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Figura 5: Determinag3c da atividade ATPasica em fungdo do

tempo

Suspenstes de particulas submitocondriails de
corazdo de boi, contendo 0,29mg proteina, foram
adicionadas a 10ml de meio de reagdo contendo
Tris—-HC1 &5mM pHB,0, FCCP 1uM e ATP 1mM. Apos 3
mirnutos a 3230°C, a reagdo foi iniciada pela

adigdo de MgCl, 1mM. A intervalos de 1 minuto,
S00ul do meio foram retirados para a dosagem
colorimdtrica do Pi produzido. Cada ponto
representa a maédia de gquatro experimentos

realizados em duplicata,
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Figura &: Determinagic da atividade ATPasica em fungdo de

diferentes concentraghes de Mg++

Suspens®es de particulas submitocondriais de
coragdo de hoi, contendo 14,5ug proteinas, foram
adicionadas a 450ul de meio de reagdo contendo
Tris—HC1 &%mM pHB,0, FCCP 1uM, ATP 1mM e EGTA
Bl ,FuM. Apbs 95 minutos a 30°C, a reagi3c foi
jniciada com 5SOul de MgCl,, em concentragdes
finalis de 25, 50, 1040, 200, 400, &E00 e BOOUM.
Apds 5 minutos a mesma temperatura, a reasdo foi
interrompida e o aparecimento de Pi determinado
colorimetricamente. Cada ponto representa a
média de quatro experimentos realizados em
duplicata.
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sfeito do Cs++ nn oatividads &TPasica ds

gubmitocondriais de  oovagio g bhoit Foi avaliado

constants @ concEntrasio de et O valores obtidos  Fforasao

b B de Datt, Wams  manbiveran

BHET §3037 80 % CpLLer LA g s AL

PPN

comportamento hiperbalico (Filaura FhHd. &0 tragavmos o 0 grafico
der Linewsaver-Buvk (Fiaurs FB, pudenoes evidenciar gus as yeias

s cryudzavanr no sixg das ordsaadas, cavacterizandns 8 sxisiEnnia

gl wma Vmde cowmum,  de owvalor galouliade dgual a1, 03umol ATP

s

indn . ma-i proteina.min—i. fl Kms obbtidos fovam de 60,46 2

Bidroald

£ a0k, reapsctivanente, pava aussncils g presencga de DaATHE, {Co

TR dudns podenos caracterizar a exisidnoia de uma inihigio

jayd

competitiva satve o doles chations.

iy concentractes  calvulmdss  dos  citions 8 BEILs

compleros no melo de veagio podew ser vistas na Tabels &2

TabBila &2

SEUS DOMPLERDE

COMCEMTRACTES Cal.CuULabs
Paia O

5, EH

H, DS CATE
Iy o ok

SEEO UTILIZADD

P

Tatal

TTal LIVRE HuhTE TanTE LIVRE

400
400
00
410

BEFS
874
B

O
Ay

2% £
30 4
106G g
200 o i

A0 btk 270 440
PO £83 A T

ailon 1t afvaves  de prograns O computagio,
derandn as  cosstantes de  associackho  parva o0 melo e
smpreando.
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Efeite de Cavds 2 oxidanitss pa atividads aTPasica de

pariiculas submitocondriais

Tratando as pariiculss submibtocondrisie de coracio de

frovd com Datt g oxidanbes, abbivemos az  atividades ATFS
mostradas  na Tabsia 3. Umda valor reorgassnta a2 média  de 4
suparimsntos  realizqdos swm o triplicaba. & andlise sstabtistics
dos dados pslo tsebe de Kruskal-Wallis mosirou sus as difasvsneas
pheervadas ndo 8o signiticativas, ssndn o Dratamenios dguals @
ndEg dependentes. fBusnin sendo, podenos atirmar gue  parbiculas
submitocondrials  dg covagdio  de  bol, submebidas 2 [a+yy g

gxidantes, nio fZm sum atividade aTPasica alisvrads.

