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Homooenelzado

|

E centrifugacao a 700x g/l0min. /0

!
; -y
nrecipitado 1 S

L0000y o/ 10 min, /00

| s

precipitado B2

suspenso opm B
. . R
9000x /10 min. 07 O

{ !
precipitado 3 SN 3

guspenso emn 5B
E o . o Td ey
9000x /10 min./0%C

! ) ;

precipitado 4 Snd

2.2.4, Preparacao de particulas submitocondriais

As mitocdndrias purificadas seqgunds método

deserito anteriormente foram suspensas em solucdo de saca

LS

£
5

roge O,15M -~ EDTA 2mM = ATP 2mM, pH 7,4 com Tris (SEA
rompidas em partfculas submitccondriais por sonicacao du-
rante J minutos, em etapas de 1 minutce com intervalos de
30 segundos entre cada etapa, mantendo-se a temperatura O
o s s L
- 47 C, A suspensgac obtida era submetida a uma centrifuga

qﬁo de 15000x /10 minwfﬁmﬂp e 0 precipitade & obtido,nue

i

continha mitocdndrias nac rompidas, restos do membrans

ete,, foi descartado. O SNS fol entao submetido a uma ul-

A

- -



) - . . . e £ . ) _ L
tracentrifugacac a 105000x g/00 nin./07°C. O precipitado
obtido continha as partfculas submitocondrigis que foran
coletadas & suspensas em SEA, e mantlidas enbre B - 47 C

o

ynando usadas imediatamente ou a «-157 O cuando estocadas

até 30 dias {ver esguecna abaixol.

2,2,5, Obtencao e purificacac da §¥
0 método de obtencio o purificacao de .
S
utilizado neste trabalho [ol baseado no descrito por Toe-

¥

na de Gomez-Puvou and Ghmez-Puvou (1977). O procinitado 6
de particulas submitocondriais suspenso em 2EA fol subne-
25% ¢

tido a uma SQHiC&Q%Qﬁ E temperatura de 18 a o, duran-

ter 30 miputos, em etapas de 10 minutos com intervalo de L
minuto entre cada etapa. A fracdo insolivel (precipitado

.

rentrifugacido a 105000x o

7} foi descartada apds uma ultr:

0 T, .. ) e )
C. O 8BNT fol considerado ocomo solurao im

60 min. /15 a 20
pura de ¥, e determinava~se atividade panpecifica ATPAsica
dessa solucdo. Em seguida iniciava-se un orocesso de nuri
ficacao atraves da cromatografia de afinidade em coluna

de 10 om x 1 cm, de AH-sepharose-4R, nreviamente eouilill

da com SPA, aplicando-se 3 a 5 ml de nolucdo de ¥y conten
do aproxinadanmente 100 - 400 mag de proteinas e 400 o o
mil unidades absolutas de atividade ATPésica. Ands o total
introdugdo da solugdo de yona coluna, iniciava-se oma o=
luicdo com 40 nl de SEA cue elimina a malor parte das e
telnas conteminantes. A y foi elufda da coluna de croma-
tografia com SEARCL 1M, coletando-se os eluatos de 30 om
3 ml. Para cada fracdo da cromatoarafia obtida, determing

o a n, o o L . " gy P - T - £ A 2 k!
va-se g atlividade espeocifica da ATPase {(ver aesguema abaiuvol



BSOUREMA DA PURIFPICACAO DA F

[—

MitooOndrias

Gﬁﬂtrifnqagﬁw &

f E

pracipitado b G

H

i

i
pracipitado o

centrifugacan o 1

centyifug

5000y

HEpATTon DEoB. PARACNEMIS

sonicacio noy 3 min./07C e

e - ) N
TEOOOw o100 wmin, /0

ke A0
min, SO0

e
i
i

R
A

#
FEN =

sonicacan 30 min,/15-20" O o

=y 7

L4

) d N e I
60 min./1l5=-207 O

i :

pragipitado 7 s

coluna Oo Adlesenharone-4803

A solucdo de F}

purificada, elulda da colu

mente, ou entao precipiltava-se a onzima om solug

fato de amdnio 2M pH 7,4 com Tris, & asrmazenada @

?1 de outras origens utilizadas

foram obtidas pelo método andlono ao descrito para a de

paracnemis,

.

