir das linhagens Δcoq4Δndi1 e Δcoq4Δndi1Δnde1. 

Entretanto, a inativação das NADH desidrogenases externas, que também 

contem flavinas, não diminuiu a taxa de liberação de H2O2 das linhagens 

Δcoq4Δnde1 e Δcoq4Δnde2, provavelmente em decorrência dos substratos 

respiratórios utilizados nos ensaios de liberação de H2O2 fornecerem elétrons 

preferencialmente para a enzima Ndi1p (discutido em maiores detalhes na sessão 

super-exressão das NADH desidrogenases). 

   De acordo com o esperado a antimicina A não teve nenhum efeito sobre a 

produção de H2O2 do mutante Δcoq4 (BUSSO et al., 2010b).  O mesmo ocorreu 

para a linhagem Δcoq4 em combinação com a inativação das NADH 

desidrogenases. Os resultados confirmam que o mutante Δcoq4 não apresenta 

um ciclo Q ativo em decorrência da ausência da coenzima Q. 

    

4.4 Avaliação da estabilidade do mtDNA nas linhagens WT, Δcoq10 e Δcoq4 

em combinação com a inativação das NADH desidrogenases 

mitocondriais 

 Após verificarmos as taxas de liberação de H2O2 nos diferentes mutantes 

para as NADH desidrogenases mitocondriais, procuramos avaliar os efeitos da 

inativação dessas enzimas sobre a estabilidade do mtDNA, através de um 

simples ensaio quantitativo do surgimento de colônias petites em populações de 

levedura crescendo sobre uma fonte de carbono fermentável. Por meio deste 

ensaio, a frequência de colônias petites para as linhagens haplóides de WT, 

Δcoq10 e Δcoq4 em combinação com a inativação das NADH desidrogenases 

mitocondriais foram determinadas. Os resultados estão resumidos na figura 6. 
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Figura 6 - Determinação da estabilidade do DNA mitocondrial (mtDNA). 

 

    

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A frequência de formação de colônias petites nas linhagens WT, Δcoq10 e Δcoq4 em 

combinação com a inativação das NADH desidrogenases foi realizada conforme 

descrição em Materiais e Métodos (Item 3.8). (*) P<0.01 vs. WT; (#) P<0.01 vs. Δcoq10; 

(&) P<0.01 vs. Δcoq10.      
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A linhagem parental de referência utilizada neste trabalho, W303-1a, 

apresentou uma frequência de aproximadamente 5% de colônias petites (Figura 

6A). Dimitrov e colaboradores (2009) reportaram uma frequência de surgimento 

de colônias petites em torno de 10% para a linhagem W303-1a. Os autores 

também observaram a existência de uma grande diferença na produção de 

colônias petites entre as linhagens encontradas na natureza e as linhagens 

comumente utilizadas em laboratório. Tal variação se deve ao grande número de 

genes nucleares e seus polimorfismos que afetam a estabilidade do mtDNA. A 

contínua propagação das linhagens de S. cerevisiae nas atividades de laboratório 

poderia reduzir a seleção para a manutenção da função do genoma mitocondrial 

(DIMITROV et al., 2009). 

Semelhante ao ocorrido para linhagem selvagem, os mutantes simples das 

NADH desidrogenases mitocondriais, assim como o duplo mutante Δnde1Δnde2, 

produziram quantidades relativamente baixas de colônias petites (Figura 6 A). O 

mesmo não ocorreu para o triplo mutante Δndi1Δnde1Δnde2, que apresentou 

uma elevada taxa de petites. Este aumento na produção de petites pode ser em 

decorrência da maior produção de EROs sugerida pela maior liberação de H2O2 

reportada para  o triplo mutante (comparar a figura 5A com 6A). Portanto, este é o 

primeiro indício apresentado neste trabalho de que a elevada produção de EROs 

desencadeia um aumento na instabilidade do genoma mitocondrial.  

   De acordo com esta hipótese, a elevada instabilidade do genoma 

mitocondrial observada no mutante Δcoq10, provavelmente em decorrência de 

uma produção excessiva de EROs, poderia ser restaurada através da eliminação 

da fonte de elétrons responsáveis pela geração dessas EROs. Conforme 

esperado, a inativação da enzima Nde1p, a principal responsável pelo 

fornecimento de elétrons para a coenzima Q em S. cerevisiae (Bunoust et al., 

2005) resultou em uma diminuição significativa na geração de colônias petites na 

linhagem Δcoq10 (Figura 5 B). A inativação de Ndi1p teve um efeito semelhante, 

porém em um nível menor do que o ocorrido na ausência de Nde1p. Já a 

inativação de Nde2p não alterou a produção de petites do mutante Δcoq10. 

