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ABREV I ATURAS

AT = adenosina 5~ trifosfato

Fame = pirofosfalase

FERLo= phdrofosfato inorgiini oo

Fulfle = pese molecular

SH s omulfiderila

DTT = ditiotreitol

FEH = glutation reduzido

REF = M o stilmaleimida

DFME = dcido 5,5%° — ditiaobis (& ~ nitrobenzdicoon)
Tris = trig {(hidroximetil aminometana)
DESE = dietil amino-etil

Aat. wsp. = atividade especifica

Fzeo = absorbincia & 280 nm

Km = gonstante de Michaelis

U o= unidads de atividate enzimética
Kixa = guilebalton

oo = rendimento

Froo = purificacdo

DNaen = akbmarbiEncia & &A&0
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R ES UMD

i

A pilrofosfatacse inorgénica foi  parificada do  germen de
milho cerca de 174 veres, com rendimento de 2,6%, utilizando-se
centritugaglies diferenciais, saluracfo fraciornada com sulfato de
am@nic e cromatogratias em DEAE-celulose o DEAF-sephadex.

Com & enzima parciaimentie purificada foram determinadas
as condigiies dtimas de reag®o de hidrdlise do FPLOz 2 aM FFi, 5 o
Mg ® o pHo= 8,35, O valor da Km oaparente obtideo para o FFL foi  de

“oenzima ¢ bastante esspeclifica para o FFL e Mg? . Obser—
vousss gue outros cdltions nEo servem  como cofatores, sendo  que
Ca? & wn Torte inibidor. Cations polivalentes come as  poliaminas
tambdédm n&Eo substd tuen o P2 na reagdo. Tom relagdo aos cétions
monavalentes, observou-se wna inibicio de 40N en presengs  de 100
mF de Li* .

foreagdo catalisada pela pirofosfatase inorganica de ger-—

men de i lbho ndo foi gsignificativamente afetada por reagentes sul-



fidrilicos como o HMEM & o DThE.

FFL ow Mg v isoladamente, ndo protege a enzima da  ina-
{ivagﬁm Térmica & L5 e,

Dois valores diferentes de energia de ativagio, 101650
calsmol e 14671% cal/mol foram obtidos utilizando-se a aguacido  de

Grrheniuns .



The

S uUMMARY

inorganic pyrophosphatase wag purified From maize

germ about 174-fold with a 2.6% recovery, using differential cen-—

trifugations,

ammoniwn sulfate precipitation and chromatographies

on DEAE-cellulose and DEAE-sephadex.

Wit
aoptima condit
Flg2 . pH 8.3

The
Mg . It has
BEIve a3 conta
not be subsill

the monovalen

the enzyme partially purifisd it was determined the
ions of the FFL hydrolysis reaction: 2 mM FFi, 5 @b

The apparernt Km value ebtained for FFPi was 59 ub.
egnzymne was highly specific in relation to FPL and 1o
been observed that other divalent cations did not
ctors, and Ca?r wag a strong  inhdbitor.  Flg? couwld
tuted for polivalent cations like polyamines. Among

Tocations tested & 40% inhibition was observed in the

presence of 100 abt Lir .

T he

phatase was n

reatction catalyeed by maize germ dnorganic  pyrophos-

ot significanlly affected by sulfydrylic reagents 1i-

g BMEM and DTRHE.

The

e e was ol protected  against  thermal  dnactiva-
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iI.INTRODUGgHKO

Muitas reagfies metabdlicas gue wltilizam ATF ou andlogos,
cano fonles de energla, produzem pirofosfato inorginico, COmo um
dos produtos. Entre estas reagles, podemoas citar as biossinteses
de dcidos pucldicos, catalizadas por DHA polimerases e R4 polime—
rasess Toarmagio de amincecil-—tRHS (na biossintese de proteinas) e
acil-Ca M (na biossintese de dcidos graxos),. respectivamente, por
aminoacil-tRMNA sintetases ¢ acil-Co & sintetasesy o processo de
bicluminesCBncia Com € siatems Juciferase-luciferinag via
Hatch-8lack para fixagdo de didxido de carbono em plantas 08 etc.

Ao reacfes descoritas acilme  acham—se termocdinamicamente
deslocadas no sentido dos produtos, devide & presenca de  pirofos-
falases Lnorginicas.enzimas largamente distribuldas nos  organis-—-
mos, gque hidrolisam o pirofosfalo inorginico.

e parofosfatases iLnorgdnicas ou pivofostatoe Tosfohidro—
lasss [ E.C. 3.6.1001070 catalidsam & hidrdlise do pirofosfate  inor-
ganico em duss moeldoculas de fosfato na presenga de wr céation bivas
lente, Mg, come cofator (Robbins e col., 1986 Walker e Leigh,
1eEly.

= {:}:-.4.. Fall e & J“f’::'[:}:+



Distribuicio

fis FPases lnorgéinicas ocorrem predominantemente no  cito-

plasma, & sua fungdo principeal ¢ & hidrdlise de PRI, como  wviesto

e

anteriormente. Estas enzimas salttveis, cuios detalhes serfo discua-
tidos mars adiante, foram as mais estudadas até o momento (Butler,
19715 .

Atividade de FPase também pode aparecer associada  com &
menbrana, na conversido de energia en organelas celulares (Kleme e
cal., 1971). Estas PPases n#lo possuem come fungfo somente a hidroe-
tise de FPL para a manutengido de um potencial eletroguimico de H*
atraveés da menbrana, mas Lambém a formacdc de PFPI & custa de ener-—
gia liberada da cadeia de transporte de elétrons (Baltscheffsky e
cal. 1¥66; Baltscheffalky, L9873},

Existen referéncias de FFases ligadas a membrana no fungo

Fhytaphthorsa infestans (Okorokov e col.. 1978)1 na bactéria foto-

sintética Rhodospirvilum rubrum (Balitscheffeky, 1767): em levedura
{(Janson e col., 1979)3 & em mitocGndrias e cloroplastos de vdrias
plantas (Gould e Winget, 1973 Waller e Leigh, 1981; Kowalozylk e

Maslowsbki, 198l Gross e Rees, 198863 fndrews @ col., 1979).

Furificagio

Lertamente, as PPases inorgf@nicas de levedura de  padeira
foram as enzimas mails exdtensivamente estudadas. BElas foram purifi-

cadas e oristalizadas J& hd slgum tempo por Kunits: (1952) e Heppel
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(1951) . Inicialmente, a levedura era submetida a uma autdlise
branda em suspensdo aguosa alcalina de bicarbonato (Heppel. 1951)
o a uma plasmdlise em tolueno (Kunitz, 1952). Fostericrmente, os
extratos eram filtrados, saturados com sulfato de amé@nio e preci-
pitados com etanol & ~4 % . Holie, usa-se a purificacdo de Kunitz
196d) sequida de cromatografia em DEAE-celulose (Rapoport e col..
E_s) .r"\
Geralmente, s&o empregados na purificag®o de FPases ires
o mads eltapas que variam bastante de uma fonle para outra. O Qe
& semelbante na purificag®o, n&o importando a fonte, seia ela de
levedura, de bactéria, de mamiferos, ou de plantas., & gue se usa
centrifugacgles diferenciais, fracionamento com sulfato de amtnio,

cromatograftiags em coluna de troca—~ifnica (DEAE-celulose, Tfosfooe-—

EadN
P

lulose, DEAE-sephadex), cromatografias por filtracfo em gel
QhaQ@x).

& grauv de homogeneidade, bem como, o rendimento das piro-
fosfatases purificadas por diferentes métodos, € bastante varid-

wal .

Feso Molecular

fn estruturas guaterndrias das FRases diferem considera-

velmente, dependendo da fonte da enzima.

A Ffases procaridlicas possuem 4 ou & subunidades  ddén-
tioas de cerca de 20 Kbha (Josse e Wrong, 1971).

