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RESUMO

A V H'-ATPase possui um importante papel em varios processos fisioldgicos
chaves. Essa enzima é reversivelmente ativada/ parcialmente desativada pela
adicdo/retirada de glicose. O modelo atual para esta regulacdo assume a
associacao/dissociacao reversivel de 60-70% dos complexos V; e Vo, 0s quais sédo
responsaveis pela hidrolise de ATP e pelo transporte de H*, respectivamente. O
namero de complexos associados determina a atividade da bomba, uma vez que
complexos dissociados sdo inativos. O modelo prediz propriedades cataliticas
idénticas para moléculas de enzimas ativadas e semi-ativadas. Para verificar as
predicdes do modelo nds isolamos membranas totais de esferoplastos de levedura
gue foram incubadas com ou sem glicose. O tratamento das membranas com nitrato
revelou uma inibicdo similar da atividade de hidrolise de ATP para os dois estados
da enzima, sugerindo que teriam uma estrutura idéntica que € essencial para a
hidrolise de ATP. Contudo, o transporte de H* foi inibido mais do que a atividade de
ATPse, indicando a acdo de desacoplamento do nitrato, que foi significativamente
maior para enzima nao ativada. Esses achados sugerem que a estrutura da enzima
nao ativada € menos estavel do que a enzima ativada. Aléem disso, a ativacdo da
bomba pela glicose aumenta a capacidade de acoplamento; o K, para hidrolise de
ATP e afinidade por ATP no transporte de H"; a Vma para o transporte de H* em
comparacdo com a Vmax para a hidrolise de ATP e a imuno reatividade da
subunidade A catalitica e da subunidade B regulatéria 9,3 e 2,4 vezes
respectivamente. O contetdo protéico das subunidades A e B néo foi alterado pela
glicose extracelular. N6és propomos que em vez da dissociacao/reassociacdo dos
complexos V; e Vo, mudancas na concentracdo de glicose extracelular causam
mudancas reversiveis e assimétricas na imuno reatividade das subunidades das
subunidades A e B por modificacdes bioquimicas putativas. Esta resposta
assimétrica modula o transporte de H* e hidrélise de ATP, exibindo propriedades
distintas para enzimas ativadas e ndo ativadas. Ainda nesse trabalho, buscamos
compreender 0os mecanismos necessarios para a ativacido das P e V H'-ATPases
pela glicose extracelular. Para isso, foi verificado a importancia da acidificacdo do

citosol e do ApH" através da membrana para a ativacdo de P e V H*-ATPases pela

XV



glicose extracelular. Nos experimentos encontramos uma prevencao da ativacdo das
P e V H™-ATPase, tanto do transporte de H* quanto da hidrdlise de ATP, quando as
membranas foram tratadas com o protonéforo FCCP e com NH4Cl. Os dados
sugerem que a ativacéo das P e V H*-ATPase pela glicose extracelular necessita de
uma acidificacdo moderada do citosol (sinal primario para a ativacdo) e do AuH"

através da membrana.
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ABSTRACT

V H'-ATPase has an important role in a variety of key physiological processes.
This enzyme is reversibly activated/partly inactivated by the addition/exhaustion of
extracellular glucose. The current model of its regulation assumes the reversible
disassembly/reassembly of ,60-70% of the V; and Vo membrane complexes, which
are responsible for ATP hydrolysis and H* conductance, respectively. The number of
assembled complexes determines the pump activity because disassembled
complexes are inactive. The model predicts the identical catalytic properties for the
activated and semi-active enzymes molecules. To verify the model predictions we
have isolated total membranes from yeast spheroplasts that were preincubated either
with or without glucose. Nitrate treatment of membranes revealed the similar ATPase
inhibition for two enzyme states, suggesting that they have identical structures that
are essential for ATP hydrolysis. However, H* transport was inhibited more than the
ATPase activities, indicating a nitrate uncoupling action, which was significantly
higher for the nonactivated enzyme. This finding suggests that the structure of the
non-activated enzyme, which is essential for H* transport, is less stable than that of
the activated enzyme. Moreover, the glucose activation of the pump increases i) its
coupling capacity; ii) its Ky for ATP hydrolysis and ATP affinity for H* transport; iii) the
Vmax for H* transport in comparison with the Vmax for ATP hydrolysis and iv) the
immune reactivity of catalytic subunit A and regulatory subunit B by 9.3 and 2.4
times, respectively. The protein content of subunits A and B was not changed by
extracellular glucose. We propose that instead of the dissociation/reassociation of
complexes Vi and Vy, changes in the extracellular glucose concentration cause
reversible and asymmetrical modulations in the immune reactivity of subunits A and
B by their putative biochemical modifications. This response asymmetrically
modulates H*-transport and ATP hydrolysis, exhibiting distinct properties for the
activated versus non-activated enzymes. Also in this paper we understand the need
for activation of the P and V H*-ATPase by extracellular glucose mechanisms. For
this, we note the importance of acidification of the cytosoland AuH across the
membrane for activation of P and V H*-ATPase by extracellular glucose. In these

experiments it found a prevention of activation of the P and V H*-ATPase, both the
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transport of H* and ATP hydrolysis when the membranes were treated with NH,4CI
and proton6foro FCCP. Which suggests that P and V H'-ATPase activation by
extracellular glucose requires a moderate acidification of the cytosol (primary signal
for activation) and ApH™ through the membrane.

