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Identificacao de ATPases do tipo P em esferoplasto de Salmonella
enteritidis

Ingrid Silva Correia’, Weison Lima da Silva?, Cecilia Veronica Nunez,
Elias Cristiano Candido da Silva*

Resumo

As ATPases do tipo P constituem uma importante familia de enzimas responsaveis pelo
bombeamento de ions através de membranas. A bactéria gram-negativa, Salmonella
enteritidis, é um patdégeno responsavel por infeccées gastrointestinais em humanos, e
diversas doencas em animais. O esferoplasto foi isolado de bactérias crescidas em meio
Mueller Hinton por 48 horas. A atividade ATPasica foi ensaiada na presenca de, Ca*?, Na*, K,
Zn*, Mn*, Co* e Fe*. A presenca de bafilomicina no meio reacional nao apresentou efeito
significativo. A adi¢do de 10 uM de calcio livre ao meio reacional ativou em 50% a hidroélise
de ATP, e na presencga de Ca*?> e Calmodulina foi observado um aumento de 7x na atividade.
Ensaios de atividade ATPasica realizados com concentracdes diferentes de Na* e K*
indicaram que na concentracao de 100 mM de NaCl e 20 mM de KCl ocorreu um aumento da
hidrélise de ATP, e esta atividade foi inibida por ouabaina. A presenca de 25 uM de Zn*?, Mn*?,
Co*? e Fe™ resultou em um aumento na hidrolise de ATP. Os dados obtidos neste estudo
indicam que a bactéria, S. enteritidis, possui um sistema de ATPases do tipo P, das subfamilias,
P1B, P2B e P2C.

Palavras-Chave: bactérias, calmodulina, metais pesados, vanadato, ouabaina.

Identification of P-type ATPases on Salmonella enteritidis spheroplast. The P-type
ATPases constitute an important family of enzymes that are responsible for pumping ion
across the membrane. The gram-negative bacteria, Salmonella enteritidis, is a pathogen
responsible for gastric infection in humans, and many diseases in animals. The spheroplast
was isolated from bacteria growing in Mueller Hinton medium by 48 hours. ATPase activity
was measured in the presence of, Ca*, Na‘, K*, Zn*, Mn*, Co* e Fe*. The presence of
bafilomycin in the reaction medium did not present a significant effect. The addition of free
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calcium, 10 pM, in the reaction medium activated in 50% the ATP hydrolysis, and in the
presence of Ca* and Calmodulin was observed an increasing of 7 times in the activity.
ATPase activity assays performed with different concentrations of Na* e K* indicated that
with 100 mM NaCl and 20 mM KClI concentrations occurred an increase of ATP hydrolysis,
and this activity was inhibited by ouabain. The presence of 25 uM of Zn*, Mn*, Co** and Fe*
resulted in ATP hydrolysis enhancement. The data obtained in this study indicate the
bacteria, S. enteritidis, has a P-type ATPase system, from subfamilies P1B, P2B e P2C.

Keywords: bacteria, calmodulin, heavy metals, vanadate, ouabain.

1. Introducao
As ATPases do tipo P (EC 7.2.2.)
presentes

estao em membranas

celulares, e integram uma grande
familia de enzimas transportadoras de
cations, as quais utilizam a energia
liberada pela hidrélise da molécula de
ATP, para a formagao ou manutencao de
gradientes quimicos, que atuam na
do

excitabilidade

regulacao volume celular,
das células nervosas,
contracao, controle do pH intracelular,
secrecdo acida no estdmago, captagao de
substratos e vias de sinalizacdo
(KUHLBRANDT, 2004; PALMGREN E
NISSEN, 2011; NISSEN, 2016).

Até o presente momento ja foram
descritas cinco subfamilias das ATPases
do tipo P, e cada uma delas ainda esta
dividida em dois ou mais subgrupos, que
diferem com relagdo aos ligantes
transportados e a maneira como sio
regulados (PALMGREN E NISSEN, 2011).
As subfamilias P1, P2 e P3 ATPases ja
estdo bem caracterizadas: P1A faz parte
de
bacteriano, Pi1B é responsavel pelo

de

sistemas de transporte de K-*

efluxo metais pesados

B2

citoplasmaticos. As P2A e P2B sdo as
de  calcio, comumente
Ca-ATPase de

Reticulo Sarcoplasmatico (SERCA) e a

bombas

conhecidas como
Ca-ATPase de membrana plasmatica
(PMCA); P2C compreende a Na*, K*-
ATPase e a H*, K'-ATPase que é
encontrada principalmente no célon,
estdbmago e rins; P2D é uma bomba de
Na* encontrada em fungos e musgos.
Por fim, a P3A, uma bomba de H*, esta
presente na membrana plasmatica de
fungos e plantas (PALMGREN E
NISSEN, 2011; PADILLA-BENAVIDES ET
AL., 2013; DREES ET AL, 2015
RETAMALES-ORTEGA ET AL, 2016).
Todavia, em contraposicdo com a
funcao de transporte de ions metalicos,
as ATPases do tipo P4 catalisam a
translocacao de fosfolipidios (LOPEZ-
MARQUES ET AL., 2014). E as ATPases
do tipo P5A constituem uma subfamilia
caracterizada, estando

ainda nao

presente em todos os organismos
eucaribticos, para os quais o substrato
transportado permanece sem definicao