Algumas Flrases eucsridgticas, como as de levedura de pa—
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L) .

deiro, poassuem £ subunidades idénticas de 30-35% KDa por moldéculdaa
O F.M. de Flrase de animais estd em torno de 68 KDa (Irie
@ col., 1970).
Para as FPases de plantas, o F.M.  tambésm varia de uma
fonte para ouwtras 38 Kba para folhas de milbho (Sioamons e Buller,

194% ) 33 Kba para as Tolhas de Fapararctbus bhlitun. L. (Mukheriese e

Fal, 198323 43 Kba para as de cloroplasto de sorgo (Krishman e
; J 3

Grnanam, 1988).

Substrato: complexo Mg-PPi

Lambert e Watters (1957) sugeriram gue Flg?2 e o PRI proe
" : . " - . . - . .
dem formar trés complexos : PgFa2 07 . PMge F2 07 . PMgHF: 07 . A Glti-
ma dessas espacies & dependente de pH e sua formag8o reguer & pro-—
tonag®o do Fr (37 antes da adigdo de Mg? in vitro (Horder, 1974).
G & g an MITre E
Ambos oz pirofosfatos mone e di-magnésio podem ser os verdadeiros
substratos das pirofosfatases in vitro. Em células  intactas, su-
. S . ! . .
pOem—se gque o FPFL estela presente, como wn complexo Mg Foo O na
proporgio L:l, devido a a&lta afinidade do  grupo pirofosfato por
cdtions divalentes.
. _— - . . &
A FRase de leveduras aceita ambos  og complexos Mg P2 05
- . O PR . . g e
@ Pige F2 Oy como substrato (Moe & Bultler, 1972).

- . " ; ——
Em bacltérias, coma | apenas o conplexo Mg P2 Gy &

acelto coms substralo pela enzima (Josse, i¥66y  Jdosse e Wrong,
1971y, Este também parece ser o caso de enzimas  de  mamlferos,

tais como as FFases de eritrdoitos humanos (Thuillier, 1978, Fi-



gado de rato (Homnm e col., 19467)e cérebro de rate (Robbins e cola,
19u%) .

Com relag®o ds FRases de plantas  superiores, os dados
existentes sobre suas propriedades ainda nfo estfo bem estabeleci—
dos. As FlRases de plantas aceitam ambos os complexos Pigs F2 07 @
Flg a2 07 como substratoy no  entanto  algumas  podem  preferir o

Mg 747 (Ho e Khoo, 198%5).

Especificidade enzimatica

Tadas as pirofosfatases inorgédnicas estudadas até o moe
mento s&o al tamenle ﬁﬁp@cificaﬁ_para o FF1L (Butler, 1971). Consti-
tuenm wuma excegdc as FPases ligadas & membrana gque podem aceitar o
ATF como substrato (Klemme e col., 1971).

Q0 Ma* & o cation bivalente genericamente utilizado pe-
las PPases inorganicas. Entretanto, outros cations podem aparecer
como cofatores, emn maloclr ou menor escala.

Farea a FPase de levedura de padeiro, a eficiencia catali-
tica can relagdio a cdtions bivalentes &: Mg? > Zn? > Co? > Mo
(Sohlesinger & Coon, 1940).

Jaem mamd Teros, coma por exemplo, flgado de rato. o PMg?
@ o undoo cation bivalente efetive para a ativac®o enzimética
(Irie & col., 19703 Morita & Yasui, 1278; & Unguryte e col.,
198Y).

FPara plantas, o Mg* | se n¥o & o anico, & 0 mais  efelivo

calion parra ativagdo enzimdatica (Bucke, 1970).
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Alguns autores tem estudade os efeitlos de poliaminas  eém
reaglies enzimdticas dependentes Mg?e (Coben, 1971). Estas poliami~
fas s&o cétions polivalentes amplamente distribuidos na natureza.
com capacidade de interagic com dcidos nucléicos e  proteinas. As
poliaminas esperminag e esperoiding eostram s mals variados efei-
tos nas reaglies de sintese da DHA e de RMES: na ativeacdo de aminod—
cigos, @ en owtras etapas de sintese de proteinas (Tabor e Tabor,
1983) .

Existem poucas referéncias de estudos de  poliaminas  em
reagies catalizadas por Flrases inorgdnicas. Ezperaina e espermidi-
e poden constitudir o Mg* nas reagties catalizadas pela FPFase de

Sirepltocococus faccalis (Lahti e col.. 1989).

Inibidores

Floe e Rutler (1972) mostraram que & FPase de levedura &
marcadaments inibida pelo Ca?r

Lonsiderando o complexo MaFFiLi como o verdadeiro substra-
to. o &nion FFIY & um indbidor competitive para a FPase de B,  co-
Li (Josse e Wrong, 1971). Cations como Zn? e o Ca? afo Tortes
inibidores da PPase de figado de rato (Irie col., 1970).

Em plantas, F7 , Ca® @ ocwlros cédtions bivalentes, wrdia,
EDTa, cilrato, cianeto, tungstato e sais de Li* e Ma* s¥o  dinihbi-
dores da FFase em dmaitor ow menar proporeio, dependendo da Tonte.

Algumas FlRrases gue possuen grupamentos salfidrerilicos, de-

vido ac aninodoido cisteina, sfo inibidas por sais de ferro ou por



agentes oxidantes suaves. Isto sugere gue tais grupos 8H  sd8o  es-
senciais na manuwtengio da atividade catalitica da enzima (Rarvon,
19%%y Royer, 1939; Jocelym, L9725 Lahti e MNiemi. 1981).

e

Certas Plases de plantas ndo possuesm  grupamentos sulti-

di-d1d o

eesenclals para a atividade enzimdtica.

Objetivos da tess

De aodo geral, os estudes de enzisas & parliv de vegetais
ndo estdo bem eslabelecidos., provavelmente devido a complexidacde
desses organismos.

& presente tese contém dados referentes a purificagiio e
propriedades cindlicas de uma pirofosfatase inorg&nica de germen
de milho. Selecionou-se o milho como material de partida, devido &
sua dimponibilidade em variedades id bem estabelecidas.

Mo germen de milho ou embrifo estd toda gama de material
necessdria para o desenvolvimento da planta, em estado estaciond-
rio. GBuando o germen ¢ colocado em  condigdes adequadas  de  luz,
umidade, temperatura, elte, comege a se desenvolver, & portanto, a
aeoerrer sintese de DHS ¢ R, sintese de amincagicares.sintese de
Lipidios, siniese proteica, eloc. Como a FPase atua concomi tante-
meante com todas esltas reaglfes, a sua atividade tambén  deve estar
aturen bada .

Lom a enzima parcisalmente purificada do germen de  milho,
ultilizando-se centrifugagiies diferenciais, fracionamento com sul-

Fata de amdnic, cromatografias em DEAE-cvelulose o DESF-sephadex,



[
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estudamnos as condiglies dlimas de ensaio, especificidade enzimdti-~
ca, efelto de poliaminas e  reagentes sulfidrilicos. Cetudos de
inativacdo termica e determinacio da energia de ativagic estio

també&En descoritas na presente tese.,



2. MATER1>1IAL E M&ETODOS

MATERIAL

e milhos (Maya normal) foram gentilmente cedidos perlo
Frot. Dr. Willian José da Silva, do Departamento de Gendtica, Ing-
tituto de Fiologisa ~ UNICARE.

AT, DTT, GSH, B-mercaptoetancl, DTME, poliaminas, DEAE-
celulose, DEAE-sephadex e glicerol foram obtidos da Sigma Chemical
Company {(U.8S.A.).

FOME,  NEF foram  adquiridos da Research Laboratories

Inc.{lJ.5.MA.).

METODOS

A Ativagio da resina de DEM-celulose segundo Feterson e

Sober{ 1963):

A resinag comercial foil misturada com MalH I, agitada e
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filtrada & vdocuo. A seguir, lavou-se a resina com dgua destilada,
varias vEzes, até atingir-se o pH da  dgua. Fosterioroente, tra-
tow-ge a resina rapidamente com HC1 M. Tambén filtrou-se a  vdouo
e lavou-se vdrias vires com dgua destilada. Hovamente a resina foi
migtuwrada com HalOH 1M, filtrada e lavada vdrias vé@zes com &gua
destilada. A resina fol guardada & 4° 0 & misturadsa com algumas

gotas de n-butanol como presorvante.