2.2.6. Deterninacan da atividade ATPasica

o i

A atividade aATPagica fol ensatada nela in-

cubacfio de uma aliquota da solucdo a ser determinada, com



ATP 5,5mM, MgCl., 4,0mM o Tris-{cl 0,1IM ol 8,5 {concentra-

2

cOes finaig) em um volume final de 1,0 =l, durente 10 mi-
&

o - e o
nutos, a 377 ¢. A reagdo enzinatica e cosm T

e concentracdo final 5%, apdbs o ocue fol realizada ma
aentrifuqaqﬁw a 13000x /%2 min., sendo o precipitads dese

cartado e uvma alicuota do sobronadante fol usada sara de-

terminar a quantidade de Pi liberado na reacaoc, Ouando se

variavam as concentracoes do ATT e/ou MaCl.,, as concontra

cOes finals
to,

Uma wnidade absoluta de velooidade da ron-
cac enzimdtica (U.A.) @ anul expressza come o punero ches
ameles de PL liberado durante 1 minuto de reacac a 37 0,

Dma unidade de atividads ﬂﬂﬁﬁﬁffiﬁm A

& acgul expressa como o niimero de U,A, por mo de nroteine

da solucao estudada.

p

2.2.7, Microsconia eletronica

O material observado e fotoorafado an mi~
croscOpio eletrdnico fol premparado mela Prof. Dra. . 7o
Heide Dolder. A fixacio do material 9oi en alutaraldeian

oo acetato e

e totrdixido de dsmio, e os cortes aors

uranila e citrato de chunho, O micoroscdeio oleatront on obi

-

lizado fol Zeiss Modelo 9-5,



3. RESULTADOS

3.1, Purificacao da ¥

1 hepitica dos anfibios estudadon

Ag Fl hephtica de B, oaracnenis, bem

ag de Rana montesumas, Ambistoma tigrinum velasci & ambis-

toma mexicanum foram purificadas atravéas de uma cromabogra

fia de afinidade em coluna de All-sepharose-418., 08 pertis
cromatograficos obtidos mostram cue os resultados sio hase
tante reorodutiveis (Pigura 1).

Em todos os procaesscs cromatogratioos Ll
nds realizados,; nas presentes condicdes, obtivemos a maior

. . . .
Joeturda da ool

atividade especifica da enzima na frag
na apds infeic da eluicac com SEA-KCL 1M, As fracdes 2 o 4
sempre apresentaram menores atividades Qﬁﬁﬁwifiﬁaﬂﬁ s V@

hepaticas de Rana montesumac e Bufo paracnomis, bt dos

por esse método apresentaram um grauy de purificacBao de 14

a 15 veges e una recuperacdo possivel da enzima de 70 a 80%

guando se reuniam as fractes 2, 3 e 4 da cromatografia |

hela 1 o 21,

de mitocOndrias

Micrografias eletrdnicas

phticas de B. paracnemis preparadas como desorito em Matee

riais e Métodos (Flgura 2) mostram ogue essas organclas oo-

lulares apresentam aspectos semelhantes aocs descritos paras

a5 de outras origens {(Bustamante ey al,, 1977%., Ohae

coes ao nivel de microscopia eletrdonica das narticulas

10 minutos

mitocondrials de figado de B. paracnemis, anbs

de sonicacdo, wmostram uma parcial solubilizacio da ¥, (Pi-

wba
gura 3} e apds 30 minutos dJde smmimmqﬁw# uma cquase total an

Lubilizacao da Fy {(Figura 4.
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FIGURA 1. Perfil da eromatografia de afinidade em coluna da
Al=gepharose~4n, da 1 hepatica de anfibios, obtidas
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3.2, Bfeito ﬁﬁ‘ﬁﬁ,mmbre & atividade MTPasics mitocondrial