(SORENSEN ET AL, 2015).
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A denominacgao dada a esta familia
de enzimas _tipo P_, faz referéncia a
reacao de fosforilacao que ocorre dentro
do sitio catalitico entre um residuo de
aspartato (DKTGT) e uma molécula de
ATP, uma caracteristica marcante
dessas enzimas (CHAN ET AL, 2010;
MEADE, 2019; DYLA ET AL., 20193). O
ciclo de transporte é alternado entre
dois estados conformacionais E1 e E2
através de
zimaticos: E1P (regido de alta afinidade)
e E2P (regido de baixa afinidade),
relacionados com a direcdo do ion

intermediarios fosfoen-

transportado. O transporte de ion
perfaz-se através de um mecanismo de
ping-pong, espécies

transferidas sucessivamente

onde as sao
em
direcOes opostas através da membrana
de acordo com o modelo de Post-Albers
(TOYOSHIMA ET AL., 2011; GARCIA ET
AL., 2015 PEDERSEN ET AL., 2019).
Além disso, as ATPases do tipo P sao
inibidas por ortovanadato, um analogo
do fosfato no estado de transicao
(CLAUSEN ET AL. 2016)

especificamente ouabaina e

€ mais
temos
tapsigargina como inibidores da Na*,K*
ATPase e SERCA, respectivamente
(CHAN ET AL, 2010; MEADE, 2019;
DYLA ET AL, 2019a).

Em relacito a topologia das
ATPases do tipo P, é descrito que estas
enzimas possuem um dominio de
ligacdo para ATP (dominio N), um
dominio de fosforilagao (dominio P) e
um dominio atuador (dominio A), sendo
estes correto

importantes para o

funcionamento do ciclo catalitico.
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Existem ainda outros dois dominios que
sdo importantes para a atividade dessas
enzimas: o dominio T (dominio de
transporte),
contra o gradiente de concentragao, e o

que transporta metais

dominio S (dominio de suporte), que
firma a enzima na membrana durante a
mudanca de estado conformacional
(PALMGREN E NISSEN, 2011; DYLA ET
AL., 2019b).

Bactérias do género Salmonella
possuem grande importancia cientifica
por ser uma das principais causadoras
de infecgoes
humanos e por

gastrointestinais em
ser um patdgeno
transmitido  através de diversos
alimentos (TINDALL ET AL., 2005). Em
humanos, a salmonelose ocasiona varias
sindromes, tais como: febre entérica,
gastroenterite, septicemia, infecgoes
focais e, no caso de algumas cepas
tifoides, de

assintomatico. Nos animais, principal-

um estado portador
mente em aves, a salmonelose avicola,
ocasionada pela Salmonella gallinarum,
se manifesta por quatro formas
principais: enterite, septicemia, aborto e
transporte assintomadtico. A partir
disso, muitos estudos vém avaliando a
antimi-
crobiana, a viruléncia, a capacidade de

infeccdo e a formacgao de biofilme destes

prevaléncia, a resisténcia

microrganismos (DESAI ET AL., 2013;
SATHYABAMA ET AL,, 2014; WANG ET
AL, 2015).

A Salmonella desenvolveu evoluti-
vamente diferentes estratégias para in-
fectar tipos de células especificas, como
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as células M, células epiteliais ndao-fago-
citicas, macrofagos e células dendriti-
cas, dentre outras. Sua capacidade de in-
fectar todos os tecidos, incluindo o cére-
bro, é testemunho do sucesso da Salmo-
nella como agente patogénico. Este mi-
crorganismo também tem a capacidade
de defender-se contra o ataque do sis-
tema imune, inato e adaptativo, do hos-
pedeiro. Além disso, a indisponibilidade
de uma vacina segura e eficaz contra Sal-
monella nos revela sua natureza com-
plexa e engenhosa, capaz de driblar as
adversidades encontrada nos microam-
bientes que se abriga e infecta (SONI ET
AL., 2010).

Devido a esta importancia, a
compreensao e identificacdo cinética de
ATPéasicas  estdo
em Salmonella enteritidis,
podem fornecer novas pistas para a

quais  enzimas

presentes

regulacdo e funcdo das ATPases, além
disso possibilita novas estratégias e
aplicacdes deste tipo de enzima como
alvo molecular de produtos biotecno-
l6gicos visem atuar

que como

bactericida ou bacteriostatico. O
objetivo deste trabalho foi identificar as
ATPases

esferoplasto de S. enteritidis e deter-

do tipo P presentes no
minar as condi¢des bioquimicas para a
dosagem diferenciada dessas enzimas.

2. Materiais e Métodos
2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados neste es-
tudo: trifosfato de adenosina (Na,ATP),
ditiotreitol (DTT), tris (hidroximetil)
aminometano (Tris), 4cido etilenoglicol
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bis(2-aminoetiléter)N,N,N*,N tetra Aci-
do (EGTA), 4cido etilenodiamino-tetra-
acético (EDTA), polietilenoglicol hexa-
decil éter (Brij®-58), calmodulina, fluo-
reto de fenilmetanosulfonil (PMSF), sa-
carose, cloreto de calcio, acetato de
zinco, , molibdato de amoénio, acido sul-
farico, cloreto de cobalto, foram obtidos
da companhia Sigma-Aldrich e 4cido as-
corbico Biotec Produtos Quimicos apre-
sentando o mais alto grau de pureza
analitica. As solugdes foram preparadas
em agua ultra pura tipo I (Sistema Milli-
Q — Merck Group).

2.2 Crescimento de Salmonella enteri-
tidis
2.2.1 Etapa de Reativacao:

A S. enteritidis (ATCC 13076) foi re-
tirada do criotubo e reativada em Agar
Mueller Hinton, sendo deixada em incu-
badora vertical (Innova®43-New Bru-
nswick) para descanso por 24 horas a
30°C, em placa de Petri.