Curiosamente, a inativação de ambas as NADH externas Nde1p e Nde2p reduziu 

a produção de petites tal qual ao ocorrido para a linhagem Δcoq10Δnde1. 

Analisados em conjunto os resultados indicam que as enzimas Nde1p Ndi1p são 
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as principais responsáveis pela elevada instabilidade do mtDNA no mutante 

Δcoq10.      

 Os resultados apresentados sugerem que a diminuição no fornecimento de 

elétrons para coenzima Q no mutante Δcoq10, promoveu uma redução na 

produção de petites. Por outro lado, a interrupção total do fornecimento de 

elétrons, através da inativação das três NADH desidrogenases, resultou em uma 

elevada instabilidade do genoma mitocondrial (Figura 5 B). A produção de petites 

para a linhagem Δcoq10Δndi1Δnde1Δnde2 foi de aproximadamente 85%. 

Curiosamente, a linhagem Δcoq10Δndi1Δnde1 também produziu elevada taxa de 

petites, aproximadamente 80%. Portanto, apesar da inativação individual das 

enzimas Nde1p e Ndi1p diminuir a produção de petites, a ausência de ambas as 

enzimas desencadeou elevada instabilidade do mtDNA. Os resultados também 

indicam que a presença da enzima Nde2p na linhagem Δcoq10Δndi1Δnde1 não 

foi suficiente para evitar a elevada instabilidade do mtDNA. Portanto, podemos 

concluir que apenas a redução parcial do fornecimento de elétrons para a 

coenzima Q no mutante Δcoq10 foi capaz de diminuir a produção de petites. A 

concomitante inativação da NADH desidrogenase da matriz mitocondrial (Ndi1p) e 

a forma majoritária da NADH desidrogenase do espaço intermembrana (Nde1p), 

aumenta a instabilidade do mtDNA.  

 De maneira contrária ao ocorrido para o mutante Δcoq10, a inativação das 

NADH desidrogenases individuais não reduziu a geração de petites na linhagem 

Δcoq4 (Figura 6 C).  Da mesma forma, a ausência de ambas as NADH 

desidrogenases externas, assim como a inativação de Ndi1p e Nde1p, não 

alteraram a produção de petites desse mutante. Curiosamente, e contrário ao 

ocorrido para a linhagem selvagem e o mutante Δcoq10, a inativação das três 

NADH desidrogenases reduziu significativamente a produção de petites do 

mutante Δcoq4. Portanto, a elevada instabilidade do mtDNA reportada para as 

linhagens WT e Δcoq10 sem as NADH desidrogenases e, portanto, contendo 

excesso de coenzima Q oxidada, não ocorre na linhagem Δcoq4 totalmente 

desprovida de coenzima Q.  
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4.5 Super-expressão das NADH desidrogenases nas linhagens WT, Δcoq10 e 

Δcoq4. 

Até o momento, reportamos que a elevada instabilidade do mtDNA 

observada no mutante Δcoq10 poderia ser em decorrência da contínua geração 

de EROs devido o bloqueio parcial do ciclo Q observado na ausência da proteína 

Coq10p. Conforme já demonstrado, a redução no fornecimento de elétrons para a 

coenzima Q na linhagem Δcoq10, reduziu significativamente a geração de 

colônias petites. Portanto, resolvemos investigar se a super-expressão das NADH 

desidrogenases promoveria um aumento da instabilidade do mtDNA no mutante 

Δcoq10. Para isto, os genes das três NADH desidrogenases mitocondriais (NDI1, 

NDE1 e NDE2) foram amplificados e clonados em fusão com dois diferentes 

promotores: o promotor constitutivo TEF1, derivado do gene que codifica para o 

fator de elongação da tradução 1α (MUMBERG et al., 1995) e o promotor 

induzível GAL10, derivado do gene que codifica para o fator de transcrição 

induzido pela galactose, GAL10) (JOHNSTON; DAVIS, 1984). Além da fusão com 

os promotores de expressão, os genes das NADH desidrogenases foram 

fusionados com o epítopo para hemaglutinina A (HA) para podermos avaliar a 

super-expressão das proteínas através de análises de Western Blot.  Os 

plasmídeos resultantes destas clonagens foram então linearizados e em seguida 

transformados na linhagem Δcoq10. O mesmo procedimento foi feito para a 

linhagem WT.  