XVIII



1. INTRODUCAO

1.1 O pH, sua homeostase e importancia na célula

O pH citosolico determina o estado de protonacdo relativo de todos os
compostos de acidos fracos do citosol e afeta diversos processos celulares. Sabe-se
gue o pH citosolico afeta o equilibrio redox (Veine et al., 1998), reacbes metabdlicas
(Goffeau et al., 1982; Roos & Boron, 1981), interacdes proteina-proteina (Casey et
al.,, 2010; Kooijman et al., 2007; Whitten et al., 2005; Young et al., 2010) e a
transducéo de sinal (Cruciat et al., 2010; Simons et al., 2009).

A homeostase do pH citosolico esta intrinsecamente ligada a homeostase de
outros cations, ao potencial de membrana e a homeostase energética celular (Arino
et al., 2010; Orij et al.,2011). Por exemplo, o K* é necessario para diferentes funcoes
fisiolégicas, como estabilizacdo do potencial de membrana, regulacdo do pH
intracelular entre outras. O principal mecanismo de antiporter H'/ion através de
membranas de organelas da via secretoOria foi mostrada para diferentes cations,
incluindo Mg?*, Ca**, Zn**, Mn** e K* usando a membrana vacuolar como exemplo
(Okorokov et al., 1985). O transporte de H* pelas diferentes formas de V H*-ATPase
para o limen das organelas da via secretéria foi evidenciado cuidadosamente
(Okorokov et al., 2001; Samarao, 2003; Samarao et al., 2009) mostrando a base
bioenergética para funcionamento de antiporteres de diferentes cations. No caso de
K" ou Na®, estes antiporteres foram identificados em vactolos (Vnx) (Cagnac, et al.,
2007), endossomos (Nhx1l) (Nass, et al., 1997) e Golgi (Khal) (Maresova &
Sychrova, 2005). No caso do antiporter Ca®*/H* a identificacédo genética foi feita para
membrana vacuolar (Vcx1) (Cuningham & Fink, 1994) e a evidencia bioquimica foi
apresentada para os antiporteres localizados no Golgi, reticulo endoplasmatico e
envelope nuclear (Okorokov et al.,, 2001; Ribeiro, 2010; Silva, 2009). Esses
antiporters sdo de grande importancia para a regulacdo da homeostase citosdlica de
céations, manutencao e regulacdo do pH no interior das organelas e modulacao do
trafego proteico através da via secretéria e/ou endosomal.

Um exemplo da importancia do controle do pH citosélico pode ser evidenciada
pela relacdo existente entre esse pH e a proliferacdo celular. O pH citosodlico

aumenta rapidamente na fertilizacdo de odcitos, coincidindo com a proliferacéo



celular. Do mesmo modo, em estudos com células tumorais, foi encontrado que o pH
no citosol dessas células é mais alto do que o pH citosélico de células néo
transformadas (Casey et al, 2010; Kurkdjian & Guern, 1989) e o aumento do pH
citosolico foi suficiente para conferir tumorogenicidade a cultura de fibroblastos
(Perona e Serrano, 1988; Perona et al, 1990), levantando a possibilidade de que o
pH citosélico alcalino € um pré-requisito ou um gatilho, para a proliferacao celular.

O pH citosolico em leveduras € bastante dindmico, a adicdo de glicose em
células anteriormente privadas desse composto promove a rapida acidificacdo do
citosol em aproximadamente 30 segundos, seguida de uma alcalinizacdo até o pH
neutro em aproximadamente 2 min. (den Hollander et al., 1981; Orij et al., 2009)
(Figura 1). Acredita-se que esta rapida acidificacdo € causada pela glicélise
(Dechant et al., 2010), e a posterior alcalinizagdo é resultado da ativacdo da P H*-
ATPase (Goossens et al., 2000).
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2011 com modificacoes).



A mudanca no pH citosélico apos a adicdo de glicose desempenha um papel
na ativagdo de promotores de proteina quinase A (Thevelein, 1991). Ainda nédo esta
totalmente compreendido como funciona a ativacdo da proteina quinase A pelo pH
citosolico, mas sabe-se que o pH citosdlico baixo promove a atividade de adenilato
ciclase (Cyrlp) e possivelmente o aumento da afinidade de Cyrlp ao ATP em
resultado da diminuicdo do pH citosdlico (Purwin et al., 1986), A adenilato ciclase
guando ativada, catalisa a conversdo de ATP em ADP e AMPc (Nelson & Cox,
2008).

A V H'-ATPase é de fundamental importancia para a manutencdo do pH
baixo no Ilimen das organelas da via secretéria (Samardo, 2003; Samarédo et al.,
2009). O armazenamento de H* nas organelas da via secretéria ou no vacutolo
conserva a energia da célula como potencial de membrana, que € usado para o
transporte de varios ions e metabdlitos dentro das organelas (Klionsky, et al., 1990;
Ohsumi & Anraku, 1981; Okorokov & Lichko, 1983).