2.3 Preparacao de esferoplastos

As bactérias S. enteritidis foram
crescidas em meio Mueller Hinton por
48 horas até a D.O de 0.5 em 660 nm, em
agitacdo no shaker orbital (Innova®43-
New Brunswick) a 150 rpm. Apés o final
do tempo de crescimento as bactérias
foram centrifugadas (rotor R12A3, Cen-
trifuga Hitachi Refrigerada) a 12000g 4
°C por 5 minutos e a seguir o pellet foi
ressuspendido em agua ultra pura do
tipo I e novamente submetido a centri-
fugacao nas condicdes anteriores. O pel-
let resultante foi a seguir sonicado (1
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pulso por 30 segundos/10x). Apds a so-
nicagao, o material foi centrifugado no-
vamente 12000g 4°C por 5 minutos. Em
seguida o pellet foi ressuspendido e ho-
mogeneizado em Tris-HCl pH 8,0 25 mM
e Sacarose 0,5 M. Apds essa etapa o ma-
terial foi submetido a uma centrifuga-
¢ao a12000g 4°C por 5 minutos, e em se-
guida o pellet foi ressuspendido e homo-
geneizado em Tris-HCl pH 7,4 50 mM,
MgCl, 50 mM. Posteriormente o mate-
rial foi centrifugado a 35000g (rotor
R20A2, Centrifuga Hitachi Refrigerada)
4°C por 15 minutos e o pellet obtido
nesta altima etapa, contendo o esfero-
plasto, foi recolhido e ressuspendido em
Tris-HCI pH 7,4 50 mM, MgSO, 1mM e
armazenado em freezer — 80 °C. A dosa-
gem de proteina foi realizada de acordo
com o método de LOWRY (1951), em ter-
mos gerais o rendimento das diversas
preparacbes de esferoplasto apresenta-
ram a concentragdo de 9 a 10 mg/ml.

2.4Dosagem de atividade estimulada
por protons

A atividade das ATPases presente
no esferoplasto de S. enteritidis foi
ensaiada em meio de reacdo contendo:
Tampao Acetato pH 5,0 40 mM, MgSO,
10 mM, KCI 50 mM, NaN, smM, NaF 10
mM e 100 ug de esferoplasto. Apds o
tempo de pré- incubacao (20 minutos), a
reacao foi iniciada com a adi¢do de ATP
(3mM). O tempo de reacdo para a
dosagem da atividade enzimatica foi de
60 minutos sendo finalizada com a
adicako de HCl o1 N. O fosfato
inorganico (Pi) liberado foi dosado de
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acordo com a metodologia Fiske-
Subarow (FISKE E SUBBAROW, 1925)
com a adicao de acetato de zinco e acido
ascorbico conforme Saheki (SAHEKI ET
AL, 1985). Os experimentos foram
realizados em triplicatas. A atividade
ATPasica foi calculada correlacionando
a diferenca entre dois ensaios em
total de ATPases
esferoplasto (na auséncia e na presenca
dos inibidores). A concentracgao de Pi foi

relacdo ao no

determinada interpolando os dados
com uma curva padrdo de KH,PO, (5 a
200 uM).

2.5 Dosagem de atividade estimulada
por calcio

A atividade das ATPases presente
no esferoplasto de S. enteritidis foi
ensaiada em um meio de reacdo
contendo: Tris-HC] pH 7,4 50 mM, KCl
100 mM, EGTA 0,2 mM, MgCL, 3 mM,
CaCl, 100 ug de
esferoplasto. Ap6és o tempo de pré-

10 uM livre e

incubagdo (20 minutos), a reacdo foi
iniciada com a adi¢do de ATP (3mM). O
tempo de reagdo para a dosagem da
atividade enzimatica foi de 60 minutos
sendo finalizada com a adicao de HCl 0,1
N. O fosfato inorganico (Pi) liberado foi
dosado de acordo com a metodologia
Fiske-Subarow (FISKE E SUBBAROW,
1925) com a adi¢do de acetato de zinco e
acido ascorbico conforme Saheki
(SAHEKI ET AL., 1985). Os experimentos
A
calculada

foram realizados em triplicatas.
ATPasica
correlacionando a diferenca entre dois

ensaios em relacao ao total de ATPases

atividade foi
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no esferoplasto (na auséncia e na
presenca de EGTA). A concentragdo de
Pi foi determinada interpolando os
dados com uma curva padrao de KH,PO,
(5 a 200 uM). A concentracdo de Ca*
livre foi calculada conforme o descrito
por Inesi (INESIET AL., 1980).

2.6 Dosagem de atividade estimulada
por calmodulina

A atividade das ATPases presente
no esferoplasto de S. enteritidis foi
ensaiada em um meio de reacdo
contendo: Tris-HCI pH 7,4 50 mM, KCl
100 mM, EGTA 0,2 mM, MgClL, 3 mM,
CaCl, 10 uM 100 upg de
esferoplastos e calmodulina (CaM) 4ug.

livre,

Apbs o tempo de pré-incubacido (20
minutos) a reacio foi iniciada com a
adicao de ATP (3mM). O tempo de
reacao para a dosagem da atividade
enzimatica foi de 60 minutos sendo
finalizada com a adi¢dao de HCl1 0,1 N. O
fosfato inorganico (Pi) liberado foi
dosado de acordo com a metodologia
Fiske-Subbarow (FISKE E SUBBAROW,
1925) com a adicdo de acetato de zinco e
acido ascorbico conforme Saheki
(SAHEKI ET AL, 1985). Os experimentos
A
calculada

foram realizados em triplicatas.
ATPasica
correlacionando a diferenca entre dois

atividade foi
ensaios em relacao ao total de ATPases
no esferoplasto (na auséncia e na
presenca de A
concentracdo de Pi foi determinada

calmodulina).

interpolando os dados com uma curva
padrao de KH.,PO, (5 a 200 uM). A
concentracao de Ca*? livre foi calculada

Scientia Amazonia, v. 9, n.3, B1-B20, 2020

B6

Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

ISSN:2238.1910

conforme o descrito por Inesi (INESI ET
AL., 1980).