 Para confirmar a elevada expressão das NADH desidrogenases 

mitocondriais fusionadas com o promotor GAL10, quantidades apropriadas de 

proteínas mitocondriais foram aplicadas em um gel de SDS-PAGE e em seguida 

avaliadas através de Western Blot, utilizando anticorpos específicos para a cauda 

HA fusionadas nessas proteínas. A figura 7 demonstra que os níveis das NADH 

desidrogenases nas respectivas linhagens super-expressando-as foram 

significativamente maiores em relação as linhagens com as proteínas controladas 

pelo promotor selvagem.    
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Figura 7 - Super-expressão das NADH desidogenases mitocondriais. 

 

Os níveis de expressão das enzimas NADH desidrogenases nas linhagens WT e Δcoq10 

foram avaliados conforme descrição em Materiais e Métodos (Item 3.11). A quantidade 

de proteínas mitocondriais carregadas nos géis está indicada na parte inferior da 

imagem. A imunodetecção das proteínas foi feita através da ligação de um anticorpo 

específico para o epítopo da hemaglutinina A fusionado nos genes das NADH 

desidrogenases mitocondriais.  

 

Após verificarmos o aumento na expressão das NADH desidrogenases 

mitocondriais, procuramos avaliar as propriedades de crescimento das linhagens 

WT, Δcoq4 e Δcoq10 super-expressando essas enzimas. A Figura 8 demonstra 

que a super-expressão das NADH desidrogenases a partir do promotor TEF1 não 

alterou o crescimento de nenhuma linhagem analisada. Por outro lado, a 

expressão aumentada da enzima Nde1p a partir do promotor GAL10, causou um 

severo defeito no crescimento para as linhagens Δcoq10 e  Δcoq4. Tal fenótipo, 

associado ao fato de que a inativação da enzima Nde1p provocou uma redução 

na geração de petites do mutante Δcoq10, instigou a hipótese de que a super-

expressão de Nde1p em Δcoq10 poderia aumentar a instabilidade do mtDNA 

dessa linhagem. Portanto, procuramos determinar a taxa de geração de colônias 

petites nas linhagens WT e Δcoq10 com expressão aumentada da NADH 

desidrogenase externa Nde1p. 
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Figura 8 - Propriedades de crescimento das linhagens WT, Δcoq4 e Δcoq10 super-

expressando as NADH desidrogenases a partir do promotor TEF1 

(Figura A) e GAL10 (Figura B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As diferentes linhagens foram crescidas em meio rico YPD (Figura A) e YPGAL (Figura 

B) por 16 h, e após a absorbância a 600 nm (Abs600) ser ajustada para 1, 0,1, 0,01, 0,001 

e 0,0001, as células foram plaqueadas em placas contendo os respectivos meios de 

crescimento e em seguida incubadas a 30 ºC, por 48 horas. 

A 

B 
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Figura 9 - Estabilidade do mtDNA nas linhagens com expressão aumentada 

de Nde1p, na presença e ausência da super-expressão de Coq8p. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A frequência de formação de colônias petites nas diferentes linhagens foi realizada 

conforme descrição em Materiais e Métodos (Item 3.8). A indução da expressão da 

enzima Nde1p a partir do promotor GAL10 foi feita através do crescimento das linhagens 

em meio YPGAL por um período de 10 horas. (*) P<0.01 vs. WT; (+) P<0.01 vs. 

WT+GAL10-NDE1; (&) P<0.01 vs. Δcoq10; ($)P<0.01 vs. Δcoq10+GAL10-NDE1.   