Na célula, todas as moléculas fracamente acidas e basicas constituem juntas
um complexo tampéo do pH no citosol. Em células vivas, todas as proteinas contém
residuos de aminoacidos fracamente acidos ou basicos que podem atuar como
tampdes. Além das proteinas, metabdlitos também podem atuar como tampdes (Pick
et al., 1990). Um exemplo que pode ser destacado é o fosfato inorganico (P;), que
pode atuar significativamente como tampao celular. Este possui trés valores de pKa
(2,12; 7,21 e 12,67) e pode existir em quatro estados diferentes em solucdo aquosa
(PO4*", HPO4* ", H,PO4 e H3PO,). Em pH neutro, apenas 62% de HPO4* e 38% de
H,PO, estdo presentes em quantidades significativas. A diferenca funcional das
duas formas do ion pode ser significativa, uma vez que em células musculares foi
mostrado que HPO4* e H.PO, ~ ligam-se a Ca® *-ATPase, com afinidade igual, mas
apenas a ligacédo de H,PO, " leva a fosforilacdo (Khan et al., 1997).

A Tabela 1 apresenta moléculas ou grupos presentes nas células que

contribuem para o tamponamento de H™ no citosol (Srivastava et al., 2007).



Tabela 1 - Grupos/residuos funcionais. Acidos fracos e bases fracas mais comuns de
uma célula (Srivastava et al., 2007 com alteracdes).
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Uma unica protonacdo de um grupo basico no sitio ativo de uma enzima,
pode alterar a interagdo com um residuo vizinho neste local, alterar a afinidade pelo
substrato e influenciar reacdes enziméticas. Alteracdes no pH influencia residuos de
cadeias laterais de amino&cidos carregados que podem levar a mudancas no
enovelamento de proteinas. A estabilidade conformacional das proteinas, é
dependente do pH, e os extremos de pH podem promover a desnhaturacdo de
proteinas (Pace et al., 1990). Por exemplo, acidificacdo a baixo de pH 4,5 causa
uma inativacao irreversivel de P H*-ATPase de membrana plasmatica de levedura
(Goffeau et al., 1982). O pH também influencia interacbes das proteinas com outras
proteinas, lipideos e metabdlitos (Akke & Forsen 1990).

1.2 Compartimentalizacdo de H*

Os lumens de todas as organelas possuem um pH especifico, que esta
associado aos processos que ocorrem nestes compartimentos (Llopis et al., 1998;
Roos & Boron, 1981), como € o caso do RE que possui pH em torno de 7,2, os
lisossomos com pH 5,0, Golgi pH 6,4 e endossomos variando de pH 6,2 em
precoces e pH 5,3 em endossomos tardios (Futai et al., 2000; Mellman et al., 1986).

O pH das organelas € obtido como resultado da interagdo complexa entre
moléculas que agem como tampdes, o transporte passivo de H' e a atividade de
canais iénicos, bombas de H*, antiporter de cations/H" e simporter de metabolitos/H*

O pH ligeiramente acido de endossomos precoces (pH 6,2) facilita a
dissociacao receptor-ligante como no caso da endocitose de LDL em células que
necessitam de colesterol para a sintese de membrana (Alberts, 1999). Da mesma
forma, o pH baixo dos lisossomos (pH 4,8-5,2) permite a ativacdo seletiva de
hidrolases lisossomais ao atingirem este compartimento. Por exemplo permite a
acao de proteases e lipases em células animais (Alberts, 1999). A acidificacéo
também é necessaria para algumas funcdes de células especializadas, tais como
processamento de antigeno por células do sistema imunoldgico (McCoy, 1990).
Além disso, muitos virus e outros patdgenos necessitam entrar em compartimentos
endossomais acidos a fim de infectar eficientemente as células (Palokangas et al.,
1994; Perez & Carrasco, 1994).

A rede trans Golgi, € um importante local de sintese/modificacdo de

moléculas, e foi mostrado que o pH do seu lumen é ligeiramente acido (pH ~6,0)



(Seksek et al., 1995). A acidificagdo deste compartimento € importante para a
separacdo de enzimas destinadas aos lisossomos, para regulacdo e secrecao de
granulos, secrecdo de proteinas e secrecdo de constituintes da membrana
(Mellman et al., 1986; Seksek et al., 1995). Foi mostrado primeiramente o transporte
de H" pela V H*-ATPase de Golgi em células animais (Moriyama & Nelson, 1989b) e
posteriormente foi mostrada sua atividade no Golgi de leveduras (Okorokov et
al.,2001; Samarao, 2003; Samaréo et al., 2009). Acredita-se que o efluxo de CI" do
Golgi pode ajudar a controlar o pH desta organela, uma vez que esse efluxo pode
alterar o potencial de membrana, alterando assim o controle da V H*-ATPase (Llopis
et al., 1998).

Como dito anteriormente, o controle do pH tanto citosdlico quanto do Iumen
das organelas é obtido, além de outros, pela acdo de diferentes transportadores,

sendo as H*-ATPases o0s principais transportadores que atuam nesse sentido.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 H*-ATPases

As H'-ATPases, constituem uma grande familia de enzimas que transportam
H* através das membranas contra o gradiente eletroquimico deste ion usando a
energia da hidrélise do complexo ATP-Mg (Nelson, 1992; Pedersen & Carafoli,
1987).