By Ativag®o da resina de DEAE-sephadex:

f DEAZ-sephadex 50 fol deixada em dgua destilada por trés
horas. Decantou-se e lavou~se a resina vdrias vé@zes com  tampdo

Trisfacetato 50 mi pH 4,8,

£) Furificag®o enzimbticas

Sementes de milho foram deixadas em  dgua  destilada  por
duas haras, separando-se a seguir os germens com o auxilio de  uma
espdtula. O germens Toram colocados em nitrogénio liquide & tri-—
turados em almofariz & 4° O es presenca de  tamp&o Tris HC1I (pH
g,0) 30 mM contendo sacarose 0,44 M, glutationa reduzida imi, po-
Tivinilpirrolidona 1% e Maz S0: 0,25, numa  proporgfo de 431 da
amastira.

Todas as glapas & seqguir foram realizadas & 4° 0.

Filtrou—-se o hmmmqmn@ixadé abtido en gaze, dobrada guatro
v@res, & o Tiltrado foi centrifugado & 15000 x g por 10 minutos. O

sobrenadante foi submetido a uma nova centrifugagfo & 700 x g
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tambdm por 1O minutos. Fara ambas as centrifugagdes, utilizou-se a
centrifuga Sorvall. FPara separar ¢ microssomo uiilizou—-se o méto—
o descrito por Lamaire & col. (1946%): o sobrenadante de 15000 x g
foi precipiladoe com cloreto de bério até uma concentracdc final de
0,02 M, sob agitagdo por 5 minutos, e centrifugado & 15000 x g,
por 1S minuwlos.

e

Fravionou-se, entdo, o sobrenadante desta centrifugagiio &
2O-BEY de sulfato de amdnio. & cada adigio de sal, deixouw-se  agi-
tando poar L hora, e logo apds centrifugou—se & 13000 x g. por 10
minutos. HNa tltima centrifugag®o, desprezou-se o sobrenadante ¢ o
precipitado foi dissolvido no menor volume de TrissHCL 0.1 W (pH
8,.3) contendo 1 o de GSH.

Dialisou-se o extrato bruto contra teamp&o TrisAHl 50 mb
(pH 7,.5) contendo 1 ol de GEM, e aplicou-se a uma coluna de DEAE-
celulose (& x Z8 om) . previaments equilibrada com o mesmo  tampdo
de didlise. Lavou-se a coluna com o tampio de didlise e equili-
brio. Eluid-ge & enzima com a passagem de um gradiente linear de
cloreto de potdssio de 0 & 0.8 M (1000 ml) no tampdo acima. Has
fragies coletadas foram determinados o teor proteico (HAzes) g ati—
vidade enzimdtica. As fracgies com atividade foram reunidas & pre-—
gipitadas com 85% de sulfato de amfinio.

A fracio elvida da DEAE~celulose fol dialisada contra
tampdoe Tris HUL 530 mbM {(pH &.8) e aplicada & uma coluna de DEAE-se-
phadex (2.6 x 1% om) previamente equilibrada com o sesms tampic de
didlise. Lavou-se & colunsa com o tampio de didlise e eluiuv-se &
encima pela passagem de um gradiente linear de cloreto de potdssio

de O & 0.8 M (H00 ml) no tampio acima. Mas fragies coletadas Torsm
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deleraninados o teor proteico (A e atividade enzimdtica. As

fracBes com atividade foram reunidas e precipitadas com BS%Y  de
srltato de amdnio.

Lima unidade de atividade enzimdtica () ¢ definida como a
quantidade de enzima necessdria para formar am umol  de fosTato

inorgdnioco em 15 minwtos.

D) Determinagfo de fosfalo inorginico:s

A 660
0.7

O T T T I H

0 o1 0.2 0.3 0.4 0.6 0.6 0.7
Conoentragéo de P! {umol)

Curva padrédo de Pi



0 fosfalo inorgéinico foi determinado de actirdo com o mé-
todo de Fiske-Subbarow modificado por Summer (1944). 0 adtado  ba-
wela-se na formac®io de um complexo colorido {(Azal de molibdénio)
par redugEo de Tosfomclibidato de amtmio em presenca de Fe® como
redutor. A solugd o contendo fosfato adicionow-se 1 ml de molibdatao
de aminio 2,88 em Hp 504 9 e 0,.% ml  de swifato ferroso 108 em
dcido sulfarico 0,1 M. A sabsorbincia foi lida em 60 nm  apds 13

minutos a temperatura ambiente. (Vide Curva Fadrfo de fosfalo na

pdgina anterior).

E) Ensaic de atividade da pirofosfatase inorg@nicas

A mistuwra de incubag&o (1 ml) contém 100 el de TrisA HOCL
{(pH 8,31, 2 mM de pirofosfato de sadio e % mhl de acetato de magrd-—

. A

sio. A reagfo fol indciada pela adigldo de && ug de enzima, inou-
bando—se par 1% minutos & 37° . Faralizou-se & reacdoc pela adigdo
de 0,% ml de dcido sulfirico 0,5 M. & concentregfo de Fi fol de-

terminada como descrito acima, adicionando—se 1 al de molibdateo de

aménia & 0,% ol de sulfato ferroso.

Fl Efeito de substratos na pré—incubagifo da enzimas

A oenzima foir preée-incubada & GBS0 0 em varios  tempos, npa
avs@ncia @ na presenca de subsltratos. Apgs cada tempo de pré—inoue
bagio, o tubo era colocado em gélo.

H atividade enzimdtics foi detlerninada apds & adiglo dos
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demais reagentes, necessdrios, de acordo com o iftem B.

G) Determinac®o da energia de ativagios

A energia de ativag®o da reag#io  catalizada pela FPase
inorgini ca de germen de milho  foi  determinada utilizando-se &
aquacia de Arrhenius. Para tanto, seguiv-se & velocidade enzim&ti-
ca (emn vdrios tempos) para triés temperaturas que diferenciam entre
si de 10 C (&Fe, Hre, 47e ().

A atividade enzimdltica foi determinada de acOrdo com o

ftem E.

H) Determinagdc de proteinas:

As proteinas  foram determinadas pela  leitura de  Aaee
(fraghes eluidas de cromatogratias em calunal, & pelo método do

Hiureto, de acrdo com Lavne (19573,




3. RESULTADOS

Purificacio

A PPase inorg&nica foi purificada de germen de milho cer-
ca de 174 veres com um rendimento de 2,46% por uma série de etapas,
como pode serr observado na Tabela I. Comparando-se a gquantidade de
proteinas tolais presentes no extrato com o teor proteico  apds  a
saturacdo com sulfato de amfinic & B85 verificou—-se que aproximada-
mente 11% das proteinas totais s3o eliminadas durante estas opera-
¢Bes, facilitando a etapa seguinte gque & & oromatogratia em  DEAK-
celulose.

O perfil cromatogrifico da FPase em DEAME—celulose pode
ser observado na Fig. 1. Ea termos de proteinas (Ozme) & figura
mostra trds ploos. O primeiro & representadoe pelas proteimas  gue
nda se Tixam & resina. Apds & aplicagfio do gradients linear de
cloreto de potdssic, dois picos proteicos com atividade enzimatica
&0 observados. Este perfil n®o ¢ constante em todas as prard Ficee
¢Oes efTeluadas, sendo gue na maioria des puriticaclies, aparece wn

Ui oo ploo de atividade como mostra a Fige 2. Com relaciio & ativi-
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TABELR |

Purificagd3e da PPase inorgi3nica de germen de milho a partir

de 63 9 do germen como descriteo em Material e Hétodos (item C).