 

Surpreendentemente, apesar da super-expressão de Nde1p a partir do 

promotor GAL10 não alterar o crescimento da linhagem WT + GAL10-NDE1, ela 

provocou um aumento significativo na taxa de produção de petites dessa 

linhagem (Figura 9). Os níveis de produção de petites foram semelhantes ao da 

linhagem Δcoq10. Esta última, por sua vez, tornou-se altamente instável, 

apresentando uma taxa de geração de petites em torno de 95%. Esses resultados 

indicam que a expressão aumentada de Nde1p causa elevada instabilidade do 

genoma mitocondrial. Corroborando essa hipótese medimos a frequência de 

mutações de ponto no mtDNA nas células com expressão-aumentada de Nde1p 

utilizando a frequência de resistência a eritromicina (Eryr) como um marcador. A 

resistência a eritromicina é resultante de mutações pontuais nas posições 1050, 

1951 e 3993 no gene mitocondrial rRNA 21S (CUI; MASON, 1989; SOR; 

FUKUHARA, 1984). Este ensaio revelou que a taxa de mutação no mtDNA é 
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aproximadamente 3 e 4 vezes maior nas linhagens WT + TEF1-NDE1 e WT + 

GAL10-NDE1, respectivamente (Figura 10).  

 

Figura 10 - Estimação da taxa de mutação no genoma mitocondrial através  

da formação de colônias resistentes a eritromicina (Eryr).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A estimativa da taxa de formação de colônias resistentes a eritromicina foi feito conforme 

descrito em Materiais e Métodos (Item 3.9). As linhagens WT + NDE1-glicose e WT + 

NDE1-galactose contém o gene NDE1 fusionado aos promotores TEF1 e GAL10, 

respectivamente. (#) p<0,05 versus WT glicose. (*) p<0,05 versus WT galactose. 

 

Na tentativa de contornar os efeitos da super-exressão de Nde1p sobre a 

estabilidade do mtDNA, resolvemos promover um aumento da expressão da 

proteína Coq8p nas linhagens super-expressando Nde1p. Para isto, estas 

linhagens foram transformadas com um plasmídeo integrativo contendo o gene 

COQ8 fusionado no promotor GPD (derivado do gene que codifica para a 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) (ZAMPOL et al., 2010). A escolha de Coq8 

foi devido ao fato dessa proteína recuperar parcialmente os defeitos respiratórios 

apresentados pelo mutante Δcoq10 (BARROS et al., 2005). O mecanismo pelo 

qual isso ocorre parece envolver uma produção aumentada de coenzima Q 

(BARROS et al., 2005).  Recentemente foi demonstrado que Coq8p atua na 

regulação e na estabilização do complexo de biossíntese da coenzima Q. Na falta 
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de um dos constituintes desse complexo, a expressão aumentada de Coq8p 

parece auxiliar na estabilização do complexo (GIN; CLARK, 2005; XIE et al., 

2011; ZAMPOL et al., 2010). 

 

 

Figura 11 - Propriedades de crescimento das linhagens WT e Δcoq10 super-

expressando a NADH desidrogenase Nde1p a partir do promotor 

GAL10 com expressão aumentada da proteína Coq8p. 

 

 

 

 

 

 

 

 

As diferentes linhagens foram crescidas em meio rico YPGAL por 16 h, e após a 

absorbância a 600 nm (Abs600) ser ajustada para 1, 0,1, 0,01, 0,001 e 0,0001, as células 

foram plaqueadas em placas contendo os respectivos meios de crescimento e em 

seguida incubadas a 30 ºC. O período de incubação consistiu em 72 horas.   

 

Conforme esperado, a expressão aumentada de Coq8 recuperou a 

estabilidade do DNA mitocondrial nas linhagens super-expressando Nde1p 

(Figura 9), como também melhorou o crescimento do mutante Δcoq10 super-

expressando Nde1p (Figura 11). 

Por outro lado, os ensaios de liberação de H2O2 demonstram que a 

expressão aumentada de Nde1p na linhagem selvagem não aumentou a taxa de 

produção de H2O2. O mesmo ocorreu para a linhagem Δcoq10. No entanto, a 

análise da Figura 12 nos mostra que a linhagem Δcoq10 com expressão 

aumentada da NADH desidrogenase externa Nde1p, não respondeu a adição de 

antimicina A, refletindo o grande número de colônias petites geradas na cultura 

utilizada na preparação mitocondrial.   
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Figura 12 - Medidas da liberação de peróxido de hidrogênio (H2O2) em 

mitocôndrias isoladas a partir das linhagens com super-expressão 

da enzima Nde1p. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A determinação da liberação de H2O2 em suspensões mitocondriais (100 µ/mL) induzida 

por etanol 2%, glutamato 1mM e malato 1mM, foi realizada conforme descrito em 

Materiais e Métodos (Item 3.13).   