As H'-ATPases sdo enzimas eletrogénicas, ou seja, possuem a capacidade
de criar uma diferenca de cargas elétricas através da membrana, sendo essa
diferenca chamada de potencial de membrana (Ey), assim como pode criar,
simultaneamente, um gradiente de concentracdo de H* (ApH) (Pedersen & Carafoli,
1987).

Sabe-se da existéncia de trés tipos de H*-ATPases: as H*-ATPases do tipo F
(F-ATPase ou F;F, H*-ATPases), H*-ATPases do tipo P (P H*-ATPases) e as H'-
ATPases do tipo V (V H'-ATPases ou ViVy H'-ATPases) (Pedersen & Carafoli,
1987).

As FiF, H'-ATPases estdo localizadas nas mitocondrias, na membrana de
bactérias (B1B, H'-ATPases) e cloroplastos (C1C, H*-ATPases), e sio inibidas por
azida e oligomicina. Estas enzimas consistem de um setor catalitico F;, composto
das subunidades a., B, v, 6, € € 0 setor da membrana, Fo. O dominio F, € responsavel
pelo transporte de H" e é composto pelas subunidades a, b, ¢ (Futai et al., 1989;
Boyer, 1997). Funcionalmente, essas H'-ATPases sdo ATP sintases, pois s&o
responsaveis pela sintese de ATP. Foi mostrado que, in vitro, elas também podem
hidrolisar ATP (Pedersen & Carafoli, 1987). Ja as ATPases do tipo P e V utilizam a
energia da hidrélise do ATP para criar o gradiente de H* transmembranar (Pedersen
& Carafoli, 1987).

2.2 P H-ATPases

As P H'-ATPases sdo enzimas chaves da membrana plasmatica de
leveduras, fungos filamentosos e plantas (Pedersen & Carafoli, 1987; Serrano,
1983). Esta enzima fornece energia do gradiente de protons para transportar ions e

metabdlitos através da membrana plasmatica e possui um papel fundamental na



manutencdo do pH intracelular (Axelsen & Palmgren, 1998; Gouffeau & Slayman,
1981; Scarborough, 1999).

As P H'-ATPases geram um potencial eletroquimico de H* na membrana
plasmatica, acoplando a hidrélise de ATP ao transporte de H* para o exterior da
célula (Serrano, 1993). Além do potencial elétrico formado na membrana plasmatica,
a bomba de H* também cria um gradiente de pH através da membrana plasmatica.
A diferenca de potencial quimico de membrana (Ay) e diferenca de pH (ApH) através
das membranas constituem juntos o gradiente eletroquimico de H* (AuH"), o que é
essencial para o transporte ions e outras substancias (Sanders et al., 1981; Sanders
& Slayman, 1982).

Atualmente, é aceito que as P H'-ATPases funcionalmente ativas estio
localizadas na membrana plasmatica, transportando H* para o meio extracelular
(Pedernsen & Carafoli, 1987; Serrano,1983), nas vesiculas secretorias (Alves, 2006)
e nas organelas da via secretoria (Samar&o, 2003) transportando H* para o limen
destas organelas e vesiculas.

As P H'-ATPases estdo incluidas na familia das Ps-ATPases, cuja familia
engloba apenas aquelas que transportam H* (Axelsen & Palmgren, 1998; Catty et
al.,, 1997). Possuem apenas um polipeptidio de aproximadamente 100 KDa,
contendo 10 o hélices hidrofébicas que atravessam a membrana plasmatica
(Pedersen & Carafoli, 1987). Estas enzimas formam um intermediario fosforilado, o
aspartil fosfato, durante a hidrélise de ATP e sé&o inibidas por ortovanadato, um
analogo do fosfato inorganico (Bowman & Bowman, 1986; Goffeau & Slayman,
1981; Pedersen & Carafoli, 1987).

2.2.1 Regulacéo da P H-ATPase

A atividade das P H*-ATPases pode ser aumentada ou diminuida de acordo
com a disponibilidade de substrato, do metabolismo e com o pH do meio (Eraso &
Gancedo, 1987; Rao, et al., 1993; Serrano, 1983). A ativacdo da enzima induzida
pela glicose provoca mudancas cinéticas, dentre as quais estdo: a reducédo do Ky
para o ATP e um aumento da Vmax da hidrélise de ATP, ambos provocados pela
fosforilacdo de dois locais diferentes, encontrados no dominio regulatério C-terminal
da enzima (Chang & Slayman, 1991; Eraso & Portillo, 1994; Serrano, 1983; Tropia,



et al. 2006). Essa fosforilacdo modifica a conformagdo da regidao C-terminal
liberando o sitio de ligagdo do ATP-Mg (McDonough & Mahler, 1982; Portillo &
Mazén, 1985). Parece que um tipo de fosfatidilinositol poderia estar envolvido na
ativacdo da P H'-ATPase induzida pela glicose (Tropia, et al., 2006).