ﬁx%eanum o Fe naracnemis,

AT R

O ol Otimo da atvtividoade ATPAsica da T, hee

patica de A, mexicanpum (Fig., H-A)l o o de B, paracnenis

{(FPig. b-B) fol sempre aclwma de 7,0, o

vidade enzimidtica se mantém constante
co efeito da variecdo do pll sobre a atividade enzimitica

8 observado para a atividade ATPAsica de mitocdndrias iso

ladas intactas de figade de B. paracnen {(FPig. 5-00.,

Moratie

analogo

. VRIS
come as de oubtras origens, mostrou sar haslante  Sonsivel

m . e X e e )
i temperaturas proximas a 07 C. A atividade enzimidtica de

cresce consideravelmente cuvando a enzima pormanece & i
- - ey m al [EPRA P P Tm g PO . ! T - - -
peratura de 47 €, em vomparagan com o atividade da mesna

; ‘ . _ . ‘ .
enzima, cuando permanasce a 307 O, embora pudessemnss coser

var também um decréscino de ativida

de A. tiogrinum velasci e B, paracnemis, mas nao para o de

B, montesumas {(FPlgura &) . As ey das trés esnécies egtudas

1
d

das, apresentam uma perda de atividade o

o coroca do 70 )

- ) - . NI . e e
50% apOs uma hora de permanencia a 4 O, Ag 7 utilizadas

B

nestes experimentos, foram purificadas pelo método 18 des

ah wo o g oy . . o
apas a elulcao com SEA-KCL IM, precipitou-se em sulfato

de ambnio 2M {concentracic finall! ol 7.4 3 tempervaturs do
iy H ¥

3

0 - 47 O, No momento do en:

fo, o procipiitado coletado por

centrifugacdo erva apropriadamente tuido com 8F (portan-

to sem ATP) .

UNICAMP
BIRLIOTECA CEMTRAL



PToGURE 2, Mitocdndrias

info naracnemis

hepiticas

por centrifugacdo diferenciada. Sac slve me
hranas interna (seta 1} mi -
tocondriale (seta 3) e . A
fixacio foi em glutaraldeido O

O cortes foram corados m ouranila o chumbo. w 43,000
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wea 3, Particulas submitocondria

s

racnemis apds 10 minutos de sonicagao, ¢

ntando ain

da complexo ATPasico (seta)l associade plitw ado no

asguema abalxo.
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PIGURA 4., Particulas submitocondriais heniticas de Bufo

paracnemis apds 30 minutos de sonicacio, apresentan

do rarissimo complekxo ATPAsico ainda associs A
particula submitocondrial (seta) como mostrado no
saouens ahalze, ﬁmiwr&qﬁw negativa em acido fosfo-

tungstico 2%, = 107,000
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T Complexo ATPasico
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. “e-— Particula submitocondrial
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PIGURA 5. FBfeito do pl sobre atividade

narticula Py de A, mox

naracnemis (Bl: e de ni
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Factan do figade de D, naracnemis (), Cada non-
Lo omenon 3o

to renresenta o valor médio de
neriéncias. Detalhas em Patori
., = umoles de Pl liherado/m
os pH entre 6,0 a 7,0 o tamna
7ol 0,1M e nara os demals fol
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3,4, Bfeito das concentracoes de AT o WMo A
vidade ATPasica nitocondrial de e

racuemnds
L LR e

R

Estudamos a variacas da velocidade

cao enzimatica catalizada pela Fq henatica de B,

mis, purificada conforme desarito om

an diferentes con@igﬁaﬁ de relacio entre as conoontr

2+
. b - .
de ATP e de Mg . Observamos ous mantendo-se constbanto

. 24 : C s ;
concentracoa de Mg o vartando-ze s do ATP, havis um au-

mento da atividade especifica da ¥, de D, paracnemis
. Lo Lol
s 24 _ e .
a concentracac de Mo bmM, concentracoen sSunpariores o ng

ta causavan menores valores de ativicads o

.o .
nacificas da on

zima, e gque o nator valor de ALE, encontrado para o oonei-

ma, na presenca da concentracac

]

ol oom a a&n@@ntraﬁﬁm der ATP T M, acima da oemaal navia

b

" 2%
uma iniblcao; para Mg T, o

S
trado foi com a concontracac de AT 4 miy omara P

2mM, a concentracao de AP foi Bl para Mg 3mt, o onne
g : By 81 3 P o # ‘E + . N . . T
centracac de ATP fol omM; para Mg dmmM, & CONCONLYAnAn

EL S
de ATP fol 7 -~ BmM; nara Mg BrmM, 4 oon

e g 2+
foi BmM; para Mg 1omM, a conaer

2+ , : . o
ra Mo 20mM, ATP= 10mM (Figura 7.