 

Além da elevada porcentagem de colônias petites observada nas culturas 

utilizadas para a extração das mitocôndrias, outro importante fator merece 

atenção na interpretação dos resultados de produção de H2O2. Durante os 

ensaios de liberação de H2O2, os substratos respiratórios utilizados para ativar a 

cadeia respiratória mitocondrial foram: malato 1 mM, glutamato 1 mM e etanol 

2%. Malato e glutamato são substratos respiratórios metabolizados na matriz 

mitocondrial. A oxidação do malato é catalisada pela enzima malato 

desidrogenase enquanto o glutamato é oxidado pela glutamato desidrogenase 

(NELSON; COX, 2009). Ambas as reações produzem NADH, que é 

posteriormente oxidado pela NADH desidrogenase interna Ndi1p para reduzir a 

ubiquinona (BAKKER et al., 2001). Portanto, devido as NADH desidrogenases 

externas apresentarem os sítios ativos voltados para o espaço intermembrana 
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(BAKKER et al., 2001), apenas Ndip está envolvida no acoplamento da oxidação 

dos substratos malato e glutamato com a cadeia respiratória.  

O etanol que também foi utilizado como um substrato respiratório, pode ser 

oxidado por no mínimo três isoenzimas da álcool desidrogenase: 2 citosólicas, 

codificadas pelos genes ADH1 e ADH2, e uma mitocondrial, codificada pelo gene 

ADH3 (BAKKER et al., 2000). Enquanto Adh1p está envolvida principalmente na 

fermentação alcoólica (BAKKER et al., 2000), Adh2 possui elevada afinidade pelo 

etanol e parece ser a principal responsável pela sua degradação (GANZHORN et 

al., 1987). Sendo assim, o NADH gerado durante a oxidação do etanol pela 

enzima Adh2 citosólica poderia ser oxidado pelas NADH desidrogenases 

externas. No entanto, durante o procedimento de isolamento das mitocôndrias as 

enzimas citosólicas foram perdidas e, portanto, não estavam presentes nos 

ensaios de liberação de H2O2. Isto poderia explicar a ausência de uma produção 

aumentada de H2O2 nas mitocôndrias isoladas da linhagem selvagem super-

expressando a enzima Nde1p. O mesmo se aplica para o mutante Δcoq10 

apresentando a inativação das NADH desidrogenases externas, ao qual não 

apresentou uma diminuição na taxa de liberação de H2O2 (ver Figura 5B),. 

Para contornar este problema, utilizamos o NADH como substrato 

respiratório, ao qual pode ser oxidado diretamente pela mitocôndria de S. 

cerevisiae através das NADH desidrogenases externas (LUTTIK et al., 1998). A 

ressalva quanto a utilização do NADH como substrato respiratório nos ensaios de 

liberação de H2O2 é decorrente da sua interferência com o Amplex Red quando 

utilizado em concentrações acima de 30µM (KUSSMAUL; HIRST, 2006). 

A Figura 13 demonstra que inativação da enzima Nde1p reduziu 

significativamente a taxa de liberação de peróxido de hidrogênio das linhagens 

WT e Δcoq10. Estes resultados sugerem que a NADH desidrogenase externa 1, 

localizada na superfície externa da membrana mitocondrial interna, é uma 

importante fonte de produção de peróxido de hidrogênio.  
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Figura 13 - Medidas da liberação de peróxido de hidrogênio (H2O2) em 

mitocôndrias isoladas a partir das linhagens com inativação da 

enzima Nde1p. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A determinação da liberação de H2O2 em suspensões mitocondriais (100 µ/mL) induzida 

NADH 30 µM, foi realizada conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.13).   
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5 DISCUSSÃO FINAL 