As ATPases de membrana plasmética também séo ativadas em resposta a
diminuicdo do pH citosdlico (Carmelo et al., 1997; Eraso & Gancedo, 1987). Como
citado anteriormente a ativacdo pela glicose € um processo reversivel que ocorre
através de alteracfes de Vmax € afinidade por ATP e pH 6timo de funcionamento da
enzima (Serrano, 1983). J4 a ativacdo por acidificacdo também ocorre devido a
alteracbes na Vma, mas sem qualquer modificacdo do pH 6timo, sendo esse
processo irreversivel (Carmelo et al., 1997; Eraso & Gancedo, 1987).

As P H'-ATPases recém sintetizadas integram-se a membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) sem clivagem da sequéncia N-terminal e sdo transportadas
para o complexo de Golgi, a partir do qual sdo enviadas a membrana plasméatica
(Holcomb et al., 1988).

Os mecanismos necessarios para o controle da atividade da P H*-ATPase
ainda estdo sendo estudados e alguns autores sugerem que este controle deve
ocorrer através da fosforilacdo mediada por proteina quinase. McDonough & Mahler
(1982) demonstraram que em membranas plasmaticas de levedura, a fosforilacdo da
enzima ocorre por uma proteina quinase.

A fosforilacdo de sitios especificos da P H*-ATPase esta associada com o
aumento da atividade da ATPase durante o crescimento da levedura na presenca de
glicose. A desfosforilacdo ocorre com a retirada da glicose assim como a diminuicado
da atividade da enzima (Chang & Slayman, 1991).

Estrada e colaboradores (1996) sugeriram dois mecanismos para a regulacao
da P H'-ATPase. O primeiro € que a atividade da P H*-ATPase € inibida através da
fosforilacdo por caseinas quinases (YCK1, em leveduras € homologo de caseina
guinase de mamiferos) cuja funcéo é estimulada com a falta de glicose. Também é
possivel que a fosforilacdo de PMAlp mediada por YCK1lp possa evitar que a
enzima seja ativada pela glicose, através de outra fosforilagcdo quinase dependente.

A porcdo C-terminal da P H*-ATPase de levedura parece atuar como um
dominio auto-inibitério, uma vez que a delecdo de onze aminoacidos presentes

nesta porgao, resultou na ativacado da enzima (Portillo et al., 1989). Em plantas um
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peptideo formado por trinta e dois aminoacidos e derivado da regido C-terminal,
inibiu o transporte de H* pela enzima (Palmgren et al., 1991). Estes dados sugerem
que a porc¢do C-terminal das P H*-ATPAses de fungos e plantas interage com o sitio
ativo da enzima para inibir sua atividade. E sugerido um modelo no qual o dominio
C-terminal interage, direta ou indiretamente, com a interface entre o setor de
membrana e sitio de ligagdo do ATP, inibindo a atividade enzimatica. Este tipo de
ligacdo pode tanto limitar o acesso de H' a seus sitios de transporte quanto o
acesso do ATP a seu sitio de ligagdo. Ativadores como a glicose podem provocar
mudancas através da fosforilacdo de serina e treonina na regido C-terminal,
desfazendo a interagdo inibitéria e permitindo a mudanca para uma conformacéo
mais ativa (Portillo, 2000).

Outro mecanismo de regulacdo da P H*-ATPase ¢é através da proteina de
membrana plasmatica Hsp 30, cuja expressao pode ser induzida em resposta a
estresses como calor, exposicdo ao etanol e acidos organicos fracos (Piper et al.,
1997). Sugere-se que a proteina Hsp 30 limita o excesso de consumo de ATP pela
ATPase durante um estresse prolongado ou limitacdes de glicose (Piper et al.,
1997).

2.3V H *-ATPases

As V H*-ATPases possuem como funcéo primaria acoplar a hidrdlise de ATP
ao transporte de H* através das membranas bioldgicas. A forca préton motriz gerada
pelas V H*-ATPases em organelas de células eucaritticas é usada em varios
processos celulares (Nelson & Harvey, 1999). Elas sédo importantes para o
transporte secundario de varios solutos, dirigindo uma variedade de sistemas de
transporte ativo através dos co-transportadores e trocadores de H* (Beyenbach &
Wieczorek, 2006).

O bombeamento de H* realizado pelas V H*-ATPases é de vital importancia
para varios processos intra e intercelulares, dentre eles a endocitose mediada por
receptores, o trafego de proteinas, neurotransmissbées, 0 transporte ativo e
armazenamento de metabdlitos (Finbow & Harrison, 1997; Futai et al., 2000; Nelson
& Harvey, 1999; Nishi & Forgac, 2002; Stevens & Forgac, 1997).

As V H'-ATPases foram denominadas ATPases do tipo V por terem sido

caracterizadas inicialmente nas membranas vacuolares (Barkla & Pantoja,1996;
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Bowman & Bowman, 1988; Pedersen & Carafoli, 1987; Rea et al.,, 1987).
Dependendo da subunidade e da isoforma a V-ATPase de S. cerevisae apresenta
31-41% de identidade e de 51-60% de similaridade com a do homem (Rahman et
al., 2013).