Tando se pantinha constanbe &

e

e

de ATP e variava-se a concentracac de Mo,

P henatdon de B

- s . i T -
mento da atividade espocifica da

nemis até a concentracac de ATD Gnd, concentragooes  aupas

viepren a4 asta CAUgAVAN menoras Valores cles at i i

~Ifica da enzima., O major valor de ALl encontrado Dara



D

o

i

?
/

>

<

in
<

&3

100

& M

o
:
|
i
£
f
H
H
=

Porcentagem de atividade ATPasica

]
o
®
@

[ T 30°C
5O O\Qk\ uuuuu e
Nl |
“”““"ﬁ)wmeMWWMMWMMWMMMI 4 6
{} & i MM; mmmmm e i

O 1t{;} 2.0 :’Eiﬁ;& 4.5 5&?
Tempo (horas)

FIGURA £, Sensibilidade de 1 hepdticas de anfibios a 4%
e oa J300C, ATV = A, tigrinum velascl: Rm o= B, monbtesumas:
Bp = B, paracnemis. A atividade enzimbtica considerad:
100% corresponde acuela encontrada no tempo zero de paer
man8neia em uma dada temperatura. Detalhes em Material
e Métodos.




sata onzima na opresenca da concentraca

0,5mM e 1,0mM fol com a concentracac

a 2.0mM respectivamento; pava ATP

A0, fol com a concentracdo de Mo entye J,0 a3, 0w

ra concentracoes de ATP louais o 3,0 o 4,0mM, as concens

- . 24 "
tracoes do Mg variaram entre 4,0

w4

coes de ATP dquails ou supaeriores o Smd, & concentracan e

2o . , s
M foi #,0mM (Figura 8§} .

Bgtudanos a variacao da abivids

patica de B, paracnenis na

cio enzimitica. MNesse sentide determinamos cuae af propoT-

cOes ATP/Ma iguais a 1 oe 2 causam o5 naiores valoros el

CyE o s e

atividade especifica da [y em comparacas con

dos ouando as proporcoes NP/ eran

F

feriores a 1 {FPigura 9 e 10},

Com os dados e sntaiy obtidos, detors

AT

minamos os valores de Fm oanayente o Ymax tanto pars

2 ”'b" . 4 e N . ~
como para Mg day Fi haepatica de B, paracgnemis, na nre

ca de varifveis proporgtes de concent yen de ATP o Mg

(Figura 11 e Tabela 33
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PIGURA 9., Bfeito da concentracdo de Mo’ e ATP rroe
sentes na reacdo enzimdtica em varifvels npronor-
@ﬁﬁ% aATP /Mg, como indicado nara ¢ caso, sobre
a atividade especifica de 71 heniiticn de T, vae
racnenis., As concentracbes tanto de ATP como | de
MgeF gstio expressas em wh. LA, = pmoles de Pi
liberado/1l minuto/370C, Detalhes em Materiails ©
Metodos,
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FIGURA 10, pfeito das concentracdes de Malt BTP pre-

sentes na reagao enzimdtica em variiveis
56 . a0 eny ” 218
ATP My, como indicadeo em cada casa, sobro

de especlfica de P hepitica de

concentracoes tanto de AYP como de Mgit ontao

pressas

am md, U.A., = unolies

e

I

P

nroporcdes
a ativida
varacnemis, As

84
[ SN

Liberado/ 1 minu

to/370C, Detalhes em Matariaiec o Matados,



(x 10%)
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TPIGURA 11 . Grafico da duple recinroca da variacho