2.7 Dosagem de atividade ATPasica
estimulada por sédio e potassio

A atividade das ATPases presente

no esferoplasto de S. enteritidis foi

reacao

contendo: Tampao Acetato pH 5,0 40

ensaiada em um meio de

mM, MgCl, 3mM, 100 pg esferoplastos e
concentragoes variaveis de NaCl e KCl, e
uma concentracao fixa de NaCl 100 mM
e KCl 20 mM. Apds o tempo de pré-
incubagdo (20 minutos) a reacdo foi
iniciada com a adi¢ao de ATP (3mM). O
tempo de reagdo para a dosagem da
atividade enzimatica foi de 60 minutos
sendo finalizada com a adi¢cdo de HCl 0,1
N. O fosfato inorganico (Pi) liberado foi
dosado de acordo com a metodologia
Fiske-Subbarow (FISKE E SUBBAROW,
1925) com a adicao de acetato de zinco e
acido ascorbico conforme Saheki
(SAHEKI ET AL.,, 1985). Os experimentos
foram realizados em triplicatas. A
ATPasica
correlacionando a diferenca entre dois

atividade foi calculada
ensaios em relacao ao total de ATPases
no esferoplasto (na auséncia e na
presenca de Na* e K. A

concentracdo de Pi foi determinada

ions

interpolando os dados com uma curva
padrao de KH,PO, (5 a 200 uM).

2.8Dosagem de atividade ATPasica
estimulada por metais

A atividade das ATPases presente

no esferoplasto de S. enteritidis foi ensai-

ada em um meio de reagdo contendo:

Tampao Acetato pH 50 40 mM, NaCl
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150 mM, MgCl, 5 mM, KCl 5 mM, NaN; 5
mM, DTT 10 uM, Cisteina 0,2 mM, Brij®
58 0.02 %, 100 ug de esferoplastos e 25
pM de ZnSO,, ZnCl,, MnSO,, MnCl,,
CoCl; ou FeSO,. Ap6s o tempo de pré-in-
cubagao (20 minutos) a reacao foi inici-
ada com a adi¢do de ATP (3mM). O
tempo de reacao para a dosagem da ati-
vidade enzimatica foi de 9o minutos
sendo finalizada com a adicao de HCl 0,1
N. O fosfato inorganico (Pi) liberado foi
dosado de acordo com a metodologia
Fiske-Subbarow (FISKE E SUBBAROW,
1925) com a adi¢ado de acetato de zinco e
acido ascorbico conforme Saheki (SA-
HEKI ET AL., 1985). A atividade ATPa-
sica foi calculada correlacionando a di-
ferenca entre dois ensaios em relacdo ao
total de ATPases no esferoplasto (na au-
séncia e na presenca dos metais). A con-
centracao de Pi foi determinada inter-
polando os dados com uma curva padrao
de KH.PO, (5 a 200 uM).

2.9 Reagente de Fiske- Subbarow

A solugao de dosagem de Pi foi pre-
parada com os seguintes reagentes: Ace-
tato de zinco 15 mM + Molibdato de
amoénio 35 mM + acido ascorbico pH 5,0
10% em uma proporc¢ao de 1:1:4. Apds o
término do tempo de reacdo e a sua res-
pectiva parada com a adicao de HCl 0,1
N, a solucdo de dosagem de Pi, recém
preparada, foi adicionada nos tubos ex-
perimentais, em uma razao de volume
de 1:1. A seguir para a formacao e estabi-
lizacdo do complexo molibdato:Pi e a
posterior formacao de cor, os tubos fo-
ram aquecidos a 37°C por 30 minutos. A

Scientia Amazonia, v. 9, n.3, B1-B20, 2020

B7

Revista on-line http://www.scientia-amazonia.org

ISSN:2238.1910

leitura foi realizada a 850 nm (Espectro-
fotometro UV-Vis Biomate 3 — Thermo
Scientific™).

2.10 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram rea-
lizadas no programa SigmaPlot versao
11.0 usando o Anova com analise para-
meétrica pelo Teste de Tukey.

3. Resultados e Discussao

3.1 ATPasesdo TipoV

3.1.1 Dosagemde atividade ATPasica
em esferoplasto de Salmonella
enteritidis estimulada por préoton

A manutencao do pH nos compar-
timentos intracelulares é um dos para-
metros mais bem controlados nas célu-
las, sendo crucial para muitos processos
biolégicos, incluindo trafego de mem-
brana, degradacao de proteinas, energi-
zacgao de sistemas secundarios de trans-
porte de ions e outros metabélicos, en-
trada de virus e toxinas e transporte
acoplado de pequenas moléculas. O
transporte de H* para organelas intrace-
lulares é mediado por bombas de proé-
tons dependentes de ATP conhecidas
como H*-ATPases vacuolar ou V-ATPa-
ses. Estas bombas s3o, portanto, centrais
para a homeostase do pH nas organelas.
As V-ATPases sao compostos de 14 su-
bunidades diferentes que sao organiza-
das em um dominio catalitico de hidré-
lise de ATP (V1) e um dominio de trans-
locacao de prétons (Vo) que trabalham
juntos como uma maquina rotativa. Es-
tas enzimas s20 expressas em eucarion-
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tes, desde leveduras até humanos. A ati-
vidade de V-ATPases in vivo é rigida-
mente regulada por varios mecanismos,
incluindo dissociagao reversivel dos do-
minios V1 e Vo (ZHANG ET AL., 2008;
SUN-WADA E WADA, 2013).