 Nos últimos anos, tem-se postulado que a disfunção mitocondrial e o dano 

no mtDNA desempenham uma função central em muitas patologias humanas e 

estão intimamente relacionadas com os processos de envelhecimento 

(WALLACE, 2005). Os resultados apresentados nessa dissertação reforçam esse 

conceito. O bloqueio da transferência de elétrons mitocondrial, devido a mutações 

em genes do sistema de fosforilação oxidativa, aumenta a produção basal de 

EROs e consequentemente causa sérios danos nos constituintes celulares, 

incluindo lipídeos, proteínas e DNA (BENTINGER et al., 2007). Em particular, os 

danos provocados no mtDNA representam um sério risco para a atividade 

mitocondrial, uma vez que o genoma mitocondrial codifica subunidades 

essenciais do sistema de fosforilação oxidativa. O resultado final é uma alça de 

alimentação positiva entre produção aumentada de EROs e mutações no mtDNA 

(TRACHOOTHAM et al., 2009). Todavia, essa situação é contornada em S. 

cerevisiae, pois, sendo um aeróbico facultativo, mutações no mtDNA e eventuais 

danos oxidativos alimentam a perda de segmentos inteiros do DNA mitocondrial, 

gerando células rho- e rho0. Estas apresentam menor geração de EROs pela 

simples perda do complexo III, um importante centro de vazamento de elétrons.     

 Neste trabalho procuramos determinar as causas da elevada instabilidade 

do mtDNA gerada em decorrência do bloqueio da transferência de elétrons 

mitocondrial pela coenzima Q. Para isto, centramos nossos esforços em dois 

mutantes de S. cerevisiae que apresentam defeitos distintos no metabolismo da 

coenzima Q: o mutante Δcoq4, ao qual é incapaz de sintetizar coenzima Q, em 

decorrência da deleção do gene que codifica Coq4p (BELOGRUDOV et al., 2001)  

e o mutante Δcoq10, que sintetiza coenzima Q em níveis próximo ao da linhagem 

selvagem, mas é incapaz de dar prosseguimento a cadeia respiratória (BARROS 

et al., 2005; BUSSO et al., 2010b).   

 As medidas de liberação de peróxido de hidrogênio (H2O2) revelaram que a 

mitocôndria do mutante Δcoq4 teve uma alta taxa basal de produção de EROs. 

Durante a respiração mitocondrial a coenzima Q recebe elétrons de diferentes 

coenzima Q oxidorredutases e em seguida os transferem para o complexo III, que 

por sua vez promove a redução do citocromo c (HATEFI, 1985). Na ausência da 

coenzima Q, todos os carregadores de elétrons localizados a sua montante 
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tornam-se completamente reduzidos. Sob estas condições, a reação do oxigênio 

molecular com moléculas de flavinas (FMN) presentes no complexo I de 

mamíferos, gera grandes quantidades de radical superóxido (ST-PIERRE et al., 

2002; KUSSMAUL; HIRST, 2006; HIRST et al., 2008). As diferentes coenzima Q 

oxidorredutases de S. cerevisiae, apesar de serem evolutivamente distintas do 

complexo I de mamíferos, também contém FMN e desta forma poderiam 

favorecer a produção de H2O2 (DAVIDSON; SCHIESTL, 2001). 

De acordo com esta hipótese, a remoção da fonte de elétrons para a 

cadeia respiratória poderia aliviar o estresse oxidativo causado pelo bloqueio da 

cadeia respiratória. De fato, a inativação da enzima Ndip reduziu 

significativamente a produção de H2O2 das mitocôndrias isoladas das linhagens 

Δcoq4Δndi1 e Δcoq4Δndi1Δnde1, quando comparadas com Δcoq4. A inativação 

das NADH desidrogenases externas não teve o mesmo efeito provavelmente em 

decorrência dos substratos respiratórios utilizados nos ensaios fornecerem 

elétrons unicamente para a enzima Ndi1p (ver discussão mais detalhada na 

sessão super-expressão das NADH desidrogenases). Por outro lado, a inativação 

de Ndip não reduziu a produção basal de mutantes petites da linhagem Δcoq4. 

Portanto, para a linhagem com deficiência na síntese da coenzima Q, a redução 

na produção de EROs não alterou a estabilidade do mtDNA.        