H b ¥ ¥ L) q 1
_.,i. o :m: LA o
Mg ] o [ Mg } [ @

@ ] k) 4 ) i / 4

o H 2 g 1 2 6 1 P

ATP (mi)™

A.E. da Fq hepatica de B. paracnenmis em funcao da
variacdo da concentracio de ATD o de Malt; nas
proporgoes ATP /Mg indlcadas nara cada caso. As re

tag foram obtidas pelo método dos minimos auadra=

Dotalhesy

dos a partir dos nontos experimentals,
e PL dlibaw

em Materials e Métodos, U.A, = unoles
rado/minute,/270 ¢

s

3
kil



TABELA 5. Variacdo do Knm e Vmax para ATP da ativida

de ATPasica de Tl hepitica de 0. naracnemis na pre-

senca de varidveis concentracons de ATD @ M2, nas

proporetas ATP/Mg indicadas nara cada caso.

are/mMgt (1) Kmy o (2) Vnaxpgp (3)

0,25 1,51 36,4
0.32 .25 EN Y
.50 .41 4G, 3
1.00 1,59 44,4
2.00 1.49 41.7

3,00 1.23 37,0

(1) As concentragdes de ATP e Mg?' estio expressas
em mM.

Km & expresso como concentracio mM de ATP,

Vmax & expresso noy pmol de Pl liberado/minuto/
mg de proteina, ‘

o,

ad B3
T ot

33



4, DIscussko

A utilizacao de cromatografia de AH-sepha-
roge~4B como colupa de afinidade para purificar ATPase mie-
tocondrial, baseando~se no fato de gue cations lipofilicos
inibidores de atividade ATPasica, podiam se ligar covalen-
temente 3 coluna de sepharose, permitindo a adsorcao das
particulas Fye A facilidade de nreparacac e o pouco tempo
para obtencio das particulas Fy estao entre as principais
vantagens da metodologia empreqgada. Obtilvemos um grau e
purificacao de 14-15 vezes para particulas ry de figado de

Bufc paracnemis, enguanto cque a utilizagao de MEABE-sepha-

dex (Lambeth and Lardy, 1971) para purificacac de particu-
la Fy hepatica de rato, permitiu uma purificacio de 3 a 4
vezes apenas. Para purificagic de Fy de coracao de hoi,
Tuena et al (L977) wtilizando a mesnma resina Al-sopharogsos
4B gonseguiu um grau de purificacac de ¢4 veunes, apds cluir
a enzima com SEA-KCL IM. Com relacao & utilizacao da colu-
na, a unica diferenca entre o procedimento por nds  levado
a efeito e 0 realizado por Tuena et al (1977}, fol cuanto

a velocidade de elulcao de proteinas da coluna, gue

FX de coracho de boi foi 0,5 ml/minuto encuanto gque nara

Fy hepdtica de Bufo paracnemis fol de 0,3 ml/minuto,
Alguns métodos utilizando precipitacio da

Fi de coracao de bod em sulfato de protamina (Horstman and

Racker, 1970: Penefsky, 1967) além de serem hastante com-

plicados sdo dificilmente reprodutiveis, chegando a causar



Lak
[

uma perda de 90% na atividade da partlicula Fl {(Senior and
Brooks, 1970}).

0 efeito do pH do melo de incubagao sobre

a stividade enzimdtica da particula ¥, hepatica de

de Bufo parvacnemis e Ambistoma mexicanum mogtrou gue & a-

tividade enzimidtica & méxinma nos pl entre 7,6 & 9,53, Este
efeitc & anfilogo ao observado para y der outres orlgens.,

Pullman et al, {1960} com experimentos variando o pH  de
5,0 a 10,0 observaram que o valor de pH que proporciona

uma malor atividade para Fi de coracao de boi, se situava
entre 8,5 & 9,3, usando-se tammao Tris-acetato. Kobavashi
and Anraku {1972} estudande o efeito do pH scohre a ativi-

'+

dade da ATPase de membrana de Bscherichia ooli, encontrou

um pH Otimo iqual a 9,5, usando tampao glicina-NaOl, Fo-
nvo et al. {1968} encontraram o pi 9,5 como pi Otino para
a atividade ATPAsica de Py de coracao de rato.

