AW,
.S

LN 2 s

S0HIA APARECINA GURGUE IR

I m&&&-ka S S ’j\&m
Y PG w- N SR N %M@&- —

REGULACAD DA ATPase MITOCONDRIAL PELOS SiTIOS

NEOC CATALITICOS E PELS PROTEINA INIBIDORA

&L/@@/ 1T

Tesse  aprsssntada ac Institato ds

Biologia da indversidede Festadusl

e Campdinas, para obbteacio do Ti-
< tulo e Hestre em Binlogia, #rea

de Bioguimics -
@? Oridentador
Profa s, TONE SALGADND MARTIHNS

Campinas - 8 Paulo

1991

UMICAMP
DIBLIGTECA CENTRAL




AORABECTIMENTUS

fgvadego ao Prot. By, Anibal Eugdaio Vereossi psla opor-
tunidade de ter trvabalbado em seu avupo de pesguiss e pelas ori-
ticas ¢ sugestdes fsitas 2 sute btrabalbo.

& Profa. Dra. fone Salgado Martins, pov ter me acsitado
como ovientads & pelo muilto gue me ensinou.

a8 profas. Ora. Ldcois Pereira da Silva & Ura. Mavia Su-
miko Arita HMatsuura, pelas criticas & sugestdes feitas 3 oute
trabalho.

4 todos o8 professores da UNICAMP com s quais eu tive
coantato, pelo auxilio no aprimovamento 2 sngradecimento dos meus
conhecimentos.

& todos os Funciondvios do Depaviamento de Bioguimics,
gm espacial & Regina Uflias Rosssto,

& minha m¥e, pelo amor e compreenssio dedicados em mais
gata gtapa da minha wids.

Aos  meus LrwRos e ao meu sabrinho Pablo, por me ajuda-
rem g mg aturavem, sm gspacial nzetss dlidimos dois anoa.

s Berenice, minha grande incentivadora.

B Cristing, pela oportunidade concedida.

& Repata, = amiga de todas as hovas, e a Ldcia & Ana
Lia, as amigas gug Faltavam, obvigado por TUDD.

Ados meus amigos da UNICAMP, pelos bons e alegres momen—
fos divididos & pelo dincentivo nas horas incertas.

Ao Lonselho Macional de Desenvolvimento Cientifice e
Tecnoldaico (CHPgY, pelos anos de bolsa de estudo, 2 hs FundagBes
de  Amparo A Pesguisa de S8Ho Paulo (FAFESF)Y e da URNICAME  (FaP),
pelo auxilio financsive na aquisicSo de reagentes.

A fleus, por mals esta grandsg aventurz.




N
"

AHRREVIACDES UTILIZANAS

#OP - fdenosina-d-Difosfato
AMP-PHNP ~ Odenilil-Teido-{d Fostfata
aBnF - Huclesotddeos de Adenins
Aapsa = Diadenosina-S-Fentafosfato

aTF -~ fdenosina-fB-Trifosfato

H

oaT Cavboxdatvractilatio
nocn - Eiﬁicimhﬁxiltarhmﬁiimida_
ENTA ~ Goido Frileno Diamino Tebtva adcdbtico
FLoCp - Lihanocarvbonil p-Trifluovmetoxi-Fenilhidrazona
Fe ~ Forg8o Hidrofdbica integral A membrana da ATPase
Fyq = FovgBo Owtalitics da AaTPase
GHF -~ Huglegotideos de Dumnins
G5TP o Buanosina-B-Tri fosfato
INF -~ Huclegotdi{deos de Inosing
£.OH - ftactabto Desidrogenass
Mol = Hicobtinsming Adeninag Dinuclectides (Forma veduzida
Mh¥fCLl - - FeDlovo-d-Hitvo-Benzofurazam
HTP « Hurleotideoss-S5-Trifosfato
SCP - Paimr gue Confere Sensibilidade 3 Dligomicing
PR =~ Fosfosnolpiruvato
I ~ Proteina Inibidora
K = Fivuvato Quinass
PSH -~ Particulas Submitogondriais
Tris = Trisi{Hidroximeti ] raminometanao
Trisma -~ Tvisi{idrosimetildaminometang hidsico
Qﬁﬂ* = Gradisgnte Eletroguinice de prdtons

}1 = Fovgas idgnioa
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A HY-aTP-gintetase esbd divetamente liagada aos principais
procassos de btransduslio de enevgin nm osflula. Estes Processos
s@o 2 sintese de ATF para conservasio de energisn quimica em todos
of ovganismos wivos & a hidrdliss de 4TH, gus libsra snevgls para
o oooovréncia de processos termodinamicamente desfmvordveis.

Hos ovganismos procarictos ssta sazima snoontra-—-se localizs-
da na membrana plasmabica, onde, pela hidrdlise de ath, & gerado
um gradisnts slstroguimico de prdotons que permite o btransporis de
nutvientes  pava o inteviov da codlula.  Hos ovganismos sucariotos
gla sstd localizada na membrana intecna da mitocfndria ou na mem-
brana  tilacdide de clovoplastos, onde, juntamenie com 08 Compo-
pentes do sistema de transpovis de sldétvons, ¢ responsdvel pelas
vearbes  de fosforilaciBo oxidativa ouw fotofosforilasglo, vespecbi-
vamnesnbts (HEMIOR, 1988).

A utilizagio do gradisnts glestroguimico de prdtons {ﬁyuH*}
para lmpulsionary & sintese de  ATP Foil proposts por P MITOMELL
{1941 & & conhecida como Alipdisgsse quimiosmdiica oa fosdoriiacio
goidaiiva  ou FotossinfEfics. Segundn esba hipdtese, o gradiente
de  prdtons, geErado pelo btransporite de slétrons  rmas  menbranas
tvansdutoras de snergia, paviticipavia divetamsnte na sintess de
aTF. A passagem de HY atvavés da porco Fo da ATFase atingivia o
sitio cabtalitico localizado em Fg, desidratando alP & Fi pava g
rar ATF, conforms sg B na ssauinte vesedo reversivel:

AP+ Pi o+l ey ATR 4 Ha

Atunlments £ mais acsita a hipdtess deg que o A%H* particips

indivetamente na sintess de TP, servindo 2penas pars provoDar
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wma mudangs conformacional na enzima, gue Favorscervia s libevacHo

g
)

gy ATP sintetisado sxpontansaments no sitdio catalitico (BOYER,
LRFY, LT8G, 4vEYr. A constatecio da ocovvénoin de sintess expone
tdngn  de ATP 2m meio hidrofdbico, contendo dimetilsulfoxido como
salvents & alitss conceatragiies de Pi, pela Cat-aTPass de reticulo
sarcoplasmaticn (BE HEIS, 2f af. ., 1980 & pela Fy-aThrase mitooon—
dirial  de coragio bhovino {(SAKAMOTD & TﬂMﬂﬁUﬁﬁ, 188, FOMEZ - RUIY 0L

ef af. ., 1984 & KaNDFAL, &f al., 1987, Jfortzlecsuw suta hipdtese.

EFTRUTURS E DOMPORTLAD

& HY-ATF-sintetase ¢ composta de duas partes funcionalmente
distintas. A poredo Fg, hideofdbica g intmaral 34 membrana, &
responsavel  pela translocaclo de prdtons em divecfo ao sitio ca-
talitico situado na porglo Fy,

A composicio das subunidades da porcio Fo sstd bem caracte~
vizada somente am Escherichia coll, Mestaes organismos, .ela g
Formada  poy trés subunidades diferentes, denominadas a, b, & ¢,
com pgsos molsoculavss de aproximadamesnts 30, 17 2 8 Kda, rsspso-
Pivamsnte & com w seguinte estequiometvia: agbpog.yp (HOPF &
SEBALD, 1984). Ew wmitocdndriaz animais, subunidades adicionais
siHo encontradas (Fg, Fator B, A&l & OZ0PY, que estfo possivelmen-
te envolvidas na formagfo da haste de acoplamento juntamente com
as subunidades é}ﬁ? {; da Fyq %, portanto, provavelmsntes relacio-
nadas com 3 maloy complexidads dos orvgasnismos supsviorss (SEMIOR,

L8
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fA porgiio Fy snoontra-se voliada para a matriz mitocondeial,
g ocomposta de cinco subunidades diterventes, sendo tvés cdpias das
subunidades C{ # /N, com pssos molsculsves de aproximadaments 5%
e B0 Kdan, & uma coOpian de K, és & é§ coM pesgs moleculiares
e aproximsdamants 30, 20 ¢ 15 Hda, Fficando sstabelscida a2 sz
guinte esteauiometria: glg, g ¥ . 8§ e O (HATEFD, 198,
SEMIOR, 1988).

Eatudos  rvealizados com inibidores da abtividade hidrolitics
cowes  DOCD (YOSHIDA £ af. 49281 & 41%88y, HBFCL (ANDREWS o =571 ..
LAY ou com andlogos de ATF fotoreativos gue se unem cowvalenbe-

mEnts Ao sitio ativo (BEMIDR, 1988; BOYER, 198%) tem mostrado gus

a cetdlise esbd associadse & ﬁuhuniéaﬁ&‘jb da porgdo Fy.