Fragies Ual. gt. Prot. fat. flend. Purific.
esp.
{ml} {4} (ma/mi) {{(U/mg) (%) {vezes)

Extrate 260 24143 450 0,2 168 1
ppt 85X

10 22386 B2 4,3 9,2 21,8
{HHs) 250,
DEAE-

4 1273 20 15,8 5,3 8,5
celuiose
BEARE -

3 628 B 34,8 2,6 174
sephadex
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A 280 Atividade enzimética {umol Pi/16 min.)
08}
03¢
O i 1 i b [ 4 |1 1 0
0 2b 60 76 100 126 160 176 200

Namero de tubos
Figura 1 - Cromatografia em
DEAE-Celulose

Conforme descrito em Material e Métodos (item E), o ma-—
terial dialisado contendo 520 mg de proteinas foi aplicado em uma
coluna de DEARE-celulose (6 x 22 cm). A enzima foi eluida com um
gradiente de cloreto de potassio & partir do ponto indicado na fi-
gura. Foram coletadas fragbes de 10 m]l e determinadas a concentra-

cdo de proteinas Az ( O } 2 a atividade enzimdtica ( + ).



8 A 280 Atividade enzimatica {umol Pi/16 min,)

i 1] } O
0 20 40 60 80 100
Namero de tubos

Figura 2 - Cromatografia em
DEAE - Celulose

As condigOes experimentais s¥o as mesmas descritas na

genda da Fig. 1.

e~
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dade especifica, esta etapa fornece us pequeno aumento como indica
a Tabela 1.

& Fig. 3 mostra o perfil cromatogrdfico da Flase emn
DEAR-sephadex, obtendo-se wm dnico pico de atividade enzimética.
Fata elapa fornecew uma puwrificagfo cerca de duss vézes em relaglo
A etapa anterior, como se  pode  observar na  Tabela @

0 armazenamentc & —20° O persmitiuv manter & atividade en—
zimatica por pélm menas seis meses (fragio elulda de DEAE-celulo—

sE), ol por 2 meses (Ffragfio elulda de DEAE-sephadex).

Efeito da concentracio de enzima

Ha Fig. 4 observa—-se que a velocidade da reaglo enzimati-
ca aumenta linearmente atd cerca de 180 pg de enzima no ensaio. Nos

ensaios posteriores serfic ulilizados && pg de enzima.

Influéncia no tempo de incubacg®o

(thserva—se na Fig. % qgue, & medida que se aumenta o tempo
de incubagfo. a velocidade de reacgio aumenta linearmente ate  pelo
menos 20 sminutos. Fara os experimentos posteriores selecionou-se ©
tempo de 15 minuteos para efeito de comparagdo com oulros trabalhbos

da literatura.
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A 280 Atlvidade enzimatica {umol PI/16 min.) 0.2

10.18
o2 10.18
16.14
10.12
401

01 40.08
10.06
10.04
\ -10.02

0 1 i i 1 i | 1 i i i i i I 0
1 6 90 13 17 21 26 20 33 37 41 45 40 563 67 61 66
NGmero de tubos
Figura 3 - Cromatografia em
DEAE ~ Sephadex

0O material proveniente da coluna de DEAE-celulose contendo
80 mg de proteinas foi aplicado & uma coluna de DEAE-sephadex (2,6
% 19 em) conforme Métodos (item E). No ponto indicado na figura,
aplicou-se um gradiente linear de cloreto de potassio pare eluicio
da enzima. Foram coletadas fragbes de 3,5 ml. Proteinas ( O } e

atividade enzimatica ( + ) foram determinadas nas fragies eluidas.
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Velocldade ( umol Pi/16 min)

0.4

0.3

0.2

0.1

0 t 1 i H

0 50 100 160 200 260
Enzima { ug)

Figura 4 - Efeito da concentragédo de
enzima na atividade enziméatica

As condigtes de ensaio s3¥o as mesmas descrites em Material

e Métodos {(item E}, variando-se a concentracdoc da enzima.
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4 Atividade enziméatica{umol P!)

0 I ¥ L]

0 10 20 30 40
Tempo (minutos)

Figura 5 - Influéncia do tempo de
incubacédo na atlvidade enzimatica

As condigBes de ensaio s3¥o as mesmas descritas em Material
e Métpdos (item E}, variando—-se o tempo de incubagXxo.. Para cada

tempo foi feito um controle sem enzima.
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Influéncia o pH

A Fig. & mostra um pH Stimo em meio alcalino. A atividade
enzimdtlica depende da espécie quimica do tamp&o uwiilizado. Em meio
dcido ndo se observou atividade enzimdtica, quer em presenga de

Pl cau Zne?t.

Influencia da temperatura

A Fig. 7 mostra gue nas condigfes testadas, a atividade
mdxima da FFase ccorre & 50° (. 4 hidrélise quimica de FPi nas  vée-
rias temperaturas estudadas, em 13 minuwtos ndo & signifTicativa.
Fara fins de comparagdo dos nossos resultados com os  obtidos em

outros aorrganismos, os  demais experimentos serdo realizados &

37 C.

Efeito da concentracglo de pirofosfato

Mo grdaficoe da Fig. 88, pode-se observar gue. & medida gue
s& auwmenta a concentrago de FFi, & atividade enzimdtica aumenta
segquindo a cindélica de Michaelis-Menten com wuma velocidade mdxima
a partir de 0,73 mPl de FFi. A concentraglfio de PRI de 2 il serd
mantida nos experimentos cindlicos posteriores.

A Km aparente do PFi Tod determinada através do grafico

da Fig. 8 de Lineweaver-Hurk ¢ o valor obtido foi de 5% ph.
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5 Velocidade (umol PI/16 min)

01
O i . ]
0 3 8 )
pH
Figura 6 - Influéncia do pH na atividade
enzimatica
As condicbes de ensaioc s¥o0 as mesmas descritas em Material
e Metodos (item E), variando—-se o pH. Os seguintes tampbes foram
utilizados na concentrac3o de 100 mM: acetato ( O ), Bis-
Tris ( ¥ ), Hepes (O ), Tris ( x ), glicilglicina ( ¢ ), aceta-

to/In { + }.



. Velocidade (umol PI/16 min)

0.3
02|
0.1}
o : . . . .
O 10 20 30 40 60 80

Temperatura (2 C )
Figura 7 - Influéncla da temperatura na
atividade enzimética

As condicOes de ensaioc s30 as mesmas descritas em Material

e Metodos, variando-se as temperaturas de incubac3po nos valores

indicados. 0 controle para cada temperatura foi feito sem a adic3o

de enzima.
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Especificidade Enzimatica

e Tab. I mostra gue guase nenbhuma atividade foi observa-
da guandao se usou pirofosfatos orginicos (134 para o ATF & 3% para
a Tiamina-pirofosfato) como substratos para a PPase inaorginicea, o

gue demnonstra wm allo grauw de especificidade enzimdtica pelo PPi.

Efeito de ATP na atividade enzim&tica

A Tab. IIT mostra que nfo ocorreun alterago significativa
da atividade enzimdltica nem com & concentracio baixa de PP & nem
com a concentrago do ensaio, podendo-se ohservar gue, nestas con-
diglies, o ATF mesmo em concenitragdio de imM nEo interfere na ativi-

dade enzimdiica.

Substituicido do Mg?'por outros c&tions bivalentes

A Tab. IV mostra que, com a excecfo do Mg?, os demais

cdtions bivalenles afo inatives na reacfo catalizada pela pirofos—

fatase inorginica do germen de milho, podendo-se observar wn  alto

grau de especificidade pelo Pig?e,

Efeitoc de Ca?

Fode-se aobzervar na Fig. 9, que & medida gua a concentra-
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TABELA 1

- Especificidade enzimdatica em relagido ao substrato -

fs ctondigdes de ensaic s30 s mesmas descritas em Material e

Hétodps, sendo os substrates utifizados na concentracio de 2 al.

Substrato Fosfato formado
{ umnoles Pi/71% minutos)

PR 0,474
ATP g,023
Tiaming pirefosfato 0,608

B-glicerofosfato 0,867
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TABELA 111

-~ Efeito de ATP na atividade enzimitica -

fis condighes de ensaio sd3o as mesmas descritas em Material e
Bétodos para irfs concentracBes diferentes de ATP, na presenca dg

duas concentracgBes diferentes de PPi.

aTe Fosfato formado ( umoiles Pi/f15 minutoas )
(nBl) PPi 6,5 af PPi 2 =i
0 g,165 0,186
0,1 0,189 §,%198
0,5 0,168 8,187
1 g,168 g,188
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TABELA 1V

- Efeito de cations bivalentes na atividade enzimiatica -

As condigdes de ensaio s3o0 as mesmas descritas ewm Yaterial e

Hétodos para trés concentracBes diferentes de ciations bivaientes.