£ pogsivel que pequonas diferengas nas de

terminactes de pil Stimos obtidos nor diferentes autores,

:

sefa consequéncia do tipo de Gnion utilizado no tampdo. s

gqundo Lambeth and Lardy (L1971} oaue afirman ser 8,0 & nB
Stimo para a atividade ATPasica de Fae O Lampao oue nossd
bilitow maior atividade especifica foil o tampdo bicarbona
to, enquanto maleato , cloreto ¢ gulfato, nesta ordem per
mitirvam atividades enzimdticas cada vez mennres, Uma  ou-
tra possibilidade & gue a estrutura da enzima seda altera
da reversivelmente em determinados valores de ol, facili-

tando deste modo a hidrdlise de ATP; isto daria margem a

pequenas diferencas de pH Otimo quando se trata de nartie



culas Fy de origens diversas. Assim Kobavashi and Anraku

(1972) trabalhando com partfcula ¥, de F. coli, encontrou

ividade enzimatica o=

um pH Otimo em 9,5, sendo  oue a at

ra bem menor vara valores de pll inferiores ou superiores

a 9,5, Fonve et al. {1966 pars F¥ de coracac de rato, ve

rificaram um aumento de 65% na atividade enzimbti ca, ouvan
y ULl

da se aumentava o pH de 7,6 a 9,5, utilizando tampao Tris-

¥

"ol

Os nossos dados para T hepatica de Ambig-

eoma mevicanum e Bufo varacnemis, neostrando uma atividade

enzimitica mais ou menos constante a partir de pil 7.6 até

pH 9,5, usando tampao Tris-iCl pode suserir alguma diferen
ca estrutural em relacio & partioula ¥, de coragao de ra
; _ 1 : =

ey e de B, ooli.

A tnativacio de onrean do 509 dn atividade

- i « - a* < oy o
ATPAsica por nds encoptrada nara a nartioula U P
de 3 espdcies da anfibios, cuando osta era incubhada duran-

s [
C3

te 30 minutos 3 temperatura de 47 O, fol difercente da nor-

centagem de inativacao oncontrada nor outros autorss  Nara

particulas ?} de outras oriens. Tenelskv (1067), nor exon-

plo, para FE de coracio de hoi chservou 50% de inativacao

apbs 2 horas de incubagao da enzima a 07 G, Para Iy der £1
gado de rato, Lambeth and Lardvy (1971), verificaran LrE
inativacho de 98% andg 90 ninutos de nermantneia om hompe-

o S " . . R .
ratura de % C. Para Tscherichia coli os resultados Fovram

hem diferentes, conforme observado nor Xobayashi and Anva-
La (1972 ocorria uma nerda de 50% de atividade da Py fuan

, ‘ - . o
do esta era incubada durante 5 horas & temperatura do N



Dravavelnente oosas diferencns de sengibilidade a Balean
- N ) .
romperaturas, ouando se comparan nartioulsas o diForon-

tao relacionadas corn a promria ensing, oue

rode mostrar diferentes arauvs de associacan de suas subuni

dades, uma vez oque de acordo oon Porrest and fidelstein

(1970}, a inativacao da atividade onzimdtica por efcito do

frio, esti associada com a dissociacan da en LA O BUas

gubunidades.
A impmxtﬁnﬁia de cdtions divalentes na ati

vidade ATPasica da particula Py tem sido confirmado PO

f

varios autores,, no entanto o Mg’

e

& o cltion gue mais ese
timula a atividade da enzima, podendo ser substituldo por
- 2o Ak A A A4 2
autros cations como Co” , Zn” , Pe” , Mno , CdT o, Tav g
Il “ . . . g - 5
porém sempre produzindo menores ostimulos sobre a velooida
2. : 2+ — v
de enzimatica, do gue o Mg nas mesmas condigoes oxperi-
mentais. Nossos resultados com relagdo acs experimentos en
. 2 :
gque se variou as concentraceoss de Mg© ', mostraram clara-s
mente o efeito inihidor deste fon scbre a atividade enzind
tica; do mesmo modo quando se variou a concentracac do ATP,
também ficou demonstrado o efeito inibidor deste nucleoti-
deo . Nossos dados com relagdo a influéncia das concentra