MHECANIENG DA TRLITICG

An brEs cdplias  de cada ﬁuhunidadeﬁja sio  estruturalmente
idénticas. Entf&taﬁtm, #etas subunidades pavecsm ssy  conforma-
cionslments heterogdneans devido R intevaclo com as  subunidades
manores  da povelo g, aue aparscsm Como COpias Unicas. fevido =
gata assimetvia conformacional, surgivam vidrios modelos propondo
a  sxistéEncia de L, 2 ou 8 sitios cataliticos funcionsis. Dentvo
deastas propostas, o nodelo de sitios alternantes com 3 sitios oca-
taliticos gauivaleniss tem recebido bastants atengio (GRESEES w#

al ., PPES; O HEAL & ROYER, 1984). e acorvdo com esie mmdelg; S
Ligagie  do substrato no sitio catalitico ds uma ﬁuhanidadﬁzjﬁinw
dusr uma mudangs conformacional no sitio catalitico de oubrs subu-

nidsds Jﬁb , o8 dsso facilita s dissociacio do produto.  Os sitios
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catalitioos alternaviam 2m suas funefe 8 agiciam cooperativamente

e sada ciclo catalitico. Controle da stividade sneimdtica, via
mudanga  conformacional, induzida por ldigse8o de substyrato, € um
Fendmeno bem sstabelecido (MONOD, 494%; KOSHLAMND, 1%64). A idéia
de gus, a altevacio conformacional indusida pels ligagio de subs-
Erato rvegula a atividade da Fy ¢ consistente com estudos cindbi-
cos  realizados por GRUBMEYER ef a7, (i%82) ¢ com medidas +luovo-
mEbvicas  (WANG gf al., 1%84). Entvetanto, ainda sio necessdrios
majores svidéncias experimentais gue demonstrem que os sitios ale
tgrnantes realmsntes tvocam suas funcgdss em cada ciclo catalditico,
durante a hidrdlise ou sintese de ATP. FPor oubvo lado, wodelos
de Fy com subunidades pndo squivalentss, sio consistentes com da-
dos  de difragio de raio-X (AMIFEL &f af., 4982), micrografia =le-
trdnica (BOEKENMA wf 21, 19847, vesultados de sstudos de desnabu-
ragio pelo frio (WILLIAMS #f atf., 1984) & experimentos com varios
tipos de wodificadores gquimicos da Fy (recentemente revisados pov

WAMG, 19883 .

FROTESHS THIBIDGRA

a porgio Fy oda ATP-sintetase mitocondrial apresents, ligada
£ ﬁﬁb&ﬁid&d&Jﬁ;, gm locval difevents do sitio catalitico (KLEIN ¢
21,4980, umwa proteina de baixo pegso molsculay gque, por  indibirv
princlpalmente a atividade bhidrolitica da enzima, foi denominada
Prgfﬁfﬁa Frifidora pov PULLHAN & MOMBOY (19633.

Gomo sxistem 3 woles de subunidades J@>ﬁmr mol de Fg, sore-

dita-se2 gus sxistam 3 sitios de ligsglo pars a proteina inibido-

4
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ra (PLr, um sm cads subunidads . Entvatanto, 1 mol de PL g

suficiente para inibir  totalmente 1 mol de Frg (ELEIN & af.,
1986 Estes vresultados levaram 3 ddéia de gus um dos sitios de
Ligagio da  PI deve ser de maior afinidade que oz outros  dois.
Foli proposto gue sste sitio sstarvia localizado  na ﬁuﬁﬁﬁiﬁaﬁ&fE
mesimdétyica (SUHWERZMAN & FEDFRSEHR, 1984
A descobaria de qus a proteina inibidova ndo soments inibes =
atividade hidrolitica da enzima (FULLMAN & MORNROY, 1963, mas
tambdm a sintese de ATP (GAMEZ-PUYQY of. al., 1979), evidenciou a
impoytédncia  do papel regulatdrio dests proteina.  Foi  observado
qug B sintese de ATP nfo se dindcia std gue a agSo inibitdrian  da
P71 seids  abelida pelo sstabglescimento de QFH+ (BOMEZ-PUYDL &
#f., 1979; HARRIS #& al.,197%9) ., Em condigfss onds éﬁﬂ* atraveés
da  membrana mitocondrial € baixo e a3 sintess de aTF ainds  estd
coorvvendos, a PL parsce vegulary a rgaclo de hidroliss, agindo como
1 deslocamento da agio da proteins dnibidora de sey sitio ds
ligagBo, pode sev feito pels rewocio de dons magnédsio por  EDRTA
(GAMEZ-FEANANDES & HARRIS, 1978), pelo aumento do pH, da tempzra-
tuva  ouw da forga i0nica (BELTRAN &£ 7., 1984}, Festes trabsmen~
tos lavam a um sumento de atd 20 vezss na atividade hidvolitica
da gnzima ligada & membranzg (BELTRAN £ alt., 1984, 19861,
Em ATPases isoladas de clovoplastos (CFy) & de &£ cold CEF4 2,
a  subunidade (& constitus o inibidor natural destas #NE LAY
(MoOaRTY & RODKER, 1968; STERHWELIS & SHMITH, 1980>. Entretaﬂtg, #
difevenga do gu2 ooorvse com 2 ATPase mitocondrial, ondse a PI oafe-
ta tanto s Fy soldvel guanto aguela unide & membrana, a subunida-
de C; gde OFy & de EFy afets somente 3 enzima soldvel (STERNUEILS

I
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& OBMITH, 419803 . fimsim, n atividade ATPEsica nestas gsneEimas 2 ila-

tente, podendo sstas sevem abtivadas pov tratamentos que afsitam a
zmubunidads é; de  Fy, womo  tvipsina, oalory  ou agentes redu-

toves (ver WAGEMUODRD =6 3, 1981y .

BETXGR BE LIBALS0 DF NUDLEQRTIDEGE

Froprigdades oe Figasgdno

B0 caractevisticas bastante aceitas dos sitios de  ligagHo
dg  nuclsotideos gue os sitios nio cataliticos s3o  indepsadentss
de Mgtt & ligam sspecificzmente nucleotideos de adenina, enguanto
g os @itios cataliticos s3o depsndentes de MafBt e n¥o  sspeci-
Ficos parva  nucleotideos  de adening, ligando também GNF &  INP
CPERLIN, 1984, SENIOR, 19F? & 1988; KIAONDE & (OROSS, i%84 =
1987

Us  sitios de ligesgio de nucleotideos também foram classifi-
cados  comd cataliticos ou ndo, de acovdo com s habilidade destes
trocaven  nuclieotidens ligados com os do meio durantes a3 catdlise
(LRHOEE & MAaL I, 19885, Segundo messa definigfo, os sitios bvocd-
wids  seriam cataliticos ¢ os nflo rocdvels seviam ndo  cataliti-
=t

HaprRIS &6 af. (4%758), classificaram os sitios de ligagdo de
nucleotideos na Fy como sitios de ligac8o forts ou Fraca, sm fun-
o da capacidade destes retevem ou ndo seus nucleotideos snddeg-—
nos, apos precipitagio repetida da Fq soblvel sm solugio de sul-
fato de aminic. Estes nuclsotideos Fortemsnte ligados 3 onzima

tambeénm  se caracterizam por ndo sevem removidos apds FiltrvacHo em

&
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colunas de Sephadesw 0-30 (HARRIE &6 al. . 4973; GaBRET & PENEFSEY,
1975

Iintciaimente associou—ase que oz sitios de ligeclo forte cor-
respondariasn ans ofio cataliticos, contsndo nuclesotidsos snddasnos
pEs brocavels com os do meio, enguanto gue o8 sitios de  ligagHo
fraca covrespondeviam aocs sitios cataliticos gque tew  capacidads
de  Ivecar  seus nueleotideos vapidaments (CROSS & HaALIM, LW

Entretanto, wvéarios rgsuliados tem mostrado gue ssta relacio ndo

& wverdadeira. KIROHDE & CROSE (4%EY) trabalbando com My dsola-
da, demonstrarvam um comporiamento assimgtrico entre os sitios nio
cataliticos, onde am deles sofre vapida fvoca na presenga de ED-
Tes . Sitios oo cataliticos capasss de tvrocarsm vapldamente ssus
nucleotidess com nucleotideos do meis, foram recentemente obser-
vados am LF¢ dsolads (XUE & BOYER, 198%).

Fara a Fy mitocondvial, GRIECD &8 af. (1990) & MARTING &
N (19920 pudevam demonstvay gue os trés sitios nfo cataliticos
sio capagss d¢ ligay fortemente = frvocar vapidamsnts ssus nuclso-
tideos  com os do meio, guando ® enzima estd ligads A membrana
complexrada com a protgins inibidors snddgsna. Fol observado gus,
gquandn estas prepavagies sfo incubadas a baixn tempevatura, sm pH
H, 0, na presengs de glicervol = EDNTA, a velocidads de hidraliss £
muilio lenta, levando aproximadamsnts 10 minutos pava ooorrse o 19
ciclo cmbtaliticno. Mestas condicgfivs a enzime ¢ capaz de  ligar
fortements 2 tvocar auclisotideos de adenina nos 2 sitios ndo on-
taliticos antes do primsgive furaowver ter sido completado (MARTINS
b gl 1990,

For  outvo Izdo, tanto 3 ATPase de clovoplastos guanto n mi-

tocendrial apresentam um sitio de alia afinidade gus  liga ADF
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Fovtemenbs, inibinds s atividade da sneims. Fol demonstradeo gug
gsta  inibicic & depsndents ds ﬂgﬁ+3 originando-sg guands AP s
1ian fortemente & um  sitio catslitico na auséncia  de P
COROBINGESYS =8 a2l ., A985; FTHOW of ai ., 1788

0 novo conceilto gue suyge desses vesultados & gue ambos  os
tipos de sitios podem ligar nucleotideos forviements & 2 velooida—

de  de  froca parvecs dependery do tipo de prepavacio enzimatica &

das condigfes prévias de incubselo da enzims.