Leveduras mutantes, sem a atividade de V-ATPase sdo viaveis, mas
apresentam uma grande variedade de defeitos de crescimento, especialmente
quando sdo crescidas em pH 5, também s&o sensiveis a elevados niveis de Ca?,
metais pesados e varias drogas e quando incubadas em pH acima de 7 nao
sobrevivem (Kane, 2006).

As V H'-ATPases estio presentes em uma grande variedade de membranas
celulares em eucariotos, como lisossomos, endossomos, vesiculas derivadas do
Golgi, vesiculas secretorias e em membranas plasmaticas de algumas células
especializadas (Forgac, 1998; Forgac, 2007; Stevens & Forgac, 1997).

Em leveduras, as V H*-ATPases foram descritas ndo apenas nas membranas
vacuolares (Ohsumi e Anraku, 1981) mas também em todas as organelas da via
secretoria (Okorokov, 1997; Okorokov et al, 2001; Samarao, 2003; Samarao et al.,
2009; Teodoro, 2004) e nas vesiculas secretoérias (Alves, 2006). Elas sdo essenciais
para o acumulo de aminoacidos basicos como arginina, acidos organicos, purinas,
pirimidinas, S-adenosilmetionina, Ca®*, Mg*, Mn?', zZn*" e fosfato inorganico
(Harvey, 1992; Klonskiy et al., 1990; Okorokov et al., 1980; Okorokov & Lichko,
1983; Okorokov et al., 1985; Oshumi & Anraku, 1983).

Em plantas assim como em leveduras, as V H*-ATPases estdo localizadas
nas organelas da via secretoria (Teodoro, 2004). A V H*-ATPase é indispensavel
para o crescimento de plantas sob condicdes normais devido ao seu papel na
energizacao do transporte de solutos, enderecamento de proteinas, homeostase de
ions/metabdlitos, fusdo/divisdo de vesiculas de membranas (Clague et al., 1994;
Matsouka et al., 1997; Ratajczak, 2000). Sob condi¢cbes de estresse como
salinidade, seca, frio, estresse acido, anoxia e excesso de metais pesados no solo a
sobrevivéncia da célula depende da manutencéo ou ajuste da atividade das bombas
proténicas (Dietz et al., 2001).

As V H-ATPases sdo também encontradas no Plasmodium falciparum
(agente causador da malaria) e Toxoplasma gondii (agente causador da

toxoplasmose) (Beyenbach & Wieczorek, 2006; Moriyama et al.,, 2003). Essas
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bombas também foram encontradas na membrana plasmatica de intestino de
insetos como o Aedes Aegypti (Zhuang et al., 1999). Além disso, foi mostrada a
atividade de V H'-ATPase na membrana plasmatica, Golgi e lisossomos de Aedes
aegypti (Freitas, 2011).

A acidificacdo do limen de organelas dependente da V H*-ATPase ¢ crucial
para a entrada de alguns virus e bactérias dentro da célula. A hemaglutinina,
proteina capsidial do virus da gripe, promove a fusdo dependente do pH, entre a
membrana viral e a membrana endossomal, o que facilita a liberacdo do material
genético do virus no citoplasma da célula hospedeira (White, 1992). Da mesma
forma, as toxinas, tais como a toxina da difteria e a toxina do antraz, contém
subunidades formadoras de poros que, em resposta ao baixo pH endossomal apoés a
sua interiorizacdo, facilita a insercéo da parte citotoxica no citoplasma (Kevin et al.,
2008).

Em células animais as V H'-ATPases podem desempenhar um importante
papel na membrana plasmatica de células especializadas. Estdo envolvidas na
maturacdo e armazenamento de esperma no liumem epididimal (Beyenbach &
Wieczorek, 2006; Breton et al., 1996). Em células renais, sdo responsaveis pela
secrecio de jons de H* nas células do ducto coletor, tibulos proximais e segmentos
dos néfrons (Gluck, 1992; Gluck et al., 1996). Nos endossomos de células renais de
hamster, as V H*-ATPases promovem um ambiente acido que serve como um sinal
gue ativa a liberacdo de ligantes internos (lipoproteinas de baixa densidade e
insulina) de seus receptores (receptores que foram internalizados). Esta liberacao
permite que os receptores sejam reciclados para superficie celular, onde eles podem
ser reutilizados, enquanto os ligantes sao direcionados para os lisossomos para a
degradacéao (Claque, 1994).

As V H'-ATPases desempenham um papel importante também nos
osteoclastos, 0s quais séo responsaveis pela reabsorcdo 0ssea (Toyomura et al.,
2003). O meio acido promovido por essas enzimas dissolve a matriz 6ssea e ativa
proteases que participam na reabsorcéo 6ssea. Pacientes com defeitos genéticos na
isoforma da V H'-ATPase expressa na membrana plasmatica de osteoclastos
desenvolvem um disturbio conhecido como osteopetrose (Frattini et al., 2000), que é
caracterizado por um aumento na densidade éssea e defeitos de desenvolvimento,

devido a impossibilidade de remodelacéo 6ssea (Frattini et al., 2000).
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As V H*-ATPases também possuem um papel importante em céluas tumorais,
nessas células as bombas séo direcionadas para a membrana plasmatica onde elas
criam um ambiente extracelular acidifero, o qual é necesséario para a metastase
tumoral (Martinez-Zaguilan et al., 1993). As V H*-ATPases também estdo presentes
em células do cérebro, nas vesiculas sinapticas (Nelson, 1992). Em vesiculas
sinapticas, estdo envolvidas na transducado de sinal (Beyenbach & Wieczorek, 2006;
Bowman & Bowman, 2002; Graham et al., 2000; Inoue & Forgac, 2005).