Fosfatoe formate {umoles Pi/15 minutos)
Cation
(mM) Kg2t Caz+ Hn2+¥ Srat Inat
a,5 &,p058 8,601 - 8,008 f.004 6,003
b 0,678 0,003 g,o008 £,003 6,803
5 8,158 p,003 0,011 g,003 B.,803
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o Atividade enzimatica (%)

00 40 80 120 160 200 240
[Ca*'] (uM)
Figura 8 - Efeito de Ca*'na atividade
enzimatica

As condigBes de ensaio s¥0 as mesmas descritas em Material

e Metodos, variando-se a concentra¢3o de Ca? em presenca de S5 mM

de Mg*.100% de atividade enzimatica corresponde & 0,184 pumoles de

Pi formado.
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cdo de La® aumenta, a atividade enzimdtica diminui, sendo que,

com 30 pM de Ca? jd4 ocorreu S0% de inibigHo da atividade.

Efeito de Ca®* variando-se a concentraclo de Mg*

Fode-se abservar na Fig. 10, gue concentragfes elevadas

de Mg*praticamente revertem & inibig&o devido ao a2z

Efeito de cations monovalentes

A Fig. 11 mostra gue os cdtions monovalentes testados n¥o
provocam efelltos aprecidveis da atividade da PFase. Dos  trés cd-
tions testados, observa-se um efeito inibitdric maior em presenga

de Li* (cerca de 405 para uma concentracg®o de 100 abi).

Efeito de Poliaminas

—~ Efeito de espermina
Ma Fig. 12 verificou-se que & espermina sozinha ndo atua
caome cotator para a FFase ¢ guando presente junto com o Mg na

caoncentragdo de 1 ol nfo interfere na altividade enzimélica.
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5 Velooldade (1mol P1/16 min.)

[ 3 i 1

0 b 10 16 20

Mg (mM)
Figura 10 - Efelto de Ca** varlando-se
a concentragdo de Mg

As condicghes de ensaip sy as mesmas descritas em Material
e Metodos, variando-se a concentracgldo de Mg® na auséncia ( B ) e

na presenca de 30 uM de Ca* ( + }.
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Allvidade enzimétioca (%)

126
1
51
601
26
0 1 % i ] ]
0 20 40 60 80 100 120
Concentragéio (mM)
Figura 11 - Efeitos de céations monova-
lentes na atividade enzimatleca
As condiglbes de ensaio B30 as mesmas descritas em Material
e Metodos, em presenca de concentracles crescentes de K' ( ¥ ),

Na* (4 ) ou Li* {( B ). 100%Z de atividade corresponde a Q2,188 umo—

les de Pi formado por 1% minutos.
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Veloocldade {umol Pi/16 min.)

0.16 ¢
O1}h
0.06|
ksl H1 1 i
O 2.6 b 7.6 10 12.6

Concentragio (mM)

Figura 12 - Efeito de espermina na
atividade enzimética

As condigles de ensaio s3oc as mesmas descritas em Material
e Métodos: a)} para concentracbes crescentes de Mg? na auséncia
{4 ) ou em presenca de 1 mM de espermina { + }; b) para concen—

traches crescentes de espermina em substituicd3o ao Mgz (0O ).
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- Efeito de espermidina

Fode-se observar na Fig. 13 que da mesma Torma gque & es-
pernina, a espermidina, guando sozinha ndo serve como cofator. Fo-
rem, diferentemente da espermina, a espermidina nas concentracles

de 22 e 5 ol esn presenga de Mg?', provoca wma diminnic®o da  ativie

dade enzimidtica.

Efeitc de reagentes sulfidrilicos

Fode-se observar na Tab., ¥ que o BHEM ¢ o DTHE  provocam
uma diminuigdo da atividade enzimatica muito pequena, cerca de

108 ¢ & o DTT reverte esta inibigio.

Efeito de DTT

Verificou-se que o DTT provoca uma diminuwic®o da intensi-
dade de cor de cerca de 10% no mdtodo de Fiske-Subbarrow modifica-

. sy

do para a determinagdo de Fi {(resultados oo mostrados). bMas con-
diges de ensaio da Fig. 14, pode-se observar que o DTT  provoca
wine diminuic&o da atividade de cerca de 30% . des guais 108 &  de-—

vido a interferéncia do DTT no método de colorag&o, como Foi dito

AL A
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Vetoctdade (umol Pi/156 min.)

0O 2 4 1]
Concentragdo (mM)

Figura 13 - Efelto de espermidina na
atividade enzimatica

As condicgbes de ensaio sdo as mesmas descritas em Material
e Métodos: a) para concentragbes crescentes de Mg? |, na. auséncia
(b )Y ou na presenga de Z2 mM ( + ) e 3 mM ( ¥ )} de espermidina; b)
para concentraglies crescentes de espermidina em substituic3o ao

Mg2 (o ).



TRABELA U

- Efeito de reagentes sulfidrilicos na atividade enziwstics -

fis condigbes de ensaio sd3o as mesmas descritas em

Haterial

&

Bétodos ew presenga de DTHB ou NEM nas concentracBes indicadas. 100 2

de atividade corresponde & 0,484 umoles de fosfato por 15 minutos.,

fidigdo Fosfate formade (X)
Henhuma 166
HEM 1 mH 88
HEM § auN 18
DTHE 0,3 =N g9
DIHB 0.,E amR 8s
BIT 5 a + HEK 1 aM 85
DIT 5 alh <+ HEN 5 aN 86

DTIT & m¥ + DBIHB 0.3 =M

precipita
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0 Velocidade (umol PI/16 min.)

0.16

"

0.1

0.06

0 ] 1 1 i L i
0 5 6 7 8 9 10
Mg*(mM)
Figura 14 - Efeito de DTT na atlvidade
enzimatica

As condicbes de ensaio sX%0 as mesmas descritas em Material
e Metodos, para concentragcbes crescentes de Mg, na ausen-—

cia (O ) ou em presenca de S mM de DTT ( + ).



Estudons de inativagl3o térmica da enzima

A Fig. 15 mostra gue a PPase inorgénica perde cerca de
40% de sua atividade a 4% O, por 18 minutos, npa aus@ncia ow em

presenga de FFPL ou Mg? , separadamente.

Determinacilo da energia de ativagdo

Na Fig. 14 obsesrva-se um aumento na atividade enzimdtica,
awmen tando-se as temperaturas de incubag8o {em véarios tempos).
A partir dos dados da Fig. 16 € possivel determinar o va-

lor da energia de ativagdo, de acordo com & egquag&o de Arrhenius.

2.3 log Ky Ka = — E/R { 17T, — 1/T2}

onde:

constante de velocidade, &4 temperatura T,

>
"
I3

,

Kz = constante de velocidade, & lemperatura T,

energia de ativaglo

e
iz
L]

i

constanite real dos gases (1,.987cals mol k)

=
il

T = temperatura absoluta

e valores de K foram oblidos das  tangentes das retas
mopslradas na Fig. 1é.

Considerando-se as temperatuvras de 27 0 e 37 O

Ea m 10186% cal mol.

Fara as temperaturas de 37 0 e 47

Fa s 186718 calsmol .