Localizagdo:

A povedEo Fy opossul seils sitios de ligesHo para nucleotideos
de adenina (SENIDR, 19H8). Medidas de ligag8o com as subunidades
Ae N dsoladas (FUTATL & KaNAZalda, 19683 & expsrimentos com mar-
cadores  de afinidade (VIGHATIS & LUNARDRI, 4985, levaram & iddia
e gus oada subunidads _f% apregsentaria 1 sitio ecatalitice, sn-
gquanto gue os sitios ndo catalditicos sstariam localizados nas su-
hunidades ON

Entretanto, vesultados mais recentes de modificacio suimica
tem sugsrido fortements gus awbos os sitios sstarism nn mesma su-
buniﬁade\fﬁ {XUE w6 af., 4987 KIROHDE & CROBS, 1987, BULLOUGH =¢
atf. ., 19887 . & proposta pava suplicary vesultados anteriorss  de
lLigag#o de nucleotideos com as subunidades A isoladas, ¢ gue o
sitios nlo cataliticos sstarviam localizados nas intesviaces  das
subuni dades o ¢ J}; CRIROHDE & CROBL, 1987, A& variabilidade de
marcatio  encontrada com os difsrentes wndlogos de nucleotideos,
dentyo  de diferentes condicdes expevimentais, veflstiviam entdo
uma oyrientagdo esspeoifica da porelo veativa da moldouls com o si-

tio.

&
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LIBALRD 8 NUDLEDTIREGE Na FRESENCA Do PROTESNG INISFSORA

A maioria dos estudos sobrve a3 carsciteristicas dos sitios de
ligacgio de nuclsotideos tem sido realizados com Fq soluvdl lives
g protginn inibidora, Entretanto, sabs-se gue a ativacio da
sintess de ATF através da enevgizagio da wembrana mitocondrial,
nEo £ acompanbhada pela libevacio da protsina inibidora no meioc de
veagia  (BUHWERZMAM & PEDRERSEM, 4984; BELTRAN ##& al., 19847, Foi
sugevido gqus apenas o deslocamento da proveina inibidora pelo sn-
fraguecimento  de sua ligacio na superficie da enzims sevia sufi-
cignts para ativar 3 enzima (TUENA DE GAMEZ-FUYOU =5 ai., 1983).

fasim, o sstudo das propriedades dos sitios de ligaeSo de  pu-
clzotideons ns ATPass complexads com 2 proftedina inibidora  parvecs
wnaey velsvante .

Recentemente, contvibuieBes imporiantes nesta linhas de pes—
guisa  btem sido apvesentadas pelo grupo de GAUTHEROM, sm sistemas
veconstituidos (O PIETRO 2f al., 1988, FEHIN £f af., 419883,

Megstes ftvabalbos, a Fy soldvel & submstida & condigdss gus pro-
moven A ligngio de nucleotideos na enzima. Fosteviormente, #
proteins inibidora & incorpovada e seu sfeito nas caracteristicas
de ligaciio de nucleotideos ¢ analisado. DI PIETRO 26 al. (4988
mostrayan  que durants a reconstituicio dan Fy soldvel com PI,  na
przsesnca  de diferentss nucleotideos tri-fosfatados, o gomplaxo
reconstituido adauivia 5 nucleotideos por Fq. Estes nucleotideos
ligados no complexo soldvel veconstituddn, (Fy-PI1), nSo sram trmm
cados com os do meio.  Em eaxperimentos de veconstituiclo com a Fy
ligads & msmbrana (particulss submitocondriais), FENIN 26 ali.

(1988, mosbraram gque ne presengs da FL, mais do que frEs nucleo-

g
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tideos pevmaneciamn Toviemente ligados na Fqg & pAO svam capages ds

frocar com nuclsotideos do melo.

Petes resuwlitados diferem de vecsntes observasiss de  BoMEZ-
PLIYOUL 8 colabovadoves, mostrando gque os sitios ndo oataliticos
trocam  rvapldemente seuws nucleotideos Fivmemente ligsdos, com nue
cleotideos do m2io, guando sg tvabaslha com a g ligada A membrana
contendo a proteisa inibidovas enddgens (MARTING sF al. ., 1990)

Aparentemente, e de acovdo com obsevvaghes  d8 veaslizadas
(UALDEZ & DREYFUS, 1987, difevengas dmpoviantess parecem swisbir
gntre @ enzims reconstituida & asquela de ococorvéncia natural. He
izto sy deve 3 existEncia de protsinas gus, no sistems pavticulas-—
do oviginal estio envolvidas na ligangBo da proteina inibidora &
Fg (OHADA 28 al ., 1986) ou a3 outvol(s) Ffatordes), # algo qus ainda

pracisn ssy esclarvecido.

CONTROLE  BA DAYSLIBE PELDS BXTr08 NAD CATHM FTI0Rs E PELA
FROTESNS INTBFRIRA

& oocupacio  dos sitios nEo cataliticos pov nuoleotideos  de
adenina  tem sido hid muito sugsvida como tendo um papel regulatd-
vin nm Funefio catalitica da aTP-sintetsse. Entretanto, guanda
grxpgvimentos divetos foram vealizados pava investigsr ssta possi-
bilidade, os resultadeos Fforam negativos. 6 fosforilaglo oxidati-
waoosmm AL oodl (WIBE & BENIOR, 1985) ou s fotofosforilacio ssm clo-
vopilastos (LECEBRARD & HAMHMES, 1i9B8) nfo foram altevadas pela ocu-
pagin de sitios ndo cataliticos com nucleotidsos. Estes resulbta—
dos, mais a constatacio de gue na Fq gplilvel @ trocs de nuolsotd-

deos nestss sitios € novmalmente indugida zob condigfes nfo  Fi-
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sioldgicas  (HARRIS =& 7., 1978 KIROMDE & OROSS, {9863, levaranm
# ddein de gque os sitios oo cstaliticos teviam apenas funcio eo-
tratuval .

Entvetanto, vecentemsnie KBE_& BOYER (1989 pudevam demons-—
LTRAY OGUE B vﬁ;mgidad@ de hidrdliss de GTR pela Fy osolivel de olo-
raplastos arya bastants aumsntada pels ocupacio dos sitios ndo ca-
taliticos  por &TP. Eates resultados abrem novas perspectivas ne
guatudo  do papsl regulatdrio dos sitios afo cataliticos na abivie
dade da ATF sintetase.

Come anteviormentes mencionado, para Fy mitocondrial, a trooa
g nuclsobtideos nos sitios ndo cataifticos fol obssrvada apsnas
na o enzimns ligada & membrana e complexada com a FI enddgenn (MAR-
TIMG =& ad., 1990}, dAssim, 2 plausivél supor gus s ATP sintsiass
mitovandrial sels regulads simulbtansamente pelos sitios ndo cata-
ldtdcos = pela protedina inibidora.  PEMIN of 28, ¢1988) dzmons—
Evavam gue 8 retengdo de nucleotideons de adenina em  parbticulas
zubmitocondriais  veconstitulddas 2 maioy ma pressncs o probtsins
inibidova. Heste sistema, dos nuclsotideos retidos na  presengs
e P11, imﬁlfmml Fq odevem sy libsrados pars gus s snzims alcance

a weiooidade de s

rady-sfabe de sintese de ATF, velocidade ssba
obtida dmediataments na ausdnocdis da PI
0 presents trabalbho teve ooms obisbivo sstudsr o papel tlovas

sitios ndo catalditicos 2 da proteina inibidora no  gontrols da

atidvidade catalitice da aTP-sintetase mitarondrisl. .
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MATERIALS E METODNS

B o TR ASENTR DE WITHOSGHGRIAE BE CORACHD BOYING

MitocOndrias foram isoladas  seaundo LOW & VALLIN (19473 . Um
coragfo de  boi de aprocimadamente {Ka, apds remocioc  de  tecido
adiposo, artdrias g nervos, fol triturado s2m mosdor de carns @
dissolvido em 4 libtvos de melo contendo 250mM de sacarose, SmM de
EOTH, 20mM de Tris-MEL pH 7.4 {(meio Ay, Esta suspesnoio foi homo-
gengigada  sm Wary Blendor, por 20 segundos 2 o pH ajustado  para
Fod ocom Tedsma base & sntdo centvifugado a P590xg pov 1O minubos.
0 sobrenadante  vesuliants fol filtvado em 4 camadas de  gase &
cantvifugado  a 18 000xg por 10 minutos. A fase lipidicas aderida
a parede deo tubo foi vemovida com gase ¢ 0 sobrenadante foi des-—
cartado. 0 sedimento vesultants fol vessuspsnso 2m 300ml de saeio
contendo  250aM  de sacavose, 20mM de Tris-HOL pH 7.4 (medo BY