Como pode ser observado na figura
1, a incubagdo do esferoplasto de S.
enteritidis em um meio reacional
contendo um pH acido evidenciou uma
hidrélise de ATP total (controle). Desta
forma, para definir se a atividade
ATPasica observada nesta condicao
experimental foi devido a presenca da
ATPase do tipo P ou de uma ATPase do
tipo V, o ensaio foi realizado na presenca
de dois inibidores classicos para estas
enzimas. Conforme demonstrado na
figura 1, a presen¢a do vanadato, um
inibidor das ATPases do tipo P, que
elicita o seu efeito por apresentar a
formacao de complexos pentavalentes
que exibem um arranjo estrutural
tridimensional bipiramidal

relembrando a estrutura do fosfato e por

trigonal

conseguinte bloqueando a enzima na
conformacao E2, a saber, (CLAUSEN ET
AL. 2016; SAFFIOTI ET AL., 2019),
causou uma reducao em torno de 50% na
atividade ATPasica medida. Todavia, o
mesmo ensaio realizado na presenca da
Bafilomicina A1, um macrolideo que
atua como inibidor especifico da
ATPase do tipo V, por se ligar na
subunidade ¢ (MALVEZAN E NEUFELD,
2015), apresentou nenhuma acdo na
hidrolise total de ATP. Portanto, o

a)

esferoplasto de S. enteritidis existe uma

resultado demonstra que: no
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ATPase do
tipo P; b) auséncia de uma H*-ATPase,

significativa presenca de

ou se a mesma se faz presente no
esferoplasto, um meio de reagdo com
um pH com caracteristicas mais acidas
serd necessario para a sua ativagdo c)
que os procedimentos adotados para o
do
esferoplasto nao apresenta organelas
de que
possivelmente poderiam levar a erros na
da

see isolamento e obtencdo

citosoélicas carater Aacido,

interpretacio na determinacio

atividade enzimatica.

8000

: 1

6000

— %

4000 -

nmoles de Pi.mg'l.h'1

2000

0
Vanadato

Controle Bafilomicina

Figura1- Medida da atividade ATPasica estimu-
lada por H* em esferoplasto de S. enteritidis incu-
bada em meio de reagdo contendo: Acetato de
sbédio pH 5,0 40 mM + MgSO, 10 mM + KCl 50
mM + NaN; smM + NaF 10 mM. A concentracao
de Pi foi dosada de acordo com o descrito na me-
todologia. As barras representam a média de 4
(p

experimentos realizados em triplicata.

<0.05).

3.2 ATPasesdo TipoP 2

3.2.1 Dosagemde atividade ATPasica
em esferoplasto de Salmonella
enteritidis estimulada pelo ion calcio e
calmodulina

O ion Ca™ é um sinalizador intra-
celular universal, e sua importancia é
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bem descrita em varios processos em cé-
lulas eucaridticas, tais como: morte ce-
lular programada, fertilizacdo, secrecao,
contracdo ente outros (CHEN ET AL,
2020); e a forma como o seu controle é
estabelecido ocorre através de enzimas,
tais como: a Ca*>-ATPase de membrana
plasmatica e a Ca-ATPase de reticulo
sarco/endoplasmatico, e outras protei-
nas transportadoras, que tem sido am-
plamente estudadas e detalhadas
(SMITH E EISNER,, 2019; CHEN ET AL,
2020). Todavia, os mecanismos de con-
trole do ion Ca* em procariotos tem
sido pouco estudados, entretanto, ele ja
foi implicado em processos fundamen-
tais, tais como: o ciclo celular, divisao
celular, competéncia, patogénese, dife-
renciagao celular, motilidade, regulacao
génica, entre outros (WHITAKER E
LARMAN, 2001, IKURA ET AL. 2002;
CHEN ET AL., 2020; HEGEDUS ET AL,
2020). Em Escherichia coli, a importancia
do célcio ja foi descrita para a formagao
do anel FtsZ, que contem sitios de liga-
¢do para calcio, ocorre in vitro na pre-
senca de concentragdes milimolares de
Ca*? (GUEIROS-FILHO, 2007), na ativi-
dade e estabilidade de enzimas, muitas
das quais sdo extracelulares, sendo dire-
tamente controladas pela ligacao ao ion,
por exemplo: subunidade C de ATP-sin-
tase de E. coli (VAN WALRAVEN ET AL,
2002); e lipases de Pseudomonas aerugi-
nosa (NARDINI ET AL., 2000).

Apesar da importancia do Ca*, até
0 presente momento, um sistema de
transporte deste ion acoplado a hidro-
lise de ATP em bactérias tem sido pouco
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caracterizado, uma vez que grande parte
da dinamica deste ion estd sobre con-
trole de proteinas citoplasmaticas e de
canais de membrana (ROSCH ET AL,
2008; GURAGAIN ET AL, 2013; CHANG
ET AL. 2014, DOMINGUEZ ET AL,
2015). Por isso, considerando a identifi-
cacao de uma atividade hidrolitica de
ATP atribuida a presenca de um ou va-
rios tipos de ATPases do tipo P no esfe-
roplasto de S. enteritidis, objetivou-se ve-
rificar se a adicdo do Ca* estimularia a
atividade ATPasica observada anterior-
mente.
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Figura 2 - Medida da atividade ATPasica ativada
por calcio em esferoplasto de S. enteritidis
incubada em meio de reacdo contendo: Tris-HCl
pH 7,450 mM, KClioo mM, EGTA 0,2 mM, MgCl,
3mM, CaCl, 10 uM livre. A concentragao de Pi foi
de
metodologia. As barras representam a média de
5 experimentos realizados em triplicata. *(p

<0.05).

dosada acordo com o descrito na

Na figura 2 é demonstrado que a
adicao de 10 uM de calcio livre ao meio
reacional resultou em um aumento de
aproximadamente 50% na hidrélise de
ATP, quando comparado ao controle
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(metal ausente), e esta ativacdo nao foi
observada na presenca de EGTA, um
quelante especifico para ions calcio;
EDTA, utilizado para descartar uma ati-
Mg*-ATPasica,
Desta forma, a atividade ATPasica me-

vidade e vanadato.
dida fornece evidéncia da presenca de
uma Ca-ATPase no esferoplasto de S.
enteritidis.