SERTICULAS SUBHITOCOMDRIALS
Cadts £ OXIDANTESS

FGTa £, 75
Daes 3,71
e

EOTSE + dimmida 0,75 +ote B 0,75

Lavt o+ diamida 0, m5 + - EH 0,76

# umol ATF hidvolisado mae-i mion-d
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RESLUMD

i Uad powsud um sfeito slbtaments deletario  sobre

mitoodndrias  sm dive sl fungtes patoldgic ) sovolvendo um

i

de albtsragio de pesrvmeabilidade ga  mmwmbransg dnbasran

Taboratorio

titados  pravios i e

oy amtiel s e

indicavam gug sesitnr permeabilizeciEo causada por Datd g oxidanies
& devide & Formagho de ligscBes ovuvadas entre grupasmentos bLiol
g

(R ECy probe inas a mEmbrans, LN O apargcimentc e savegndos

2

provtedioos de albto seso moleculay (EAGTAN, M.oH. PR T R&-TIH-

BiiMa, L. MARTEINE, 1.5, & VEHRDE

. f L F . Membrang Protedn Thiol
Dross-linking Assoniated with the Permeasbilizeation of the Inner
Mitoohondrial Membrans by Uaddr plus Proosidants . J.Biol . Chen .,
26519950564, LRy . 8 osstudo da vewversibilliduas  dustas
attervacfies &  de gwbrems fwporiincia uma ves gsue sste fenbmens
pode tey um standficado velevante ne wviabilidaede mitocandrial e

rrmathe

caiular. g gompromstigento da gnzima He ~A4TP-sintet

BRY L s de dono mitooondrial ocausado pory ssivesse oxddative, na

PYEEBE LG 8 e Oadd, Told tambds dovestioado.

i3 GiTAL hi permeabilizagio da  msmbrana inbterna

wi tovandrial Fod monitorado atvavds da mesdids  do sotsacisnd
slheteion  de wmswbrana (A% 3 Draervamon gus BESTS a0 O77,
adicionados n preparacoes de mitoodndriss Dratadas com Dntd e
gridantes  dmediatamente  apds  ow gusda  de A9, vy DeT R
paroinlments sus intensidads, Erntretanto, as mitocOndriss niEo

conasardran sustenta-lo ao losgs do tampo. o adicHo simulitinsa

der EOTA w 7T rssitaurow a dnbtensidads & 5 capacidads R
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sustentasio Jdo eobsnodal sldbvion. Todavias,. suasdo asdicionados
d o

1R owminutos apds oa quads de Av o, bBpides umn dmpossibilldads e
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5 gl gies

letvofores

gy BT ol investigada POy &
gyl dmoyd lamida-~-50E. . asvsoaados  proteicos Foram  dssfeillos

sunnds presentes DTT ou OTT & EGTA, giams nac auands sdicionados

sletvofordticos fovam obbidos

soimsnts EOTA . 4 mesans psodris
guando o ressentes Foram adicisnandos P sminutos ards a guesds do

poatwncial slébyion.

Poneomoss, entdEo, gus own mgentes owidantes  stuam B
piwel de grupamentos probtedoos de membrans interon, rovnendo an
wmiboobndrias susceptivels g Tiasivamente BEYTHEAVE LS,

completanenis, 11 3 5 gl

sibilitandn wo ODasdr peymeabilizga-i

RINT:
moddn vevevsisvel . {Towm o passay do Lenpo, a4 mitocandrias s

OIS LAR irveversivelnenibe peymerAveis pels assooiagan  de um

e miembvang Pntayne, pagsivelnente

LTy O Ldpo de

Liwvoparoxidagio.

Au particuias submitocondriais de musculo dg  Covacho

g frod P Pisevan o wusn wiividades  ATPasica  alierads guandos

gubmebidas s brabamento com Dadd ofoun oxidantes,

SRS, coneivines gque Dadbdy g owidantss desacoplaw a
transdugio  de  snevaia ne smitocdndria por causay Ry EE HUR

membyans & nag por omuir sobre a HE -aPesintebass.




BUMMARY
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with the Permegabilizsition of the Inney
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when BYVT or otk T were added, bub not when only BEGTH
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were added 18 wminutes af
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it is
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o7 pavitinlly soymenble when pxidants intevact with membrane
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Aiter & period of tdme, the vevervsibility of bthe process Loast
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Lipoperyoxidation,
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when submitochondrial paciis]
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