Eete  howoggneizndoe foi centrifugado a 730xg pov 10 minutos & 0 o
sobrenadante  obitido centrifugade a 12 000xg pory 10 minutos. ]
zedimento  vesultantes Fol vessuspenso com guantidads minima ds
mein B, obtendo-se ums suspensio mitocondrial com ceros de  SOmg

de proteinasml. Tode o procedimento ol realizado satre 090 @

e
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Particulas Mog-aTP, ricas em proteina inibidovra, foram prepa-
vadas  assgundp LEE & ERNSTER (19473, 1%masml de mitochBndrias  ds
covasiio  de boi Foram suspensas em meic  contendo émH o de ATP, AmM
gde Mglls, 230mM de sacavose ¢ o pH ajustado pava 6.9, aliquotas
de 20 ou 28ml fovam sonicadas 4 veres por 20 segundos, com intere
waiow  de 1 minabo para vesfriamento, num sondicador btipo Lab Linsg
Ultvatipe. A suspenciio sonicada Foi centyifugada a B F00xg por
1% wminutos, para sgdimesntacio de mitocdndrias ndo rompidas. 8]
sobrenadante  fol centvifugado a 150, 000xg poy 48 minutos em  wl-
tracentvifugs . 1 ssdimento rvesulbtants fol ressuspesnso 2m melo
contendo  Z50mM de sacarvose £ centvifugade s 450, 000xg por 4% mi-
nutos, pory duss vezss, para remocio do Mog-aTE 3 sedimsnto Final
ol ressuspenso en guantidade minlna de sacarose 280mM, PRTER OUMER
concentragio  final de 20 a A0mwaesml de proteina. O preparo  das
particulas submitocondriais (PEM) Foi realizado entre 0 2 420, as
PEM obtidas Foram distribuddas em aligquotas de 50 a 200ul & cone
agladas em My liguideo.

PEM ativadss  pelas rvewmogio de PI foream  prepmrvadas segundo
{BELTRA&N o6 al., 1284, Pariticulas Hg-aTP (0,3me /10001 Foram
incubadas  com S0mM FPid ow 3890, Apds duas hovas ssbas prepavacies
apressntaram uma atividade hidroliticas de aproximadamsnte  dumal

ATF hidrolizada/min. ma.
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fu parvidiculas submitocondriais fovam incubsdas com 2350mM sa-
cavosg, @5mH Tris HdCL  pH 7,4, dmM Mglls ou  dwmd  EDTA, 1 00uH
CHHIATIF, S0 uM ApSa (diadenosinas & rentafosfator & S0ub AT {oar-~
boxiatractilosideod. Aprda = CAaT foram adicionados ao mels  para
bndbiy o oa asdenilato-guinases ¢ dmpediv a ligsglo de nuclsobtideos de
adening & translocass de ﬁuclamtiﬂam%,rrﬁmpaﬂtivamaﬂtm (LTENMARD
& SECEMSKI, 1973; UWEIBEMAN =& 1, 1970; VIGHALS, 19843, CIHIADP
Foad incluido no medio com atividade especifics de £ w109
cpmsnmol Outras adigdes ao meio bidsico de reaglo estlo sepeci—
ficadas sm Resuliazdos,

Os  ensaios  Fforawm realizados & tempevabturas  ambiente, sendo
iniciados pela adicSo ds O,%mg de PEM & 100ul de meio de incuba-
GRa. MHos tempos detevminados as mistuvas foram aplicadas sm oo~
lunss  de Sephadex G830 (F,.3cm ¥ 0,3cm}, previamsnts sguilibradas
com  @S0mM sscarvose, @UnM Tris HIL pH 7,4 e dmM Molly & cenbrifu-
gudas  duas vezss 3 4000 rvem, como descvito por PENEFSKY (19273,

O wolume Final obildo apds 5 segunds centrifugsngBo (40 3 Bouly
foi uwbtilizado parva determinagio ds protsdine 2 radipatividads., fH
protelina total recuperads apds as centrifuoacles esteve em torno
dg  S30%. A smficidncia do mdtodo am veler suclsobtideos livess ¢
dada pela radiosbividade total dos brancos apos as  cenbrifugs-
ghes, qus  Foi csrea ds 0,05%. & vazfo de muclsotideos  ligados
pov Py foi o caloulads assumindo-se o valor de 0, 44nmol  ATPase/mg
e PEM, obtido por MARTIHNE sé al. (49900, & gus estd proiximo  do

valor de 0,428 sncontvado por HARRIS @8 2F (1977 paras sate tipo
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& - ATIVEIRARE HIDRGLITICA DA Fi-aTPaBE BF ParRIXDULAE PUBHT TICGH

OELAIYE

i~-Hétodo Colovimebrico

fAg atividades inicisis de hidrdlise de ATP ¢ GTP das eparbicu-—
ias  submibtocondriais Foram determinadas incubando-se 20 a  3dug
destas  FHEM esm meio de rezcio contendo BSO mH sacavose, &80 mH
Trds—HEL el #F.4, jud FOOP, ded E0TA 2 as concentraehss indicadas

d

]

ATF ou GTP. & vesgllo Fol diniciada pela adigio de BmM  HgClp.
A guantidade de WP hidrolisado durants um ﬂ%tarmiﬂadm intervalo
de  tempo  foi estimada pelo aparecimento de fostato no mein de
reacio  atvaves do método dascrito por FISKE-SUBRAROW, modificado

poy GRINDEY & HICHOL (49703,

Zepdgtodn Fapectrafoudivion

A atividades ATPase ouw GTPase, em sfepady-slafe, foram medi-
dag sespgoetrofotomstivicaemsnts pela oxidaeio do MADM a3 340nm 3 Lam-
peratura ambiente, em um sistema vegenervador de nucleotidens tri-
Tosfatados como descrito por PULLMAN 26 al. ., (49602, fAs pavidicu-
las (20 n 30ua ml) Fforam incubadss sm 2 ml de wein de reagio oon-
tendo: #50mM sacavoss, @289mM Tris-HDLD pH 7,4, dmM acetato de mag-
nEsio,  20mM acetato de potdssio, SuM votenona, iuM FCOP, imM FPEPR
{fosfosgnolpivavatold, O,8mM HADH, 40U /ml LM (lactaito desidrogsna-

wmed,  A0USml PE (pivuvato guinssed, imd &TF ou GTF.  Apdes adigio

13




AR
g

das particulas o oxidacio do MADH Fol monitorada 2 a atividade de
hidrolise de MNTPF estimada, ums vezr que imol HADM oxidado corves-—
ponds s 4 omol de MTR hidrolisado. 0 osmamgqusms = osepouiy ddlustryra @
ﬁﬁﬁu&ﬁ;im de veagdes na presensa do sistems vegensvadov de &TP:

Fosfosnolpivuvatbn

#TPase K

ATF
g
Fivuwvatbo
MADH + HY
b

Hant

N
Lacitato

SETERNINALED 88 TONCENTRACED BE PROTESNS

£ concentracie de proteina das suspensies de mitocdndrias e
e FOM Fovasm detsrminsdas ssgundo o mgtodo dy biuveto modificado

oy DURMaL #f af (419491

Vosagens de protsdneg de PESM nos expevimentos de medida de hi
didlise 2 de ligaedo de muclsotideos Foram feitas ssoundo  LURY
{1951y,
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i - Ligacda de ABF now sifios odo caftalificos de ATFP-sipbetase:
gfeifo da profteing ialbidors.

# Tabelas § mostva 0 ndmero meédio de nucleotideos que peryma—
ngcevam ligados 3 Fy de paviiculas submitocondriais de  covagio
boving  deplsitadas ouw nfio da PI, sob diferentes condigdes experi-
mEntais. FOSM com baixa atividade ATPdeicm (0,150,306 umnl  A&TP
Ridrolisado/min. ma), devido a3 presenga da PI enddgena, fovam in-~
cubadas  em meio bdsico, como degscorito esm Matsyiais s Hétodos,
acvescido de 100uM DYHIADF e imH EDTA. Apts dols minutos, 0 nue
cisobtideos  livres do melio foram removidos pela csntyvifugagio dasg
suspengdes  sn colungs de Ssphadex G50 {(PEREFEBKEY, 19773, Um Lo~
tal de 3,8 moles de UIMIAGF/mol de Fq permangeevam Fortemgnte 1i-
gados A enzima (expevimento 12, mostvando gue a ligasfo de  ADP
nestes sitios #  independente  de HQE+_ Fraticaments todo o
FRHARE pregwianments ligedoe Fol liberasdo pels subssguents sxeosi-
che  do Filtvrade 2 um sxcossso de Mg-ATP ou Hg-aMP-PNP {swpsrimsn-
tos B o 3 ). Estes resultados suasrem que o [OHIADP foi trocado
pela ATF por um processo independente de hidrdlise, ums ver gus,
AP -PNPE gque # oum andlogs ndio hideolizavel doe ATE, tambgm foi ca-
paz de vemover [PHIADE prevismente ligado b Fi. aldm disso, sub-
pagquents incubagio dos Filtrados, obtidos como no gxperimento i,
com  sHossso de He-0TF (ewperimepnto 4, ndHo resultou ne libevagio
do DOHIADF anteviormente ligado, indicando aue estes sitios  sio
gapscificos para  nuclsotideos  de adenina.  Quando Hg-G7TF  Foi

substituido  por PRI o maior parts do [FHIADE previaments Ligado

i7




Tabela I: LIGACAD DE C[3HIADP A Fy-ATPase DE PSM DE CORAGCAQ BO~
YIND.