Em mamiferos a Ca*>-ATPase de
membrana plasmatica é estimulada pela
Calmodulina (CaM) uma proteina per-
tencente a familia do dominio EF hand,
de tamanho pequeno (15-22 kDa), e
acida (pI 3,9—4,3). A CaM é uma proteina
de ligacdo de Ca** que pode interagir
com mais de 25 proteinas distintas, re-
gulando assim a atividade de muitas en-
zimas, incluindo cinases, fosfatases, sin-
tases de 6xido nitrico, fosfodiesterases e
canais de ions (NITSCHE ET AL., 2018).

O mecanismo pelo qual a CaM
ativa a Ca-ATPase de membrana plas-
matica ja estd bem caracterizado. No
momento da ligacao, a calmodulina des-
loca a porgao C-terminal, a proteina
adota uma nova conformacao, proporci-
onando uma abertura do sitio de fosfo-
rilacdo no qual o ATP se liga, e assim es-
timula a atividade da proteina. Em célu-
las animais, essas extensoes localizam-
se na porcao C-terminal, enquanto em
células vegetais sdo encontradas na por-
cao N-terminal. A ligacdao de calmodu-
lina neutraliza a restricdo imposta pelo
dominio terminal e resulta em uma ati-
vacao do bombeamento de Ca*. O domi-
nio R de ligagao a calmodulina regula a
velocidade da catdlise das P2B-ATPases
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e a afinidade da ligacao de Ca*? (PALM-
GREN E NISSEN, 2011; NITSCHE ET AL.,
2018).

Em sistemas bacterianos ja foram
descritas a presenga de proteinas cha-
madas de like-calmodulina, que estao pre-
sentes no citoplasma e se assemelham a
calmodulina presente em células de ma-
miferos (SHARMA E MEENA, 201y).
Ca-
ATPase e calmodulina, a atividade

Considerando esta dinamica,
ATPasica estimulada pela presenca do
ion Ca* em esferoplasto de S. enteritidis
foi ensaiada na presenca desta proteina.
A figura 3, mostra que a adicao de 4pg
de calmodulina ao meio reacional con-
tendo 10 uM de calcio livre resultou em
um aumento de 7x da atividade de hi-
drodlise de ATP e, assim como na estimu-
lacdo por célcio, a ativacdo observada foi
inibida por EGTA e vanadato.

A analise dos dados do experi-
mento de adicao de CaM + Ca*?, em con-
junto com os dados anteriormente mos-
trados na figura 2, indica a existéncia de
uma ATPase do tipo P, pertencente a
subfamilia P2B, uma Ca*>-ATPase, no es-
feroplasto de S. enteritidis, atuando como
responsavel pelo controle da concentra-
cdo de ions Ca* a nivel celular, que é
aproximadamente 1000 vezes menor do
que a concentracao externa (ROSCH ET
AL., 2008). A ativagdo vista na presenca
de calmodulina, pontua também que a
nivel de organizacao e disposi¢do da en-
zima em seus dominios A, P, N, Se T,
possivelmente apresenta uma grande
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semelhanc¢a ao modelo estrutural ja pro-
posto na literatura (PALMGREN E NIS-
SEN, 2011; NITSCHE ET AL, 2018).

A identificacago de uma Ca*™-
ATPase ativada por calmodulina no es-
feroplasto de S. enteritidis indica a exis-
téncia das proteinas like-calmodulina,
que ja foram descritas por exercerem
um papel fundamental no metabolismo
de lipideos e nos processos de infeccao,
relacionados a producao de fatores de
viruléncia, tais como, aquisi¢ao de ferro,
biossintese de piocianina e proteases
(ADVANI ET AL, 2014; SARKISOVA ET
AL., 2014, MAYA-HOYOS ET AL., 2019;
GUPTA ET AL, 2017).

4000

3000 -

2000

nmoles de Pi.mg‘l.h'1

1000 +

:

Controle

Calmodulina

Figura 3 - Medida da atividade ATPasica estimu-
lada por calmodulina em esferoplasto de S. ente-
ritidis incubada em meio de reagdo contendo:
Tris-HCl pH 7,4 50 mM, KCl 100 mM, EGTA o,2
mM, MgCl, 3 mM, CaCl, 10 uM livre e 4 ug de cal-
modulina por 60 minutos. A concentracao de Pi
foi dosada de acordo com o descrito na metodo-
logia.

Portanto, a presenga de uma Ca**-
ATPase sensivel a calmodulina, obser-
vada neste estudo, demonstra a impor-
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tancia do controle e regulacao da con-
centragao intracelular do ion Ca*para a
ativacao de eventos chaves no metabo-
lismo ou nos processos relacionados a
viruléncia bacteriana, fornecendo novas
perspectivas a respeito da dinamica dos
processos infeciosos na relacdo para-
sita-hospedeiro.