o " 24 s o
coes de ATP e Mg sobre a atividade enzimdtica da parti-

eula ¥ estao de acordo com estudos feitos para P, de co-
1 ¥ 1

. "

racho de boi, em que fol constatadso o efeito inibitdrio de
) S , ‘o e oy
ATP ou My livres {Pullman, 19%60; Selwin, 19671,
A inibicao verificada pela presenca de

fegi

e h , , 3 :
Mg ou ATE livres no meio de incubagac da enzima, suge-



re que para particula Fy hepatica de anfibios, o complexo
ATP-Mg seja o verdadeirc substrato, coniorme felwin
{(1967) observou para ?1 de coracao de boi, o Vianna {(1975])
para ATPase de vesIcula do reticulo sarcoplasmitico,
- , 24 .

As concentragoes de ATP e Mg utilizadas
por vArios autores para estudos desta enzima sao bastante
variadas. Para Fl hepatica de Bufo maracnenis verificanos

cue as concentragtes cque mals favorecem a atividade desta

i 2 & -
ensima san Mg fmM e ATP GnM,

A proporcacs ATT/Ma oue melhor favorocceu  a

atividade enzimitica da Py hepatica de B. paracnenis, 7ol

entre 1 e 2. ¥Este resultado estd de acordo com Pullman et
al. {1960} cue encontrou uma oronorcac ATD/ Mg = 1,5 para

. de coracao de boi e Selwyn (1207) para a mesma ¥ Gy

1 j!

. EN

contron uma ﬁrmpmfg&w BIP e o= 1,0, Para ATPase de mombra

na de Escherichia coli, foi encontrada a proporgan  Gtina

ATP/Mg = 2,5 (Kobavashi and Anraku, 1072, fo entanto Tuce
na de Gémerz Puvou and Comez-Puvou (1977) determinaran o
Km aparente e Vmax da ry de coracan de hol na nresenca de
wna ya]f()rx(}}ff;zirﬁ de ATP/ M feual a 0,5, Hosaons rosultados
mostramn aue pronorcoes menores do ooue L, ouv seia oxoosso

o

2 S . , .
de Ma en relacao a esteculonetria uma nolécula  de AW

para cada qu*, causavanm un efeito inibitdrio,

Os valores de Km para ATP, obtidos & par-
tir de preparagtes de mitocdndria de figado de rato e de
coracie de boi estdo entre 0,79 e L,Z5m (Pedersen, 1975):

; : : ) ") o Y= N b vy
para B. coli, Hanson and Kennedy (1976} observaram um hm

igual a 0,29 mM e Kobayashi and Anraku {1972y, um Em ifgual



a 0,6 mM, O valor de Km para ATP, no casoc da nparticula WE

hepitica de Bufo paracnenis & de 1,59, cuando se utiliza

w , 2+, ‘
uma proporcac ATP/MgT igual & 1.
Estudos cinfticos para determinacdo dos

valores de Km nas diversas proporgces ATP/Mg mostraram

AP
am valor de Kom bem diferente do normalmente ancontrado

por autores estudando partioulas ?1 de origens diversas.

Uma andlise comparativa mostra Ky oy PEYTE Bufo paracnemnis
%

P PR ‘ &
igual a 1,59 guando se utiliza ATP/Mg

tagual a 1, endguan
to para figado de rato e coragac de hoi, os valores de Km
estio entre 0,79 e 1,25 mM {(Padersen, 1975}, usando pro-

- 2+ \ e .
porgbes ATP/Mg entre 1 & 2, Para parvticula Fl de wembra
na de BE. coli, Kobavashi and Anraku (1272) encontrarvam um

- S
¥ igual a 0,6 mM, para uma proporgao ATPE/Mg fgual a

Marp
5/2. Nossos dados mostram claramente cque a ATPase mitooon:
drial de membrana interna de mitoedndria, apresenta-se

bem diferente das demals ATPases mitocondrials, principal
mente no que se refere a sua afinidade pelo substrato, que
parace ser menor do que as outras particulas ?lw