Allvidade enziméatica (%)

10
761
+
60
26
O i § 1 i i

0 3 6 g 12 16
Tempo de pré-incubagio (min) :
Figura 15 ~ Inativagdo térmica da enzima

& pnzima & pré-incubadae nos tempos indicados & 2 85e c,

auséncia ( B ) ou em presenga de PPi { + ) ou de Mg? ( X ).

na



5 Veiocldade (umol P1/16 min.)

47° C

37 C

27* G

&

Figura 16 - Determinacdo da energla

10

16

Tempo (min.)

de ativacido

20

26

As condicbes de ensaioc sX0 as mesmas descritas em Material

e Métodos, variando-se o tempo de reagdo nas seguintes

rass:

27«

C

(8 ),

37

C

C + ),

47 C ( %

).

temperatu—



4. D I S CUBSAO

Purificagdio:

O aumento da atividade especifica da FFase inarganica al-
calina durante as elapas iniciais da purificacifo, antericormente &
cromatografia em DEaAE-celulose. fol relativamente pequenc. A pre—
serga de substratos enddgenos & & grande quantidade de proteinas
existentes nas fragles iniciais, podem ter contribuido para este
Ffato. A partir dests elapa cromatografice, o aumento da atividade
especifica passa a ser mais significative{Tab. 1. o final de
dois diferentes tipos de cromatograftia, oblivemos uma enzima puri-—
Fioada 174 vé@res e com um rendimento de 2,460 .

Em nossa purificagf o, na coluna de DEAE-celulose, obtive-
mos, algumas v@res, dois pioos de atividade (Fig. 1) e. na maioria
das vézes, wn anice pico (Fig. ¥}). Buando obtivemos dois picos, o
segunido plco se mostrow bastante instdveld , perdendo & atividade em
& oou D odias.

Rip & Rauser (1971) obtiveram um tnico pico de atividade

em DEAE-celulose, engquanto Buller e fennetlt {(1948%9) e Hennetl e
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cal. (1973) obliveram dois picos de atividade. FButler e Hennett
(1969} sugeriram que wn dos picos podia ser origindrio dos  cloro-
plastos @ o ouwltro do citoplasma. Também observaram gque esltes  mes-
mos extratos possuilam una alte atividade dcida dependente de 7Zn?
em pH Gtimo S.0. Atravées de estudos cinglticos da nossa preparagiio
cam wm und oo pico, verificamos gque nEo existe a forma dcida dunto
com a PPase alcalina, portanto, isso nos leva a supor, da  mesma
forma que Rip e Rauser (1971) gque este tnico pico presenle em nos-
sas purificagles, representa o primeiro desses dois picos obtidos
poar Butler & Rennett (1949).

Em nossa purificagdo. ums das diferencas nas ctapas.  com

et

relagdo w owlras preparactes foil « eliminag®o de microssomo. Hor-
malmente, o sobrenadante pde-microssomal & abtido por centrifugas
o & 100G.000 x g, durante 1 hora. Lemaire e col. (1969) S PRI ARTam
micrassono por precipilecdo do sobremnadante pos-mitocondrial  com
Ba Clz & wma concentrag®o final de 0.02 M. & opcfo por um  desses
dots metodos foi feila através de um estudo comparativo, usando wm
mesmo extrato celular que Tol dividido em duas porgifes, sendo wma
precipitada com Ba Cl: ¢ & owtra wltracentrifugada. Verificamos
gue a perda da atividade especifica do material precipitado com
Ba Cl, & recuperada na etape seguinte. gque ¢ a saturagio  com  sul-—
Tato de amOnio a0 88U L Por esta reaz®io ¢ por  ser  mais simples @
mais rdpida gue a wltracentrifugaciio, & eliminagdo de  microssoms
por precipitagfio com Ba Gl foi mantida.

Entre as dificuldades encontradas na purificagfo., consti-
tuwi-se um dos pontes crditicos, o didlise do material H5Y saturado.

kY

Devida & alta concentraciio de sulfato de amtnico, & sua eliminago



por didlise n&o ocorre em menos de B horas, ainda gue sucessivas
trocas de tanp&o seian efeltuadas. Em decorréncia desta  prolongada
didliwe, Treguentemente uma parte da atividade & perdida por  des-
naturagfo, sendo necessdria uma centrifugegdo antes de realizar a
cromatogratia. Alem disso, o0 Maz §0; usado na extragd#o come antio-
sidante., @ eliminado através da membrana de didlise dunto com ©
sulfate de amfnio, podendo causar oxidag®o oo material e perda  de
atividade. 0 G8H ¢ usado no tampio de didlive e também no tampdo
am gue a enzima foi dissolvida para contornar este problema, muito
embora tenhamos observado gue reagentes sulfidrilicos como  HER e
DTHE n&o afetam significativemente & atividade enzimdaiica (ver
adiante).

o ;

Com relac®o & estabilidade da FFase inorgf&nica durante a

purificagio. verificamos gue o material eluldo da celuna de  DEAE
sephadex & estdvel por cerca de & MESES  por armazenamento &

Qe (.

Propriedades cinéticas:

Entre as concentragfies de enzima, & gscolha de 66 pg por
ensaio (Fig.d). gue corresponde a uma diluig&o de 1:30 da  enzima
armazenada, mostrou-se adeguada, devido & redugfo da viscosidade e
promocio de um bom Indice de atividade enzimdtica (meds de 800 de
hidrdlise do pirofosfato. gue @ a porcentagem  oblida  por oulros

pesguisadoresn) .

Entre os tempos de incoubaco estudados (Fig.%), & escolba
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de 13 minutos para os ensalos posteriores foi escolhida para efei-
to de comparac®o com outros trabalhos da literatuwra.

0 pH Stime para pirofosfatase inorgdnics do germen de mi-
Tho estd em torno de 8,0 - 8.5, em presenca de SmM de acetalto de
magnésio. VeriTicou-se também uma diferencs significativa na ati-
vidade enzimdtics dependendo da espédcie quimica do tamp&o. sendo o
Tris-HEl, o melhor tampfo para a faixa estuwdada (Fig.é).

Existem duas formas de FPase, uma dcida & oultra alcalina.
A Flase dcida & dependente de Zn® ,podendo aparecer bduntoe com &
alealina e ¢ inibida por Mg? JPara se verificar s havia  alguma
FRrase dcida contaminando a FRase alcalina do geirmeEn de milho, wti-
lizow-se o tampdo aceltato na fTaixa de pM 4,0 ~ 5,5 ¢ o - Zn®  como
cofator. & enzima ndo apresentou atividade nestas condiglies, o gue
nos levouw a supor gque ndo h& nenhuma FPase dcida dunto com & PPase
inorganica alcalina do germen de milho.

A pirofosfatase inorgdnica tanto do germen de milho (Fig.
&) guanto das folhas de milbo (Simmons & Butler, 19693 Rip & Rau-
ser 1971 ¢ Hennell e col., 1973) possul um pH Gtimo em torne de 8
= @ Também estd nesta faixe o pH Gtime das enzimas das folhas de
cana-de-aglocar (Hucke, 1970) & de orquides (Ho & Khoo, 198%). Far
outra lado, pilrofosfatases inorginicas de batata {(Maganna e  col.,
19548) e de cloroplastos de espinafre (El-Badry e col., 197031 pos-
suem Wwm pH o Adtimo em umk Taixa mals alcalina, 9 — 10,

Fara levedura (Jdanson & col., 1972) e mamiferos (lIrie e
cala, 1970 Morita e Yasul, 1978:; Thuillier. 1978) a atividade da
pirofosfatase norgfnics & mdxima em torno de pM P 5.0

0 valor doa Km aparente obtido pare o FPFL fol de 59 uf



(Fig.8). Este valor difere significativamente dos obtidoes por Sim—
mons @ Butler (19469), por Rip e Rauser (1971) e por Rennett & col.
(19733 para pirofosfatases dinorgénicas de folha de milho., que foi
der 8,86 x 108 1,

A concentragdio dtima de FFI pode ser discutida em Fungdo
da concentragdo de Mg? , devido & formac®o de complexos entre eo-
te fonn & o FFd.

0 Mg livre também age como um  ativador para &« FPase
(Moe e Butler, 1972), enquantc o PP Llivee ¢ um  forte inibidor
campetitivoe (Gould & Winget, 1973).

Fara & pirofosfatase inorgfnics alcalina do germen de mi-
Lho observamos que a relag&®o Mg @ PP de 5:2 foi efetiva na reago
@ que tanto o Mg* , guanto o PP s®o limitantes da velocidade da
reagdo. casa estas relaglies nf&o sejam mantidas (Fig. 10).