3.2.2 Dosagemde atividade ATPasica
em esferoplasto de Salmonella
enteritidis estimulada pelos ions sédio
e potassio

As bactérias estdo entre os orga-
nismos de crescimento mais rapido e de
metabolismo mais ativo, requerendo as-
sim, uma troca rapida de material entre
o meio ambiente e o interior bacteriano.
Existem, portanto, sistemas de captacao
de substrato nas membranas bacteria-
nas e muitos destes catalisam um trans-
porte ativo contra o gradiente de con-
centracao utilizando para isto um ca-
tion como forca motriz (LIU ET AL,
2017; GUPTA ET AL, 2019). Os ions Na* e
K* sdo imprescindiveis para essas rea-
¢Oes que ocorrem na membrana plasma-
tica. Em Klebsiella pneumoniae o citrato,
proveniente da fermentacdo, ativa o
transporte de Na* para fora através da
enzima oxaloacetato descarboxilase, e
utiliza o gradiente de ions Na* estabele-
cido para a absorcao de citrato (KIM ET
AL., 2017). Em Propionigenium modestum,
a biossintese de ATP é inteiramente de-
pendente do gradiente de ions Na* esta-
belecido apés a descarboxilacao de me-
tilmalonil-CoA (VON BALLMOOS ET
AL., 2002; MITOME ET AL., 2017).
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Por sua vez, os sistemas de impor-
tacdo de potassio celular em bactérias
desempenham um papel fundamental
na osmorregulacao, na homeostase do
pH e no potencial de membrana plasma-
tica. O K* é um elemento necessario a
vida sendo naturalmente abundante, é o
principal cation monovalente intracelu-
lar e possui as seguintes fungdes nas
bactérias: (i) é um soluto osmoético, (ii)
ativa enzimas intracelulares, (iii) regula
o pH interno e (iv) atua como um se-
gundo mensageiro na acumulagao de
solutos. O acimulo de K* sob condic¢oes
de estresse permite que os organismos
combatam a desidratacdo, danos a
membrana plasmatica, executem a re-
gulacdo das trocas energéticas depen-
dente de Na‘/H* e a homeostase do pH
(EPSTEIN, 2003).

Como pode ser observado na figura
4, a incubacdo do esferoplasto de S.
enteritidis em um meio reacional com
concentracdes diferentes de sédio e
potassio, nas propor¢des de (1:10) e (1:5)
resultou em um estimulo na hidrélise de
ATP, quando a concentra¢do no meio de
reacdo foi de 100mM para Na* e 20 mM
para K*. Os dados obtidos neste estudo
corroboram com as observagoes obtidas
em Mycobacterium tuberculosis onde foi
descrito um sistema de transporte de
s6dio e potassio; e calcio regulado pelo
DosR (um mediador chave da adaptacdo
a "dorméncia") em resposta a estresses
gasosos como a hipdxia que inibe o
modo aerdbico de respiragio (PULIDO
ET AL, 2014).
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Figura 4 - Medida da atividade ATPé&sica
estimulada por sédio e potédssio no esferoplasto
de S. enteritidis incubada em meio de reagio
contendo: Acetato de sédio pH 50 40 mM,
MgCl, 3 mM e diferentes concentragdes de NaCl
e KCl por 60 minutos. A concentrag¢do de Pi foi
de
metodologia. As barras representam a média de

dosada acordo com o descrito na

5 experimentos realizados em triplicata. * (p
<0.05).

A Na'K*-ATPase interage com
uma variedade de substancias, desde pe-
quenas moléculas, como os esterbides
cardiacos (CTSs), até proteinas. Os CTSs,
como a ouabaina, derivada de plantas
(Strophanthus gratus, Acokanthera schim-
peri), e a digoxina, sdo inibidores especi-
ficos da Na*',K*-ATPase (LAURSEN ET
AL., 2013; LAURSEN ET AL., 2015, PATEL
ET AL, 2019; TRIANA-MARTINEZ ET
AL., 2019). Essas moléculas tém sido usa-
das como drogas no tratamento da insu-
ficiéncia cardiaca congestiva por cente-
nas de anos. Eles inibem a enzima
quando se ligam ao dominio TM da su-
bunidade o a partir do lado extracelular
da bomba e pela estabilizacao da enzima
fosforilada no estado E2 (estado E2P),
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antagonizando assim a ligacao de K.
Propoem-se também que os CTSs afe-
tem as vias de sinalizacao de cinases uti-
lizando Na*,K*-ATPase como receptor
(LINGREL ET AL., 2010; ASKARI, 20193;
BLAUSTEIN E HAMLYN, 2020).

Na figura 5 a presenca de ouabaina
no meio reacional contendo 100 mM de
NaCl e 20 mM de KCl resultou na inibi-
cao da hidrdlise de ATP, desta forma, in-
dicando a existéncia de ATPase do Tipo
P da subfamilia P2C, uma Na*K*-
ATPase, no esferoplasto de S. enteriti-
dis, assemelhando-se de forma fisiol6-
gica ao sistema ATPasico dos mamife-
ros.

Os resultados podem indicar a par-
ticipacdo da Na‘K*-ATPase na manu-
tencao e equilibrio nas concentragoes de
Na* e K* relacionadas ao equilibrio i6-
nico e osmoético da célula, bem como o
estabelecimento de um gradiente que
pode ser acoplado para a obtencao de
nutrientes. Além disso, a identificacao
desta enzima pode direcionar a novos
mecanismos e papéis complexos que a
bomba de Na* e K* pode desempenhar na
interacdo entre receptores e ligantes
para adaptacdes fisioldgicas, na sintese
de ATP ou em vias de sinalizacao que en-
volvam a adaptacao do parasita a célula
hospedeira, escape imunolégico, entre
outros (MUKHOPADHYAY ET AL,
2018; WONG ET AL, 2018; AMARELLE
ET AL, 2019, ASKARI, 2019b; KUMARI
ET AL. 2019; LINGEMANN ET AL,
2019).
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Figura 5 - Medida da atividade ATPé&sica
estimulada por sédio e potassio em esferoplasto
de S. enteritidis na presenca de ouabaina,
incubada em meio de reagdo contendo: Acetato
de sédio pH 5,0 40 mM, MgCl, 3 mM, NaCl 100
A
concentragdo de Pi foi dosada de acordo com o

mM e KCl 20 mM por 60 minutos.

descrito na metodologia. As barras representam
a média de 4 experimentos realizados em
triplicata. *(p <0.05).