Conhecido 414 um método de preparacaoc de

r, partindo-se de mitocdndrias hepaticas de anfibios, bem

como algumas caracteristicas dessa enzima em Bufo parac-

2 g 5 s s
nemis estd dentro de nossas metas prossequir nas investi-
gaches aque levam ao conhecimento da verdadeira funcac do

24 -
Mg© o, se realmente eXerce sua agac sobre o processo catas
Iitico diretamente ou se apenas facilita a ligacao do ATP

3 ATPase. Seguir-ge-i a isto, estudos de fosforilaciao éxi

dativa e determinacidc das subunidades da particula F, bem

como o8 pesos moleculares destas subunidades.
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5. RESUMO

A preparacic da perticula Py dos anfibios

drias hepiticas, solubilizacao da particula Py e purifica-
cao através de uma coluna de afinidade (All-sepharose-4i3).
Nesse processo de purificac@o considervando-se a etapa refe
rente & coluna de afinidade, obtivemos uma purificacic de
14-15 vezes e uma recuperacac de 70-80%,

O rompimento das mitocdndrias e CONEequen

te solubilizagdio das particulas Py foram acompanhadas atra

vés de microscopia eletrdnica.

Estudos sobre efeito do pH sobre a atlivi-
dade enzimatica, mostraram gue a atividade da enzima B

mantém mais ou menos constante em valores de pH entre 7,6
@ 9,0,

A acdo inibitdria de baixas temperaturas
foi verifiecada, chegando a enzima a perder de 70 a 80% de
sua atividade quando deixada & temneratura de 4% C durante
1 heéra,

it " "}, ”é" -y o P
A importincia do Mg~ ficou também eviden

ciada para a particula ¥, de mitocdndrias hepiticas dos an
Fibios estudados, gendo ogue a concentracao de MQ”% que mee
lhor favoreceu a atividade enzimitica fol énM, enquanto a
concentragdo de ATP mais favordvel foi 8mM. BExperimentos

em que se analisou a variacgido da atiwvidade especifica da

F, e fumgﬁa de variadas proporgies ATP/Mg, mostraram que

i

a proporcac ATP/Mg gue proporciona malor atividade especl-



&1

P

Fiea estd ontre 1 o 2, encuanto ATP ou Me© o livre no  meio
s E

de incubagBo pausava inibicic da atividade enzimdtica. Os

el 3 o . 2 Vman v
valores de Kmym, © VIax , o

ATP/Meg = 1 foram 1,39 e 44,

sncontrados para Uma proporcac

4 rospectivanente,
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G, SUMMARY

A preparation of the T, particle of various
amphibians, was pogsible beginning with hepatic mitochondria,
solubilizing and purifyving the Fl particle by passing 1t
through on afinity column {AH-sepharose-4R) . Considering the
afinity columm step, we obtained a purification of 14-15 ti-
mes, and a possible vecuperation of 70-80% for a single puri-
fication process.

The rupture of the mitochondria and soluabie

lization of the ¥, particles were observed with the electron

1
microscope.

Comparing the enzimatic activity and the ni,
the enzimatic activity was found to maintain constant for the
interval of pH 7,6 to 9.0,

The inhibiting efect of low tewperature was
investigated, attaining a loss of enzimatic activity of 70
to 80% when kept at a temperature of 49 ¢ for 1 hour.

Pt ;

The presence of Mg  was also shown to he
important for the activity of the Fq paticle of amphibian
hepatic mitochondria, The most favorahle concentration of

2ot , - , . .
Mey was established to be 6mM, while the most favorable cone-
centration of ATP was 8mM,

Experiments analising the specific activiby
of By in relatlon to variocus proportions of ATP/Mg demonge
trated greater specific activity between 1 and 2, while ATP
or free Mg in the incubation medium inibited enzimatlico
activity. The hmATE and mexATp values found for the propops

tion ATPE/Mg = 1, were respectively 1,59 and 44,4,
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