EEPERIMEMNTO ITHOUBALAD mol CUHIADP /mol F 5

LM B OENDOGENS

a1 ‘5 H dnir 7 £ g4,
QF JIA0P 7/ Me-ATR AF 0,8
o2 - 3%% Ialr 77 Hg-aRP-PHPE A 3,8
04 COMIADE 7/ Ma-GTE a4 3,0
23 CEHane s/ FEi £ P2,

Q.4
G,
L §
4,4
3,3

[ AL AL 2

APSE RERDCEG B8 P

04 CEHIaDE s/ 7 1.0
0F CAHIADR 4/ Mg-aTe 7 0,8
o8 £3H1a08 /4 Hy-GTR i 0,9

G,
0.8
0,8

P

oM L0, Tma s 00ulr prepavadas como dndicado sm Mate
vimis £ Metodos, Tovam incubadas sm omeio de resgio contendo 2950mH
CETLIRE ZhmM Tris-bil pH 7.4, 4mM EDTA, S0u¥ DAT, SH0ubM Apbds g
3 O0uh {3H3&ﬁﬁ. fpda 2 ominubtos de incubacfo, os nueleobtddeos Li-
virgs o aeio Foram vsmovidos por centvifugacio swm o colunas Bspha-
dew (£ Os Filtvados obtidos fovam trabtados com ifaf Moa-aTRF, imM
My-aMP-PnNe, ded Mg-0T8 ou SmM PPL o pH 7,4, confovme indicado. Aeds
O ominutos as mistuvas fovam centvifugadess novamente (A7), Os Fil-
tyados  vesultantss  Fforam wtilizsdos paras detevminscio da  vazdo
CRHIADER B Media de tvfs determinagifies sxperimentais.

Rt
e
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parmanecgd na Py (sxpavinsnto 30 Seaundo KIRDMNOE & CROBE {49%H4:
g PESARTEL  (4FHEY), o PP intevage com os sitios cataliticos &,
paritanto, o deve vemover nuclesotiddesos ligados aos sitios  n3Eo
cataliticos. Para FEM ativades peln vemogdo da P, com atividade

hidvoliti

de & umnl AT hidrolisadosmin.ma, submebtidas 3s mag-
mas condicfes de dincubacio do sxperimento L, o valor médio de nu-

cleptideos fortemente ligados & Fy foi de i mol C3HIn0P/mol  Fy

Fin
ot

(expey imentn y U SHIanE Ligado foi vemovido pela postevior
incubseB3o com Mg-aTP (sxperimsnto P, omas p3o por Me-87TF (ewpsri-
menbo B

Estes vesuliados confivmam observasdes snberioves de gue os
sitios nio cataliticos da Fy de PSHM cowplexadas com a PI saddgens
ligam  fortements nuclesotideos de sdenina (MARTINE sf al. . 1990
GRIECD =& =27, 1990}, s resulisdos ds Tabala I tawb#sm  wmosivam
gque  apds a ativacio du: ATFPase, pela vesmocio da proteins inibido-
vm, =a capacidade de ligaelo de ADP nos sitos ndo catalditicos  da

Fg ssta diminuida,

&2 — Ffe it e Fosdoenolpirevafo (FEPY na ligacido de abf ags w5
Pios ndo rafalificos ¢ na atividads S TFsaw.

Guands  parvticulas  submitocondvisis, contendo a Fy-aTHFase
complesxadas com = proteins inibidors enddsena, 8o incubadas  na
preesenga de tgﬁﬁﬁTF, patas o capazes de ligey Fortements 34

moles de nuclsotideos de adenina por wol de Fy nos sitios  nio
cataliticos (MARTINS =28 alf., 19905, Entratanto, observou-sg qus 3
ligagio de ATP nfo se mantem com o tempo, oo oocovre para a li-

gacio de  ALF, sugsrindo, a principio, a ooovv8noin de ligaodss

1%
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diferentes para ssses nuclzotideos de adenina. &  invastigacio
dos componentes do meio de veagho wtilizado para tals expevimsens
tos, reveion que fosfoesnoipivavato (PEP do sistema  reasaevador
dee ATHE, utiliszado pavs s tey ligagio sfetiva de CRHIATE nos si-
tima nfo cataliticos, eva o vesponsdvel pels queds dos valoress de
Tigng8o  de 3 para i mol DOHIANF/mol Fy; a adigfo de PEP no  meio
dg reacio utilizado parvra mediv 2 ligaglo de AOFP, pyovocava o mes-
wo efeito de aueds de ligaclo (GRIECD 26 aX. , 19903,

Mo Tabsla 11, tsm-ss 5 veproducdo do sfaito ds PEF e 1ign-
gHe  de ADF & Fy.  Farvticulas submitocondriais {0,39ma/i00ull, fo-
pam incubadas com L00uM COHIADE na pressnca ou sus@ncis de  BOmM
g PEP, wmais os componesntes basicos do mepio de reaglo, como dese
crito  em Materisis e Métodos. spos 10 minstos de  incubagio =
tratamento poy cenbvifugacio eam colunas Ssphadsx, obssrvou-ss quse
® érﬁmenga de FEF no meio de veroio provooou gueda dos walorves de
ligagho de 3,1 para 1,8 mol (9HIADP/mol de Fy.

Comp  mostrado satsriovmsnte (MARTINS =& ad., 1988 =  Tabslsa
e, PSM o com alta atividade hidroliticn, devido a rvemogHo da pro-
peina  inibidovra, ligam apenas 1 mol CHHI8MP/wol Fq. Estas cons-
tataghes, nos levaram o investigar sg PEM gus tem sus capacidads
g ligacio die nucleotideos diminuids pels aclo do FEF, também
pgriam sun atividade hidrolditica aumsnitada. Estes resultados po-
deviam suporiar & idéia de gques a ativagio da ATFasze estavia cov-
relacionada  com a gusda na capacidade dos sitios nio catalibticos
da Fq de ligavem fortemente nucleotideos de adenina.

Comn  contvoles, obteve-se uma curva de saturacBo para hidrd-
liss o AT & 6TF, (Figuva 1. dMgsta Figura pode-se obssyvay qus

o ATE & o substrato preferencisl da ATPase (BEHIOR, %883
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Tahels [1: EFEITO DD PEP NA LIGACAO DE [3HIADP A Fy DE PSH.

THEUBARAD _ mizl DSHIADP mol o

RS 2,8 0,4
L3 IATF P ER I A

M (0, Sma/ 1000l Foram dncubadas sw medlo contsando
A50mM sacavose,  BlaM Tris-HOL pH 7.4, imM EDTA, 50uM TaT, Bk
Gplit, 100uM [IHIALDE na presenca ou aussénoia de POomk PEF. apds 10
minutos de incubacio as misturas Foram centvifugadas duas  wvesss
em colunss Sephadex, O Filtrado vesultante fol witilizado pava de-
terminagio da proteinag 2 vadiosbividads, Mddin de tvrds determina-
g oes
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Figura I: CURVA DE SATURACAO PARA HIDROLISE BE_NT?-

Farticulans submitocondriais (20 a 30ugsml) Fovam
incubadas  2m wmeio contende 2350aM sacavose, @0mM Tris-HCYI pH 7, 4,
imhk ENTA, fub FCCOP e ATF ou GTF nas concentragdes indicadas. Apds
8 minutos mediu-se a produclo de P colovimetricamente, conforme
descrito em Mateviais e Métodds., (8 — @) wvelogidade de hidrdlise
de GTP; (0 - 0 velocidade de hiderdlise de ATP. Cada ponteo do
agratico repreesenta a média de dois experimentos.




b

«1")

.
LINICAMP

Favidioulas submitooondriadsg fovam tratadas com ADF ouw aDP =
PEP, come nostrado na Tabsla 11 {1 Filtvado resultants fol uti-
Pimado  parm se medir a velocidade indcisl de hidrdlise, na  pre-
seacn oo dmM ode ATP ou G7F, colovimstvicaments, pels produgio de
Foufato (Pi). Os vesuliados da Figuras 2 omostram os vslores  de
velocidads de hidréliss obtidos nos diferesntes tvatamsnios.  PSM
contendo  3ADFAFy Fortemente ligados nos sitios ndo cataliticos
hidrolisam .74 umpl &TP/min. mg ouw 0,446 umel GTP min.ma. FOH
tratadas com ADBP ¢ PEP, contendo povianto, 1ADF/F nos sdtios nio
cataliticos hidrolizam 0,467 umol 4T /min.mg ou O,4% umol GTP min.
W Fute vesuliasdo mosivs gue s ogusda na ligagdo  de HEHEQQP,
srovocada  pelo PEP {(Tabela TI), nfc rvesulis gm aumento da ativi-
dade  dnicial de hidredliss da Fg, sugerindo qus a proteina inibi-

fed

ey nan

1

desliocada do ssu sitic de inibicHo pov ssts tratamsn-
Bir,

& midividade hidvolitica de paviiculas submitovondriais pre-
viaments btratadse conm Al g PEP Fol tambdm detsvminada sspsobvoe-
fometyicamente peln  diminuigio da absor¢fo do NADM a 340nm, N
prasenps o um sistema regenerador de ATP. & citado na litsratu-
va gque a velocidade de hidrdlise da Fy pode ser diferente, qusndo
o AlP vesultante da catdlisse nlo € removide do meio de reangio, o
gque explics o comporitamente histevético da ATPase (PENIN, 28 af .,
1988 . s ;P%%if%dﬂ% aprasentades na Tabsla 11, confivrmam gusg
180 hd diferengss dmpovianitss oo atividades HTPAsica das PEM pre-
vinmenty tratadas como na Tabelas 11 HUE & BOYER {4989 mositra-
ram gue @ kidralise de GTF & sstimulads cinco veres pela presengs

et

de 4TF nos sitios snio catalditicos de LFy .