3.2.3 Dosagemde atividade ATPasica
em esferoplastos de Salmonella
enteritidis estimulada por metais
pesados

A homeostase de metais de pesa-
dos (Cu*, Cd*?, Zn*>, Mn*?, Co*, Fe®) é
central para a fisiologia bacteriana. As-
sociado as proteinas, esses micronutri-
entes participam de vias bioquimicas
que vao desde a respiracao celular até a
expressdo génica, sendo componentes
estruturais e cataliticos de grande im-
portancia para varios dos proteomas
bacterianos (SMITH ET AL., 2016; PI E
HELMANN, 2017). Tendo em vista que
esses processos ocorrem em diferentes
compartimentos da célula, a distribui-
cd2o dos metais e seu direcionamento
para as proteinas especificas adquirem
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particular relevancia. Em contrapartida,
ainteracdo dos metais diretamente com
o DNA e as proteinas, assim como, sua
participacao em reacdes do tipo Fenton,
torna-os  potencialmente  téxicos
quando presentes em niveis elevados no
meio celular (SARKAR E ROBERTS, 2011;
SHENG ET AL. 2016; SMITH ET AL,
2016). Portanto as bactérias adotam
duas estratégias para o controle dos me-
tais pesados, que envolvem, proteinas
de ligacdo aos metais e/ou um sistema
de transporte a custa de gasto energeé-
tico (WIJJEKOON ET AL., 2017; KURUCZ
ET AL., 2018).

Com o objetivo de verificar a
possivel existéncia desses
transportadores de metais pesados no
esferoplasto de S. enteritidis, a atividade
ATPasica foi ensaiada na presenca de
diferentes ions: Zn*?, Mn*?, Co*? e Fe*?. De
acordo com a figura 6, foi observado um
aumento na atividade de hidrdlise de
ATP na presenca de uma concentracao
fixa de 25 uM dos metais testados.

As ATPases do Tipo P1B ja foram

demonstradas em E. coli (ZntA),
Staphylococcus aureus (CadA),
Pseudomonas putida e  Cupriavidus

metllidurans, entre outras (MANDAL ET
AL, 2002; MANA-CAPELLIET AL, 2003;
HU E ZHAO, 200y7; SCHERER E NIES,
2009). Os resultados aqui apresentados
também identificaram a existéncia de
uma ATPase do tipo P, da subfamilia
P1B, e que essa ativacdo, em relacao ao
ions Zn* e Mn*, foi dependente da
forma salina utilizada, evidenciando
que a camada de solvatacao é um fator
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essencial na interacdo dos ions com a
ATPase (GUPTA ET AL, 2019; OSMAN
ET AL., 2019).

Diferente das ATPases do tipo P2A
e P2C que apresentam uma rigorosa
selecao ao ion transportado, baseado em
seu tamanho, a Pi1B apresenta uma
seletividade menos rigida, baseada
primariamente na coordenacio quimica
e geometria com um dominio de ligacao
aos metais com diferentes nameros de
coordenacio, desta forma, os resultados
provavelmente indicam a presenca de
uma Unica ATPase do tipo P1B capaz de
transportar os metais testados, contudo,
futuros experimentos deverdo ser
conduzidos para identificar qual dos
metais apresenta uma maior afinidade
pela enzima, e assim definir o metal
(substrato) primario.

Outro ponto em destaque da

identificacdo da ATPase do tipo P1B no

esferoplasto de S. enteritidis é a
correlacdo que existe entre a capacidade
de “viruléncia” das bactérias e a

atividade dessas enzimas no transporte
dos seguintes metais pesados: Cd*?, Cu’,
Co*, Zn*?, Mn* e Fe*> (ARGUELLO ET
AL., 2011; LEON ET AL. 2015
LADOMESKI ET AL., 2017). Portanto, a
presenca desta ATPase do tipo P, e sua
ativacdo pelos respectivos metais, no
esferoplasto de S. enteritidis podera
fornecer novas informacgoes a respeito
dos processos bioquimicos relacionados
a viruléncia, infeccdo e escape
imunolégico (BOTELLA ET AL. 201y
MARTIN ET AL, 2019).
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Por fim a presenca da ATPase do
P1B
mecanismo para que essa bactéria

tipo também representa um
apresente a capacidade de se estabelecer
em ambiente onde a concentragdo de
metais seja muito alta, evidenciando
uma vantagem para a colonizagdo de
ambientes eutrofizados (CHIEN ET AL,

2013; KURUCZ ET AL., 2018).
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Figura 6 - Medida da ATPasica estimulada por
metais em esferoplasto de S. enteritidis incubada
em meio de reacdo contendo: Acetato de sédio
pH 5,0 40 mM, NaCl 150mM, MgCl, smM, KCl
smM, NaN; smM, Brij 58 0,02%, DTT 10 uM,
Cisteina 0,2 mM e 25 uM de cada metal por 9o
minutos. A concentracdo de Pi foi dosada de
acordo com o descrito na metodologia. As barras
representam a média de 4 experimentos
realizados em triplicata. * (p <0.05).

4. Conclusao

Os resultados apresentados de-
monstram a identificacdo de diversas
ATPases do tipo P, pertencente as subfa-
milias: P1B (Efluxo de metais pesados);
P2B (PMCA), P2C (Na*K*-ATPase) em
esferoplasto de S. enteritidis, evidenci-
ando a importancia do controle de dife-
rentes cations, que estdo relacionados a
varios processos bioquimicos essenciais
para a manutencao da homeostase desta
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bactéria, tais como: (a) ciclo celular e di-
visdo celular, (b) competéncia, (c) pato-
génese, (d) motilidade, (e) regulagao ex-
pressdo génica, (f) producao de metalo-
enzimas, (g) a captacdo de soluto, (h)
movimento flagelar (i) biossintese de
ATP, dente outros. Além disso, o trafico,
influxo e efluxo, desses ions e a sua es-
treita correlacdo com as enzimas ATPa-
sicas podem representar uma estratégia
viavel para o desenvolvimento de novos
antibioéticos e novos fundamentos para
a compreensdo dos aspectos da intera-
cao hospedeiro-patogeno.
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