A especificidade da FFase inorg&nica alcalina de  germen
de milho em relag®o ao FFL & bastante grande. Apesar dos pirofos-
Tatos orgdinicos testados (ATF e Tiamina-pirofosfato) formarem com—
plexos com Mg? , estes no s8&0 reconhecidos pela enzima  como
substrato (Tab. II).

A nEo utilizagdo de B-glicerofosfato como substrato pela
enzima (Tab. ITI) sugere que a purificagfo de pirofosfatase inorgi-
nica do germen de silho estd disenta de Fosfatase alcalina.

Todas as  FPases  dinorgénicas  citoplasmdticas estudadas
mostiram wna espeocificidade muito alta pelo pirofosfato inorg&nico.

For ouwtro lado, as FPases particuladas., que se  encontram
associadas a membranas podem hidrolisar também o &TF, funcionandoe

coma ATFases para produgio de energia (Kalsson, 1975%).
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Fara a pilrofosfatase inorgé&nica de agermen de milha, o ATF
ndo afeta & atividade enzimatica (Tab. ITI3). J& ouwtras FFRases como
as de E. colil (Josse, 1968a) & do misculo esqueldtico de coelho
Morita e Yasul, 1978), sfo inibidas pelo aTF.

Um alto graw de sspecificidade da FPase inorgfinica de
dermen de milho ¢ observado com relagcdo ao Mg? (Tab. V). Foram
usadas trés concentrages diferentes de cada c&tican, porgue  as
condi¢les dtimas de reagdo podem diferir de acordo com a  concen—
tragdo do cadtion testado. FPases extraldas de Folha de milho (Sim—
mans e Hutler, 1949; Rip e Rauser, 1971 e Hennett e Butler, 1973),
assim como FPases extraldas de outras plantas apresentam alto grau
de especificidade pelo Mg?* , sendo as atividades com  outros ob&-
tions bivalentes iﬁferimr@ﬁ & 10X com relagdo & altividades obtida
conn o Mg2*

Fara a FPase extradda da levedura de padeiro a eficiéncia
catalitica dos metais & Mg? > Zn? = Coe® > M3 (Moe e col.,
1972). Fara algumas bactdrias, o metal ativador pode ser o ZIn?
(Klemme & col., 19712, 0 Co? @ ouw «inda o Pn?® . Em  mamiferos, a
Flrase requer o Mg? (Forita e Yasuli, 1978 e Irie & col., 1970} co-
mo metal ativador sendo o Zn? , Mn? , Hg? e Ca? inibidores da
atividade.

A Flase de germen de milho ¢ Tortemente inibida pelo Ca?
(Fig.?). Simmons e Butler (19469), Rip e Rauser {(1971) e Bennett e
cel. (1973} demonstraram gue a Flase extralidsa das Ffolhas de  oilho
também & Tortements indibida pelo Ca?

Esta inibigio pelo Ca® parece ser gendrica para as  FPa-

wes Anorgdnicas estudadas.
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Aumentando-se a concentragfo de Mg®* |, a inibig®o pelo
Ca* diminui, sugerindo uma inibig®o do tipo competitiva na reaglio
catalizada pela FPase inorgéinice do germen de milbho (Fig.10).

Ca® ¢ wm dnibidor acompetitiveo das FPase mitocondriais

de coragdo do boi e figado de ratoe com respeito  ac  substrato
MgPPi, em pH 8,5, & inibigd o resulta da ligag®o de dois Jfons  Caz
com a enzima livee, & o conplexo [ Ca? ~ F — Ca? 1 com o substra-
o (Baylkov & col., 1987).

Moe e Buatler (1972) também realizaram uma andlise cingti-
ca semelbante dos efeitos do Ca® com a FPlase de  levedura de pa-—
deiro. O Ca? Fforma com o FPLi, um complexo inibitério gue se liga
ao complexo £ - Fg? , atuando como um indbidor competitivo.

Dos cadtions monovalentes teslados, apenas o Li* . es  con-
centragdo de 100 mPl, apresentsa wma inibigfo de cerca de 40% de
atividade da FFase de germen de milho (Fig.il).

Sabe-se que o K estimela a FPase ligada & mesbrana de
cotiledones de beterrabas (Kalsson, 1975). bem como a da bactéria

folossintética Rhodospirilliun rubrum {(Ralischeffsky e col.. 1968).

Walker e Ledigh (1981) mostraram que a ordem de efetivida=—
de dos cations monovalentes testados para estimular as PPases das
raizes de beterraba Told K* = Rbh* = NH:I} Ca* . O RKb* também estimu—
la a FFase ligada & membirana de cotilédones de beterraba (RKalsson,
1975 .

Fisher e Hodges (196%9) verificam gue o Ma® estisulava &
FRase de ralzes de avela. 0 NMa* também estimula em  senor extensio
que o K* & FFase ligada & membrana de cotilédones de beterraba

(kalsson, 1975).
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For outro lado, Hadarag em 1970 (Karlsson,197%) mostrou
que o Li* e o Ma* inibiam a pirofosfatase de eritrdcitos e de cé~
rebro, enguanto o K nfo apresentava nenhbum efeito.

balker e Leigh (1981) observaram também que 50 sl de Li*
inibia cerca de 44% da atividade da FFase inorgéinica de raizes de
belerraba. Nesla mesma concentrago, Li* inibe apenas 20% da ati-
vidade da enzima de germen de silho (Fig.li). Levande em conta es—
te fato e considerando gue dos cdations monovalentes testados, &
inibig&o mais significativea & causada pelo Li* (Fig.ll), o8 noseos
resultados sugerem gue tais cdtions devem ter pouca infludncia na
alividade da FFase de germen de milho. Entretanto, resullados mais
conclusivos poderian ser obtidos atravéds do estudo de outros  ci—
tions monovalentes: e para um mesmo cdtion seria interessante  es-—
tudar os efeitos de vdrios anions.

0s cdtions polivalentes, como poliaminas, apresentam os
mais variados efeitos em reagles enzimidticas dependentes de Mg?r
podendo en alguns casos, substitulr sete cdtion bivelente {(Cohen,
19710 .

A poliaming esperninag n&o pode ser utilizada como cofator
em substituwicdo ao Mg? 3 e quando presente junto com o P2 o Ti&
concentrag&o de 1 mh, ndo interfere com & atividade enyimdtica
{(Fig.12). Como & espersmina, a espermidina também ndo & aceita como
cofatory no entanto com 2 e 8 mbl de espermidina & na  presenga  de
Mg?s , a atividade enzimatice diminuiu (Fig.13).

Atividade significativa em presenca de % ol de espermina

Foi observada con FFase da bactéria Streplococous Tagocalig, MR

na aus@nola de cdtions bivalemntes {(Lahti e col., 1989, A espermi-
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dina , na ausencia de Mg também provoca aumento na  atividade

enzimdtica (Lahbti e col., 1989). Emn concentragiies acima de 2 mM, e
na presencga doe 0,50 oM de Mge. » & atividade diminuiu,

0 pequeno efeito inibitdric de reagentes sulfidrilicos na
atividade da pirofosfatase inorginica do germen de milho  (Tab.V)
pode sugeric o ndo envolvimento direto de grupos S8H na catdlise
ernrimdtica.

Vdrias outras FPPases tem se mostrado insensiveis & agXo
de inibidores de grupamentos BH. Entre elas podemos mencionar as

enzimas de EBE. celi {(Josse, 1964), de S. faecalis (Lahti e Hiemi,

1981), de folha de milho (Simmons e Buller, 196%), de folhas de
cana—de—actcar (Bucke, 1970} e de folhas de orguidesa (Ho &  Khoo,
1985 .

For outro lado, algumas FPases inorganicas como as de le—
vedura (Bailey e Webb, 1944), as de miscule esgueldético de coelho

(Morita e Yasuil, 1978) e as de folha de dparantus blitun (Makher-

djee e Fal, 1983) s&o inibidas em presencgs de reagentes sulfidrili-
COS.

G DTT reverte parcialmente a pequensa inibig®o da ativida-~
de da pirofosfatase inorgé@nica do germen de milho, em presenga  de
NEFM (FTab. ¥}).