 Semelhante à linhagem Δcoq4, o mutante Δcoq10 também apresenta um 

bloqueio na cadeia respiratória mitocondrial. Entretanto, o bloqueio não ocorre 

devido à ausência da coenzima Q e sim por um defeito na oxidação dessa 

molécula em decorrência de um ciclo Q parcialmente ativo (BARROS et al., 2005; 

BUSSO et al., 2010). Utilizando inibidores específicos para o complexo 

respiratório III, Busso e colaboradores (2010b) demonstraram que o mutante 

Δcoq10 é capaz de transferir um elétron do citocromo bL para a coenzima Q 

ligada no sítio P. Entretanto, apesar de ocorrer a transferência de elétrons para o 

citocromo bL, há um bloqueio na transferência para a proteína ferro enxofre de 

Rieske. Desta forma, no mutante Δcoq10 os elétrons não chegam ao citocromo c, 

mas continuam a ciclar pelo complexo III.  

Devido o mutante Δcoq10 ser capaz de transferir elétrons para o citocromo 

bL, o complexo III pode ser o principal responsável pela produção de EROs nessa 

linhagem. Suportando esta ideia, as análises de liberação H2O2 revelaram que o 
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mutante Δcoq10 é responsivo ao inibidor do complexo III antimicina A. A maioria 

do radical superóxido produzida pelo complexo III resulta da reação entre o 

oxigênio molecular e a ubisemiquinona produzida durante o ciclo Q (MULLER et 

al., 2004). De fato, Busso e colaboradores (2010b) reportaram que tanto a 

linhagem WT quanto o mutante Δcoq10, acumularam o radical semiquinona. 

Apesar de haver indícios de que o complexo III é o principal responsável pela 

elevada produção basal de EROs no mutante Δcoq10, as coenzimas Q 

oxidorredutases também podem estar desempenhando um papel significativo 

nessa produção. No entanto, a contribuição dessas enzimas para a produção de 

EROs  poderia ser de maneira indireta, atuando apenas como fornecedoras de 

elétrons para a geração de EROs. Curiosamente, o mutante Δcoq10 apresentou 

índices de liberação de H2O2 inferior ao mutante Δcoq4. Enquanto a liberação de 

H2O2 derivada da dismutação do radical superóxido no mutante Δcoq10 ocorre 

principalmente no espaço intermenbrana, através do vazamento de elétrons a 

partir do citocromo bL e da enzima Nde1p, no mutante Δcoq4 há essencialmente 

vazamento a partir das enzimas Ndip e Nde1p. Imagina-se que a matriz 

mitocondrial tenha melhores condições de remover EROs do que o espaço 

intermembranas pela simples análise comparativa do conjunto de enzimas 

antioxidantes presentes nos dois compartimentos.     

Em resumo, as análises de geração de petites associados com os ensaios 

de liberação de peróxido de hidrogênio leva-nos a concluir que o principal 

causador da elevada instabilidade do mtDNA no mutante Δcoq10 é a continua 

produção de espécies reativas de oxigênio em decorrência de um defeito no ciclo 

Q. A constante produção de EROs no mutante Δcoq10 poderia provocar danos 

constantes no mtDNA ocasionando uma elevada instabilidade do genoma 

mitocondrial. A retirada da fonte de elétrons da cadeia respiratória provocou uma 

diminuição na produção de petites do mutante Δcoq10, conforme observado para 

as linhagens Δcoq10Δnde1, Δcoq10Δndi1 e Δcoq10Δnde1Δnde2. Por outro lado, 

a expressão aumentada da principal fornecedora de elétrons para a cadeia 

respiratória mitocondrial, a enzima Nde1p, aumentou a produção basal de petites.  

Apesar da super-expressão gênica ser uma etapa fundamental na 

determinação da função de uma proteína, esta ferramenta tem sido pouco 

utilizada para os estudos de estabilidade do mtDNA (CONTAMINE; PICARD, 
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2000). Os resultados aqui apresentados demonstram que a super-expressão das 

enzimas responsáveis pelo lançamento de elétrons para a cadeia respiratória 

mitocondrial resulta em elevada instabilidade do mtDNA.   
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6 CONCLUSÕES 

 

1- A maior instabilidade do mtDNA no mutantes Δcoq10 está relacionada ao 

estado de oxidação da coenzima Q, pois a ausência de agentes oxidorredutores 

diminuiu a instabilidade, enquanto o excesso aumentou. 

 

2- A correlação entre EROs e instabilidade do mtDNA é prejudicada pelo fato das 

EROs gerar células rho- e rho0, as quais, por sua vez, produzem menos EROs, 

simplesmente por não conter o complexo III ativo.  
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