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ISOLAMENTO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS
MITOCONDRIAIS OXIDADAS DURANTE A SINTESE DE ACIDO
ASCORBICO EM MAMAO ‘GOLDEN’
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O acido ascorbico (AA) esta entre os principais antioxidantes presentes nos
vegetais, evitando danos causados pela acdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), principalmente, sobre as membranas celulares. Porém, a sintese do AA a
partir de galactona-1,4-lactona (GalL) por acdo da enzima galactona-1,4-lactona
desidrogenase (GalLDH) é responsavel pela producdo de ERO (H,0,) dentro das
mitocondrias. O presente trabalho tem como objetivo quantificar as proteinas
oxidadas por radicais livres em mitocondrias purificadas de maméao ‘Golden’ a partir
da biossintese do &cido ascoérbico. Para tanto, foram obtidas mitocondrias de frutos
no estadio | de amadurecimento, padronizados de acordo com a coloracdo da casca
(luminosidade, angulo hue e cromaticidade). As mitocondrias apds isolamento e
purificacdo foram separadas em fracbes, as quais foram incubadas por 30 min,
conforme os tratamentos: 1) incubadas em tampédo (controle) e 2) incubadas em
GalL 5 mM. O isolamento das proteinas oxidadas foi feito por imunoprecipitacéo.
Apos o periodo de incubacédo os extratos de mitocéndrias foram precipitados com
TCA 20% e submetido ao processo de derivatizacdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNP) 1mM e imunoprecipitacdo com anticorpo anti-DNP (Sigma-Adrich, St Louis,
MO) ligado a proteina A/G Resina ultralink (Thermo Scientific), seguido por elui¢cdo
com DTT 10 mM. Uma fracdo adicional de mitocondrias isoladas foi utilizada como
controle para a determinacdo das proteinas totais. Por fim, as proteinas foram
guantificadas pelo método de Bradford. O teor de proteinas totais foi de 365 ug de
proteinas/100 uL de extrato de mitocéndrias, enquanto que o teor de proteinas
oxidadas no controle e no tratamento apds a incubacdo em GalL foi de 61,16
Mg/100uL e 78,85 ug/100uL, respectivamente. De acordo com os resultados obtidos,
nao houve aumento significativo na oxidacdo de proteinas mitocondriais apdés a
incubacdo em GalL 5 mM por 30 min. A préxima etapa do trabalho serd a
caracterizacdo funcional das proteinas oxidadas para verificar o efeito dessa
oxidacdo no metabolismo mitocéndrial.
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