.
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Figura : ATIVIDADE INICIAL DE HIDRALISE DE NTP POR PSM  APOS
LIGACAD DE ADP A Fy: EFEITO DE PEP.

Favticulas submitocondriais pré-tratadas com ADF ow
ANP-PER, conforms desorito aa Tabsla I foram utilizadas pava we-
dida da atividade hidrolitica de NTP. Foram adicionados 20 a 30uyg
de proteinasml de meio de rveacdn contendo 230mM de sacarvose, 20mi
Tris—HD1  pH 7,4, imH EDTA, ifiuM FCCF, 4mM NTF. & reagdo foi ini-
ciads  com 2mi Mglls & 0 aparscimento de Pi detsvrminado colovime-
tvicamente . {0 -0 ) Particulas pre—tratadas com ADF, hidrdlise
de GTP; (B~F ) particulas pré-~tratadas com ADP-PEP, hidrolise de
GTF; (¢~ (3 particulas pré-tratadas com AP, hidrdlise de ATH;
(& -~ &) particulas prE-tratades com ADP-PEPR, hidrdlise de ATE.

Cads ponto do grafico reprvesenita oa madia de dols exeevimentos,
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Tapsla II1: ATIVIDADE DE HIBRSLISE DE NTP  POR PSM, AFPAS LIBa-
C&AO DE abP & Fy: EFEITO DE PEP.

TRATAMENTO ATIVIDALE HIDEOLITICA
: fumol MNTP/min mgl
ATPass 3TFase

HE O, &44 O, 451
ADP--PER O.F719 G800

Particulas  submitocondriais (PO 2 A0ugfml) pré—tva-
tadan  com AL ou com ADP-PERP como na Tabels 11, foram  incubndas
g meio de veagio contendo PSOmM sacavose, 2% Tris-HEL pH ¥4,
jmd acetato de magndsico, S0mi de scesiato de potdssio, SuM rotsno-
P, iwM de PEP, fuM FOOP, 100wl de lactato desidrogenase (LI,
00U ml de piruvato guinnss (PKY, O,PmM HADM 2 ImM ds ATF ou GTF.
& rencio ol dsniciada pels adicho des paridoulas. 6 atividede bi-
drolitica Joi sstimada sspectvofotomestricaments pala oxidagio de
HEDH » 340nm.
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Uma  ver gue o PEF, apssar de agiv ne capacidade de TigagHo
de nurlsotideos de adenins pelos sitios nio cataliticos, nio pro-
movew  ativacio da aTPase, resolveu-se entio wverificar s8  esbta
inibigio seria veversivael. FEMOD, Bea/100uly Fovam dnoubrdas com
#ompl de PER feds 10 minutos, as suspengdess foram centvifugadas
sm colunas Sephadex 6-90, para remocio do PEP do wmeio. O Filtra-
do resuitantz  Fol entio incubado na pressnga de 100uM EBHRQB?.

Aligquotas  foram retivadas nos tempos indicados na Figura 3 & a
raEio mol ADP/mol Fq deteeminada. 0 resultado obtido wostra que,
apds A remocio do PEP do meio de reasio, n capacidade da Fyq ligar

a0 Fovrements aos sitios n¥o catalditicos € recupsyads.

B e figugdo e ANE aos sPfiow ndo cafalifices duranfs & AfFivagdo
da A fFass,

4 literaturs citn vdrios wétodos gue siho ubilizados pava ver
moeio  da agio da protsina dnibidora, vasultando sm oaumenio  da
atividade hidrolitica dn ATPass (SCHHERZAM & PEDERSEN, i986; SE-
WMEQE, 19R8; RBELTRAM 2& af., 1%H4, 1¥84). oy mxamplo, 2 protsing
inibidors  pode sevy vewmovida de ssuw sitio inibitdrio por oum pro-
resan que parscs ser depsndsnts da fovea i0nics do msio g da tewe
peratura (BELTRaN &6 af. . 1984). Um dos tratamentos mals  efi-
cigntess 34 descoritos, parzos sz o2 incubaglo com tampio  fosfato
(R oa SRR (BELTRAH o6 al., 49843

PN com Py ocomplaxada com PL snddgena foram incdbadas  com
S0mM Pi, pH 7,4 vimﬁ,iﬁ} a S0VC oy a 3890, Cowmoe contvols, também
Foi  Fmitm  incubac¥o  das PEHM com SwM Tris-MCL, pH 7,4 a 3090

Aliguotas foram retivadas nos tempos indicados na Figura Afy, ® R




MOE CI3IHIMmDEP LI GO~ Mok ¥ 1

8
I
2 % 18 1% 24
TEMPO (HIN)
Figura 3: LIGACAD DE C3HIADP A Fqy DE PSM, APAS INCUBAGCAD COWM

PEF.

Particulas submitocondriaids (O, 3ma7100ul)d Fovam in-
cubadas  esm wmeio contendo 2%0mM sacaroses, 25mM Tedis-HCL pH 7.4,
imM EDTA, S0uM £aT, S0uM ApSa, 10mM FEP. Apds 10 minutos de dincue-
bagio =a tempsvatura ambisnte as wisturas foram centrifugadas uma
ver en colunas Sephadex. O Filtrado obtido foi incubado novaments
com meio de reacio sem PEP, acrssoido ds 100ud C3uaane. Apds in-
cubacfo nos tempos indicados as mistuvas foram centrvifugadas duas
verss  em colunas Sephadasx, Os FilETHﬁUE regsultantes Foram utili-
zados para determinacio da cazdo CYHIADP/F4 . Cada ponto CRPTRESEN
ta a median de tr8s sxpevimsnios

o7
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abividads Ridvolditios determinnds sspeotrofotopstvicaments, Como
descrito sm Mateviasis s Mgtodos. Conforse sapevado, 3 Figura 46
mostra wn o awmento ne atividade &TPase de PEM tratadas com i, guas
é maminy a 3800 (4,04 umol ATF min”d mgTtHY que a 3OO0 (3,40 uwol
ATF min™ % me” i HY . PSK controle ndo tiveram sun atividade hidro-
Titdos  aumsntada . Fatws vesulitados dndicam ous, de acovdn com s
literatura  (RELTRAN sf ai., 41984}, 2 fempevaturs pobtencializn o
sfeito da Forgs idnics na vemogiio da PIL.

Faralelamente, wediu~sse a capacidads de ligaglo de rAH1A0E B
Fa o das  PHEM submetidas aos diferentes tratamentos cltados, Hosg
e e Prdioados na Filours 4B, sliguotas foram removidas 2 dinou-
padans com L00uM iBHBQHFwﬁﬂTﬁE paya se avaliar s capacidade e Li-
gayio de suclsebddeos na Py duvants a ativacio da ATPase .  Apds 2
miﬂmtws an misturas foram centvifugadas duss vezss  #m oolunns
Dephadss. Entrz o primeiva £ 5 ssgunds centyifugsgdo, o Filteado
Feod traiado com S200uM Ma-GTP pory 5 minubtos. fssim, = ligagdo ob-
bida rvefere-sz ans sitioz niBo cataliticos da ATPaas. & Figuvs 48
moagtya gue R onpacidade de ligacEo diminuwd com o tesmpo nas FBH
tratadas  cowm Pi, ssado w3 gusds mais raedds osm PEM tratadas com
Fioom BBPC (5,70 wmol UPHIADF/mol Fy oMY do ogue om 3090 (2,70 wmol
CHHIADE mal LT & B I & capacidade de ligagio de [2HIADF nos sitios
nEo ontaliticos de PEM controle ndo diminuiu  significativements
CFdoura 44830

& dincubsgio com Tris-socebtaio tambsém € um bratamento  descori-
o owvm litesratura oomo ﬁ?iciﬁn%w pmra rEmocho  da probding dndbi-
dova (BELTRAN 46 st 1i%¥34) FHEM fovam incubzdas com sste tampdo
B0 SRD e, tanto n oabtividade hidrolitica, suanio s gapaoidade  de

s

Ligagio de DVHIADF nos sitios ndo cwmtaliticos foram determinadas

g




/)

ath,
=Y
LNIC A NP
{1 rempos indicados na Figura 3 Tome sspervado (Filguras S8, i)

%,

0

tammpiEs Tris-—acebtatso i 100w pH 7,4 vAMQ.QEB, prosveso um o aumsnio
nm atrividads  hideoldition dus particoulas (1,88 amal ATE. minT
mg”ifHB, pordm on oums velooidade menogry que aguelsn obitids ocom Pi
Ca, %4 umnl aTE min~t omam iy Mo bvatamento ocontrvoles obssrva-seg

il mpsaas @ Lncubacio ds particulas a 3890 pfo resulitas sm oaue

mento na bhidrolise ds ATR Paralﬁlamﬁﬁfﬁ, a capacidade de liga-
e de AP nos sitdos n¥eo catalitdicos  diminuiu (0,90 sol
CAHATE fmo Fy. M2, povém com velocidade menoy sn velsgfio a  POSH
teabadas com Pioa 3870 (3,485 wol DPHIADR/mol Fgq. My, (Figura 3B3.