2.3.1 Estrutura das V H*-ATPases

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos na tentativa de elucidar as
propriedades estruturais, funcionais e regulatorias dessa enzima (Beyenbach &
Wieczorek, 2006; Nishi & Forgac, 2002). Na segunda metade dos anos oitenta, a
purificacdo da V H'-ATPase de células animais, de plantas e de fungos revelou a
composicdo das subunidades dessa enzima (Arai et al., 1987; Bowman et al., 1986;
Moriyama e Nelson, 1987; Okorokov, et al., 1985; Randall & Sze, 1986; Uchida et
al., 1985; Xie & Stone, 1986;).

Nelson & Harvey (1999) baseados em estudos em que foi mostrada a
similaridade entre F-ATPase e V-ATPase sugeriram atribuir cada subunidade da V-
ATPase a uma das 4 partes da “maquina mecanoquimica” de Paul Boyer (proposta
para a F-ATPase): (1) unidade catalitica, (2) talo, (3) gancho e (4) turbina. Essas
nomenclaturas dadas para cada parte esta relacionada a forma como a enzima
trabalha, sendo considerada um “bio-motor”’, onde o ATP & o combustivel e
transporte de H* é a acdo. O setor catalitico tem a funcio de ligar e hidrolisar ATP,
promovendo uma rotacdo momentanea do talo, que por sua vez ird rodar a turbina, o
talo também tem a funcdo de manter o setor catalitico no lugar. A turbina tem a
funcdo de conduzir H* através da membrana e o gancho previne a rotacdo da

unidade catalitica (Figura 2).



14

A B ADP + PI
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Figura 2 — Estrutura e mecanismo da V-ATPase. Modelo baseado na “maquina
mecanoqui-mica” de Paul Boyer (proposta para F-ATPase). (A) Disposi¢cédo das subunidades da V-
ATPase, destacando os dominios V; (amarelo) e Vq (verde). (B) Mecanismo de rotacdo da V-
ATPase, as subunidades rotatérias sdo destacadas em azul, enquanto as estacionarias séo
mostradas em laranja. A hidrélise de ATP causa mudancas conformacionais na subunidade A,
gue dirige a rotacéo do rotor (seta vermelha). (C) Mecanismo do transporte de prétons atraves de
Vo. Prétons (pontos vermelhos) entram no complexo Vg através de um canal hemi citoplasmético
(Cipriano, 2008).

AV H*-ATPase ¢é dividida em dois dominios: o dominio catalitico hidrofilico
(V1) com aproximadamente 570 KDa e o dominio integral de membrana hidrofébico
(Vo) com aproximadamente 260 KDa (Figura 2).

O complexo V; € usualmente descrito como um hexamero constituido de trés
copias de cada uma das subunidades “A” e “B” (alternadas) e coépias simples das
demais subunidades (Forgac, 1999a; Graham et al., 2000) (Figura 2). Sabe-se que
tanto a subunidade “A” como a “B” sdo constituintes da unidade catalitica; a

subunidade “A” esta envolvida na hidrélise de ATP e apresenta similaridade de
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sequéncias com a subunidade catalitica “B” da F —ATPase (Finbow & Harrison,
1997). Supbe-se que a subunidade catalitica “A” tenha atividade hidrolitica, desde
gue os complexos Vi e V, encontrem-se associados. A subunidade “B”, com fung¢ao
reguladora, possui homologia com a subunidade “o” de F—ATPase. Essa subunidade
possui um sitio de ligagdo de ATP nao catalitico. A subunidade “B” pode contribuir
com importantes residuos para a fungdo catalitica da subunidade “A” (Nelson &
Harvey, 1999).

O canal de prétons através da membrana é formado pelo setor V, que contém
cinco diferentes tipos de subunidades: a, c, ¢/, ¢’ e d, com massa molecular de 100
KDa, 16 KDa, 17 KDa, 19-23 KDa e 36-38 KDa, respectivamente. Trés dessas
subunidades, ¢, ¢’ e c”, sao proteolipideos altamente hidrofébicos (Finbow e
Harrison, 1997; Forgac, 1998; Forgac, 1999a; Graham et al., 2000; Kane, 1992;
Maeshima, 2001; Moriyama & Nelson, 1989; Nelson e Harvey, 1999; Ratajczak,
2000) (Figura 2).

Foi proposto que o dominio Vo das V H*-ATPases, com base no estudo da
fusdo de vacuolos homotipicos de leveduras, participa ativamente na fusdo de
membranas, independente do seu papel na acidificacdo promovida pela enzima. E
sugerido que V, catalisa diretamente a mistura das duas bicamadas lipidicas em
virtude da sua composicao altamente hidrofébica (Peters et al. 2001).