A ndo reversibilidade total pelo DTT pode ser  devido  ap
falo de que este pripric composto diminuiu @ atividade da FPase do
germen de milho de cerca de 30% (Fig. 14) dos guais 10% &  causada
pela interferéncia do PTT no método de coloragfo {(resultados n¥o

mostrados).
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Um subgtrato guando ligado & enzima, pode proteg@-la da
inativagdo térmica. Isoladamente, FFI ou Mg? [ n¥o protegem & pi-
rofosfatase de germen de milho de uma inativagioc & 3% £, ocorren-
do uma perda de atividade de 40N id&4 com 10 minutos de  pré-incuba-
cdo (Fig.l3). Uma pré-incubagdo de FlRase em presenca de FFL & de
Mg? ndo e posslvel devido desencadeamento da reaclo catalitica.

Smirnova e col. (1989) fizeram estudos cindticos de pré-
incubac&o com o Mg? dea PPase sitocondrial e citosdlica de  figado
de ralo & observaram gque apds a pré-~incubac®o de PPase citosélica
com 0,2 sl de Mg?* a velocidade de hidrglise do FPPL aumenta.  Jd&
com a FrFase mitocondrial, & velocidade de hidrdélise do FPL ndo de—
pende da concentragfo de Mg? durante & pré-incubac®o dndicando
que ne case o equilibrioc enzima metal ¢ wn processo rapido.

Este lipo de enfogue ¢ bastante utilizado quando a reagdo
enrimdtica occorre na presenga de mais de dois substratos, como & o
caso das amincacil-tRMA sintetases que possuenm como  subsirato o
L-amincacido, ATF e tRHNA ¢ como cofator o Flg2r Resul tados de
tais experimentos podem dar informacbes Gilels sobre etapas da  pu—
rificacdo da enzimea envolvida, de gual regifo da molécula do subs-
trato & importante na interacdo com & enzima. Assim, L-valina e
seus andlogos protegem a valil-tRMA sintetase de E. coli da inati-
vag®o térmica {(Chuamng & Rell, 1972). Também & estabilidade térmica
da Treonil-tRMA sintetlase de flgado de rato & maior em presenca de
L-treonil & ATF, do que na presenca desses subsitratos separadamen-—

te (Aoyama, 1974).

Dois valores distintos de energia de ativagHo foram obti-

i

dos para a FFase inorganics de gersen de milho, & partir da egquea-



c& o de Arrhenius, wltilizando-se os dados da Fig. 1é.
ITsto pode indicar a existéncia de uma temperatura de
transicfo, sendo algumas explicagifes dadas a seguir (Dixon e Webhb,

1979y

&) Fadanca de fase no solvente

by Duas reaclies paralelas, com diferentes coeficientes de
temperatura

c) Um processo tolal envelvendoe duas reaglies sucessivas,
com diferentes coeficientes de temperatura

) Existé@ncia de duas formas enzimdticas de diferentes
atividades

&) Inativac®o reversivel da enzima

Felos padriffes das cuarvas (Dixon & Webb, 1979), os itens d
e @ seriam os mais adeguados para explicar os nossos  resultados.
J& obtivemos por varias vézes evidé@ncias cromatogradficas da  exis—
téncia de duas formas enzimdticas em equilibrio (Fig.l). Por outro
lado, quando da obtengdo de apenss um pico  por  coromatografia  em
DEAE-celulose, nfo podemcs descartar uma inativacgdo reversivel da
enzima, onde a enzima esteria em equilibrio com uma Torma inativa.

Mo existem muitas referéncias sobre a determinaciio de
egnergia doe ativagio de reaglies catalizadas por FPases inorgé@&nicas
de vegetais. Diferindo de npossos  resultados, Guiroga e col.
(1981}, trabalhando com uma FFRase ligada & parede celular da ¢a-—
na-ge-agicar, obltiveram um Gnico valor de energia de  ativacHo,

B500 cals/mol. Este valor de energia de ativagdo, duas a trés vEzes



menar gue os descriltos em nosso sistema, SUgere que para a  enzima
de cana~de-agiicar, a energia necessdria para atingir o estado de
transicdo na hidrdlise do pirofosfalo inorg®nico ¢ menor.

Mos nossos estudos, & necessdrio também se levar em  con—
sideragdo que os valores de energia de ativac®o foram detersminados
& partir da equagio de Arrhenius, wtilizando-se temperaturas ke
diferiam entre si de 10° . Frovavelmente, resultados mais conclue
sivos sobire a energia de ativagdo pmdefiam ser  obrtidos wtilizan-—
do-se a grafico de Arrhenius, log. vel x 17T, para o gual seriam
necessdrias vdrias temperaturas diferentes. Meste caso, uma reta
bifdsica no grafico de Arrheniusg indicaria a temperatura de tran—
sigfo, e dois valores para & energia de ativac®o poderiam ser  ohbe
tidos.

Fazendo uma andlise critica da tese, podemos dizer que
mesne quando se parie de uma fonte para purificagdo da enzima, di-
ferentes resultados podem ser obtidos, dependendo de fatores como
material de partida & o método utilizade na extragfo. Assim. Ro
caso do milho, wn ou mais picos com atividade enzimdtica podem ser
eluidas de colunas cromatogr&ficas, bem como, podem ocorrer copu-
rificagio de FPRases inorgi®nicas com atividades tanto em meic  &oi-
do, guanto em meio alcalino, dependendo do cdtion bivalente utili-
zado, sla.

A purificagdo parcial da FPase descrita na presente  lese
foi suficiente para a determinacfo dos par@metros cindéticos e ou-
tras propriedades gque caracterizassem a enzima. Entretanto, para a
determinacdo de outros par@&metros como ponto iscelétrico, peso mo-

tecular, elc, seria necessdria wba enzima mads pura. Para tanto, a
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guantidade de malerial de partida deveria ser aumentada, &  croma-
tografias com outras resinas de resolugles mads eficazes teriam de
ser wlilizadas, sem menclionar a necessidade de  equipamentos ads-—
Grladlos .

Como perapectiveas ou complementagdio do trabalho rvealizas
da, pademos mencionar entre oubros, sstudeos de eletroforesse das
varias etapas de purificacHo; experimentos mals detalbados com re-
lagdo aog efeitos de lons monovalentes & poliaminas; estudos  de
inibidaores; estudos cindticos enm sistenas ndEo aquosos.

Finalizando, ¢ necessdrio salientar gue as dificuldades
encontradas na purificac®o de enzimas & partir de vegetails so bem
malores guando se comparda, por exemplo, com sistemas de  mamiferos

o bactérias.



S. EONCLUSDES

1. A Flrase inorg&nica Tol purificada parcialmente de germen de mi-
lTho, eluwindo na maioria das Vv#zes, como um tnico pico da coluna de

PEAE—~celulose,

2o A enzima elulda de DEAE-sephadex ¢ estdvel pelo menos £ meses,

em presenga de sulfato de amGnio @5, & -18° (.

3. As condigles dlimas obtidas para & reagdo catalizada pela piro-

fosfatase inorgfnica foram: concentrag®o de enzima menor que 150

pgsensaioy tempo de incubag®o menor que 20 min.: pH otimo em torno
de 8,33 temperatura dtima em torno de 4%° O concentrag®o de piro—

-y

fosfato inorgfnico de 2 mM; concentrag®o de Mg? de 5 mb.

4. Km para o pirofosfato inorg@nico = 59 up.

Yo oA enzina @ altamente especifica para o pirofosfato inorgéinico e

Mg



b La® compelte conm o Mg pelo sitio ativo da enzima.

Je bEntre os cdlions monovalentes, apenas o Li* oostra wuma  certa

inibigia.

e As poliamings esperming & espermidina n&o substituen o Mg ns

reagdo catalisade pels pirofosfatase inorganica.

Pe A enzima ndo ¢ afetada por reagentes sulfideilicos come HEM e

DTME.

10 Separadamente, plrofosfato inorginice e FMg? nfc protegem  a

enzima da inativagdo & HBfHe O,

11, Foram obtidos dois valores distintos de energia de ativacdo

para a reagdo catalisadsa pels pirofosfatase inorgénica.
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