Mo controle a 38P0 nlo se observou gqueds na capacldade de ligagdo
de AUP & Fy . Us vesultados das Filguras 4 8 5 sugsvam ous, fanto
3 incremento ne sbtiwvidedes &TFasica como o gueds na capascidade de
ligacio de nuclsobtidsos nos sitios ndco cataldticos ds Fyq, sio

procesaos depsadentes da Fores idndica do mesio 2 da tempsvabtura

& v Oorrsizodo sabre resogdn os profeina inibidora g Fiasgdo o
ST now siPios afo cafslificos.

12 vesultados das Filguras 4 ¢ 9 mostvam gus os  frabamenios
wais sdicisatss na ativacio da hidrdliss de ATP provooaram tambsm
smn gueds mais rdeida na capacidade de ligagho Fovite de ADF & Fy .

frinds, parva um mespo bratamenio, obssvyvam-ge veloclidades de oati-
vagiio de hidrdlise difeventes, conforme a2 prepavacio de PEM. Pa-
ralslaments, as velocidades de gusda de Ligagio de AP & Fy tam-

o

Dt variavan. Ausim, na Figura 9% obssrva-ss gus tanto o fgwpo de

mbivacio, guanto o de gueda de ligagio pars se obiey o HEsSWOE Py
$i1  do tratamento com FiLoa 2820 da Filguvas 4, forae sumentados e

30
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30 parva 890 minuitos. Teto mastys Quz Bstas prepavachss de PEM ne-
cessibtaram o um tempo walor para se ohsevvar abtivagio e gusds de
Tigacin de nuclsotidescs de adenine nos sifiosg nio cataliticos da
fTPase .

A oandlises deste candunto de vesultados nos levouw s verificar
o ograw de tovvrelacio snabtes sstes dois pavameivos am osstado . s
inerementos  nes veloocidades de hidvalize de ATP & oas velooidades
iniciais de gusda de ligegHo de A0F &% Fy, agrapados na Tabsla TV,
Fovam  utilizados na construgio da Figurs &, Ums corrvelagio li-
neay (r=0,99383F fol obzervvads entre os valoves obtidos, indicando
gur cada tratamento tew ums sficidncia na remogio da acio da pro-
feina indbddova, gue se velaciona divetamente com a velocidade de
gusdn  de  ligscio de nucleobideos nos sitios ndo catalditicos  da

fTFase .
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Tabsla V. VELDCIDADES DE QUEDA TE LIGARAD DE ADP HOS SiTIOS HAOD
CATALITICOS F OF AUMEHTD DA ATIVIDADE ATPase, PELA REMOCAD DA PI.

QLI Ba OE Llﬁﬁfﬁ@ it AUMENTO 06 ATIVIDALE
HUGLED TEREOY HIDRDLETICA
tmol allPlaol Fgo o Hl Cumal ATE min™t mg s

i BRUC (Fig 43 HLFG &,84
ge-pel BEUT (Fda 5 3,45 4,94
Se-F 300 (Fig 4 20 .60
A-Tris IBLCFig 5) O 90 i,88
BeDontrols (Fig 4,5: 3,00 , G, G0

. fw  wvelpcidades dniciais  de  queda na ligwgHo  de
EﬁHﬂﬁRP, vepresentam o intevvalos dos eixos Y, sm orelagdo as ve-
ai dsrivs : gbtides graticamaents aos momsetos dnicisis de gueda
das  Figurzss 48 & SR fis atlwvidades hidvolibticas representam o
valorse d8 inclinaelo das vetas plotadas nas Filguras 40 2 38, sx-
trapolados por hova.
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QUEDA DE LIGACAO (MOL ADP/MOL FL.W)

Figura &: CORRELACAD ENTRE A ATIVACXD DA HIDRSLISE DE ATP E A
QUEDA NA LIGACXO DE [SHIADP A Fy.

D valoves de velocidades de ativag#o da aTPase de
#5M fovam plotados contra os coresspondentss valoves de velocida-
de inicial de queds na ligagio de C[PHIADP & Fy, conforme apresen-
tado na Tabsla 1V, Hma covrelacio lingay de 00,9933 foi obtida.
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HISCUSSAD

0 ssauens abeixo apresenta, de mangiva simplificsds, os pas-
son envolvidos na sintess g hidedliss dg ATP esla Fi-ATPass, pro-
veniente de svidéncias ia bem gstabelescidas gue indicawm gas, du-
vanke  #n hidrdlise de ATE, o fosfato € libmrade antes do ADF (Gd-
MEZ-PUYOL =6 af ., 1983; BAR-ZUT & SHAVIT, 1¥83; SELHA4M & BELHAN-

i

SIMER, L9B4; TUERA DBE GoMEZ-FUYOU &£ af ., 1983 .3

hadvalisse

b4

Ml L)
Pi
E + ATP ¢y E.ATF E anp €-Z\-—-> E. AP &3 E + aAbP
Hal i

£ & & &

A

sintese

Ma seauéncia de r@agﬁgﬁ proposta, 8 razio snive as velooids-
des  raiativaes snive 0% passos o oa F e oo passo 4, pods dstsrminay
@ gxtensio com aue o ATP ss tovne mavoado smoexpevimentos de oo
ca A6TFE &> 3P, ew relacio an ATE gque sofre hidroliss  liguida.

fg o pasen 4 £ mais vrapido gqus os passos § oa F, o= hidrdii;a iva
predoninar em oonbvaste, se s velooidads Jdoe passo 4 & penor chn
gqus  a dos passos § a8 F, a ipcoveovacho de 3pi no ATE serd favo-
red s, uma wer gue a probabilidade de ocorrey a FYEACRD  TEVET SR
nos passos 4 on 3 sshard sumsntads

Fatudos cindbicos de TUENS DFE GAMEZ-PUYOU of 7. (1983} mos-

. g g L T ) .
byavam aue n owveloocidade de btrogs ATP S S5P4, sm paviiculss sub-

s
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yacanmp .
witpoondvinis complexsdas com a P, eva malor do gusg sm opariticu-
las  depletadas Jde PL Eﬁtﬁ.rﬁ%uitadm Fol considervadn como uma
indicasio dz  ous a protesinas inibidors atuaria oo passo 40 dimie
nuindn 8 velooidade de libsvacie do ADRP formade atvavés da hidrd-
Tiss. 2 iﬁﬁﬂiﬁﬁﬁﬁ Exﬁﬁrimﬁﬂiai$;%imilafﬁﬁ, i observado ogus 3
Fy-aTFass  ligada & wembrana contendo endogenamente s FI apresen-
famen ums maior capacidede de ligar foritemente nucleobtideos GRIE-
DO omf s, 19903, do gus particulas deplsiadas de protedins inibi-
o n (MARTING &8 alf_ . 1908 Euperimentos pgﬁtariurmm mos by R am
gue estes sitios de ligagdo Forise srawm nfo catalifticos, wms  vez
gque eram esesolficos para nucleotideos de adening, indspenidentes
dar wmaangsic 2 n¥o vswmovidos pelo fueaovse da snedims (GRIEDG o6
=N B MARTING @& ., 1980 = 1990, s dedos da  Tabels 1
apressntam  evidiénciag  adicionais de  gus a3 ligagio forie de
COMIANF  nos sitios no cataliticos da ATPase estd diminuids apds
a  ativagio da Fa Fate conijunto de resulitados sugsre dgag as di-
Ferengas npa cindiics da ATPase particulada, pels  libsvaglo da
profteina dnibidora, $3o acompanhadas por alitsvagdess sas propvis—
cdades e Lligagﬁﬁ de nucleotideos nos sitdios ndo cataliticos da
g
& obuservacio de gue, durante o progesso de ativashio da ATPFa-
s de particuias sobmitocondrials pela vremogfo da PL, ocorrs qus-
g paralela na capacidade de ligaghe ¥mrﬁﬁ de abF nos sitios nio
cataliticos da  ATPases (Figurss 4 & %), fortalescewm  ssta  ddgis.
Hads ainda, 5 andlise dos resulitados desitasz figuras demonsivavam
claraments a existdncds de ums covrvelagdo lingsr sntre a ativasio
da ATPase & =& diminuwigBo na  gapacidade  de ligagio forite de

sucizotidess de adenina nos sitios n¥o cataliticos da Fq (Fi-

Gé&
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”"::T:t:p By,

3

sulbtandos £ sugsvido gus 8 velooi-

FEE inteveretagio o

po ositio ocaitald-

dads oz liberacio do AL ressultants de Riderdlisz
ticm  dmn &TPase mitocondrial ssvia conbrolads pels ocupagio  dos
sitios  nis cataliticos poy nuclsobidsos de adening . Ma prassanga

da proteina indbidora s ligacBo forts de AP nos sitios nfo cata-

I3

Iiticos, Timitaria a velocidads de libsracSs de AN aoz  sitios

ald i & vemocao di profsina indbidora alitsvaria as  pro-

Ledades dos sitios s3o catalditdoos, oun passAariam Bm sE7

noy afinidade, vesultands sm oum dnovemento no furooesr dos sitios
catalibicos.
tma das mais surpreesndentes constatagdes a paridir de gxpsri-

modiFicacSe guinica, Foi oa de gque o8 sitios csballiti-

e O

bEo multo proximos um o do oubvo, nRomesma

cos o8 nao optaliticos s

syl dade jb . Gmbge-sse hoje gus oz Tyee 5311 8 oa Tyr- /D F45 fa-

wam pavie oo o sitio catalitico, enguanto gue 2 ?yrmj% BEB & on Hys-

j% A% Famezem pancrte do sitio oo catalitdos (WIROMOE & CRDER, 1987,

BIH LTS &8 a1 . 198 Entretanto, atd sgorva somsnte s inteva-

ches  #nbve as subuniddads de Fye tam aido apregssntades na litsva-
v Come discubide epoe BULLOUGH =& a7 (1988, sz o polipspti-

den compreendido entrye a ?yrwj5 S8% (oo mitio catalitico? #® 0 ®

?yrwj?>3é§ (oo sitio nio catalitico) sstivesssm sm oums ol —hdlics

nEn  intervvospdda, a distdnocdia entre sstes doils sitios seria  ds

o - . \ -
B S T I Fntretantn, seistam Ui

residuos de prolins no dntsrior

oo Eor i sy -
polipeptideo, onde a XA -hélice esbtad guebradsa, de modo gue a

dois residuos bsvminais devs ssy bam meaor.

distinoia sntrg
Conseguentensnie, ns sitins ndo cstaliticos & cataliticos devemnm

zmatar o suficisptesments proximos Pera gue as medancas conforma-

Ea
A
0
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cionnis provocadas pelas ocupacio de um sitio por nucleoiideos ss-
da btrvanswmitida pava o oultyo.

fesim, =z ligncio forte de AUP nos sitios nBo cataliticos po-
de  reprassntar oum gstado da enzima onds as altevraghes conforma-
cionnls  dinduzidas w&ia-iigagﬁﬁ ﬂﬁrﬁﬁhﬁtFatﬁ devemn estay difioul-
tadas. Apds aw remogio da I, 2 ligacio Fraca de auclsotideos nos
mitios nHo cataliticos pode vepressntar um sstado da snziss Com
maior  capacidads deg osofrer altesvaches conformacionsis gus vesul-
tam, em wltims andlise, numsn maior vﬁlaﬁidaﬂ@‘dﬁ ratdlise,

a4 veversibilidads da inibigio pelo PEP na ligagio foritse de
Al pos sitios ndo cataliticos (Figuvas 3 bem como sumn ndo intev-
farénein nn atividads de hidedlise da ATPase {(Figura & g Tabszia
U N apoiam setes hipdtese. Frovavelments, o FEF compeie Com O
anf, ligando-ss fortszments 2 vevervsivelmsnts aos sitios ndo oaba-
Titicos dn ATPase. Domo neste caso, nio ocorrve modificagdo  dos
sitios n3o cataliticos de ligngfo forite para sitios de  ligsclo
Fraca, = sbiwvidade catalitica da enzima ndo & ait@rada.

finda nio foi dﬁtﬁrminadm o sitio de ligacio da PI na subu-
ﬂiﬁﬁﬁﬁ ‘f5

satar proximo ds regifio que compresnde os sitios ndo catalditicos.

e Fg. Nosesons resultados sugsrem que este silin eve

Ums dmportants gusstio gus tem sido lsvantada, em relagio ao
meranismno catalitico da ATP-sintetase proposto por BOYER (4979) &
a deg gue, COomEo podem os 2 ositdios ﬁaialitiﬁwﬁ agvam funcionalimsnie
squivalentes durante » catdlise, se uma das subunidades /D & es-
truturalﬁﬁﬁt& mnesimétvica, devido & sus intevacio cowm as subuni-
dudes menores dg g7

Lm mecaniamo votatdrio fol sugevido, propondo gue a5 subunid-

cEo oas sube

dndes /%;(ﬁ Falwes, tambdm as o{,} s moverlam am o rs
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1

unidades menorss duvants s catdliss. etz forms, apds i cielo

4

gaiali%iﬂﬂ ey se completado, todas ag ‘fb teyiam  expgyimentado
ze  intevachss possiveils com as outvas subunidadss menores de Fy
{ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ @b gl 1982 C0Y ef oal., 1984, 1984 MELESE &  BOYER,
iHES Fate movimento rofabdrio servia divigido pelo gradients
gletvogquimice de HY & as altervagles conformacionais em J?)rﬁaulm
tariam na Libsracio do produto ¢ ligacio do substrato, como pro-
soeto poy BOYER (i979). Entretanto, atdé holdeg, sxpevimentos gue
comprovenr  ssta hipditess, ainda nio Foram obtidos. fio contrario,
ne Fy osoldvel fol demonstrado que os 3 sitios nio cataliticos se
compoviam  mssimetvicawmente, uma ver gue um deles € ocapag de tro-
cay  naclsobtideos  rvapidamsnbtes na prsssnga de BEDTA. Maie  aindn,
Foi observade gue apds cerca de 1000 cicles cataliticos por Fy, o
mesme $itio ndo cataldtico ret8m a cspacidads de Lrocar nug iaonti-
chesos induxidas pov EDTa  (HIROMDE & CROSSH, 49872 Tato dndica
gqui, na Fgq soldvel a assimebvria € pevmananty g oz tyfis sitios ndo

cntaliticos nfes pasean por estados egquivalentss duvante n onbali-

proprisdades  de ligaglno de dois dos trds sitios ndo cataliticos
BsUBeye gue & assimsbiria Fuﬁcimﬁal entre as subunidades Lfi tda Fy
tambgm =media mantidas na enzima ligada d mswmbrana. g provaval aus
o sitio nho catalitico que permansce inalterado deva gstay looa-
Lizgado na ﬁ&buniﬁad&y}% assimgtyricas gus, ssgundo SOHUERIMANM &

FERBERSEN (19843 contdm o sitio de maior afinidade pava a P

o
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RESLUMD

fATFase mitocondrial Tigmda & menbrana ¢ complexada oom A
profedina inibidors saddgsna £ capas de ligsy forismegnts g brooar
mte B moles de AP pory mol de Fq. A maior parte desta ligagio

poorre  nos sitios ndo cataliticos da Py Quando estas  prepara-s

su sho submstidas s condieBes gue vemovem s PL oooves ams guse
gda na capscidude de ligaglo de allP nos ﬂitiﬁﬁ_ﬂﬁm crtaliticos gus
satd lingarments corvelacionads com o ingvemesnto ns atividads hi-
drolitics  da  ATPase . Tambgm, na presesnga de  fosfoeenolpiruawveaio
CPERY suxiste uma susda na ligacio de AUP noz sitios ndio cataliti-

WL Enbtretanta, # inibigHo na ligagdo de AF, provooads e o

Y, pdEo vesulin ewm abtivacio da catdaliss.

Gugere-se gque A acglo primdvia da protedinn inibidora servia
manter 08 sitios nio cataliticos como sitdios de ligagHo fovis @
gpates  por sums ver controlariam oa velocidade de libsragHo de nue
cleotideos nos sibtios ﬂataliticmﬁ. B ramocio da proteing dndibi-
dara aitﬁréria as proprigdodes dos sitins ndEo cataliticos tornan-
do—-o% sitios de Ligagdo fraca o gue vesultavis sm uam aumenio nR
atividade ¢ engims. O rvesultados obitidos com PEFP supovitariam
mata  ddeia, uma ver gus 3 inibigfo provooads pelo PEP ma ligacio
de  ADF nos sitios ndo cataldticos € abolida apds suan vemogio  do

i
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BRSTRALT

Tha gembhransg  bound sitochondrial ATPasg complsx with its
#rdoge nous inkibitor profein {1b hos the capsmoilby Lo b gt
fightly  and sxochangs up to thres mols of AP pery wmol of Fgq, most
at  ths binding ooccuying  at noncatslrybic #iftss. Whaen thess
pyrepnvations  ave submitted to conditions known  to remove P
action thevyse iz 3 decrsase of AR binding at noncatalyviic sites
that iw lineaviy ocorvvelated wibth oan dncreass on bthe  ATPase
activity. in the presesncg of phosphosnolpyruvatls thersg 18 a2lso a
decrease  on the bhinding of ADF at nonoatziviic sites. Howswver,
fhe Al binding inhibition svoksd by PEP 4id nmot vesalt i an
motdvation  of bhe sngvme.

Tt dis  suggested that the primarvy action of the inhibitor
protein im to maintain the noncataslvyiic sites as tightly binding

and  bhese i burn would conkdrvol bthe rate of nuclisotide

vo op A pam gen
wooNEE

ralesnse =zt catzlviic sitss. Inhibitar protein  remotion would
wmitery the propevides of noncatalyitic sites changing  Ihem  into
Toosely bBisnding sitss, vesultding dn s tuvnover dnovesmsnt of  ths
£ NEY R The vesulits oh%aiﬂéé with FEF supporit this iden since
iha inhibition by FPEP of ths AP binding 2t noncatalytic sites is

sholished afiery its removtion Ffrom the mediom.
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