O dominio V; é composto pelas subunidades A e B da cabeca, que tem
massa molecular de 67 a 73 KDa e 55 a 60 KDa, respectivamente, e as subunidades
do talo, C (40 a 45 KDa), D (32 a 33 KDa), E (28 a 32 KDa), F (13 a 14 KDa), G (12
a 16 KDa) e H (51 a 54 KDa) (Figura 2).

A subunidade D, constituinte do talo, parece ter um papel importante no
acoplamento do transporte de H* e hidrolise de ATP (Xu & Forgac, 2000). A
subunidade C é um polipeptideo encontrado no talo, ela ata mondémeros de actina,
durante o processo de desassociacdo dos complexos da V H*-ATPases (V, e V1) em
resposta a auséncia de glicose (importante mecanismo de regulacdo da atividade da
V H*-ATPases), a subunidade C ¢é liberada, sugerindo que esta possa ter um papel
importante neste processo (Nelson et al., 1990). A subunidade H parece ser

importante na regulagdo da atividade enzimatica e na comunicacdo da V H’-
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ATPases com outros processo celulares (Finbow & Harrison, 1997; Parra et al.,
2000).

Acredita-se que a subunidade c (proteolipidica), constituinte da turbina, seja a
principal subunidade envolvida na translocagdo de protons através da membrana
(Hirata et al., 1997). A subunidade d, também constituinte da turbina, esta associada
ao complexo V, da enzima e possivelmente tem fungcdo na associacdo dos dois
complexos da enzima (V, e Vi) (Bauerle et al., 1993).

A auséncia da subunidade F em mutantes de levedura impede a associacéo
do complexo V, ao complexo V; (Finbow & Harrison, 1997; Graham et al., 1994;
Ratajaczak, 2000).

2.3.2 Diferentes formas de V H'-ATPases em distintas organelas

Foi mostrado que existem formas distintas da V H+-ATPase funcionais nas
distintas organelas da via secretoria, e a atividade da enzima pode ser diferente em
cada organela (Samaréo et al., 2009).

Samardo e colaboradores (2009) mostraram através da analise da
imunoresposta, que a razao entre a imuno reatividade das subunidades A e B de
vacuolos € de 1:1 e em membranas mais densas que 0 vacuolo essa razao é
alterada. Os autores sugerem que modificacées pos-transducionais da subunidade A
e/ou da subunidade B podem alterar a conformacédo de subunidades e, portanto,as
suas imunoreatividades e promover o0 aumento da estequiometria de imuno
reatividade B:A alterando a velocidade inicial (V,) de formacdo do ApH nos
diferentes compartimentos da via secretoria. A modificacéo parece ser mais provavel
na subunidade A, pois sua imuno reatividade foi mais irregular no RE e no Golgi.
Contudo a diferenca na razdo estequiométrica de 1:1 entre as subunidades A e B
pode ser causada por outro motivo como a ligacdo de diferentes subunidades do
complexo V; com microtubulos, enzimas glicoliticas como aldolase e proteinas do
complexo RAVE. Por exemplo, microtibulos poderiam se ligar as subunidades B
livres, bem como a enzima, todas as subunidades B dissociariam desses complexos,
na presenca de SDS, aumentando o numero total de subunidades B em comparacao

com as subunidades A (Samarao et al., 2009).
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Outra diferenca encontrada entre as formas da V H*-ATPase esta relacionada
a sensibilidade da enzima ao inibidor bafilomicina, onde foi encontrado que em
vesiculas de membranas do RE a V H*-ATPase apresentou maior resisténcia da
velocidade inicial do transporte de H* a este inibidor (inibicdo de 50 % foi obtida com
4,4 nM), quando comparada com vesiculas de membranas do vacuolo e do Golgi
(inibicdo de 50 % foi obtida com 0,03 nM) (Samaréao et al., 2009).

2.3.3 Regulagdo das V H*-ATPases

A regulacao da V ATPase em resposta a estimulos fisiol6gicos é um processo
“‘multinivel”, que inclui o controle da expressdo dos genes das subunidades da V
ATPase (Lee et al.,, 1995; Lu et al.,, 2004), alvos intracelulares e translocacédo de
vesiculas para a membrana plasmatica (Bastani et al., 1991; Brown et al., 1992), o
controle da atividade enzimatica pela glicose extracelular (Kane, 1995), a formacéao
de ligacdes dissulfeto entre residuos de cisteina (Forgac, 1999b), a atividade de
canais anibnico para a modulagcdo da atividade da enzima além de outros

mecanismos.

2.3.3.1 Regulacéo da V H*-ATPase pela glicose extracelular

Um dos possiveis mecanismos de regulacio da V H*-ATPase foi sugerido por
Summer e colaboradores para V H*- ATPase de Manduca sexta (Summer et al.,
1995) e posteriormente por Kane no caso de levedura (Kane, 1995). Foi
considerada a desassociacdo /associacdo/ reversivel dos complexos Vi e Vo na
auséncia/presenca de glicose extracelular como base desta regulacdo. O transporte
de H" feito pela V H'-ATPase necessita de uma associac¢ao funcional dos complexos
V1 e Vo. A subunidade C, do complexo Vi, pode ser perdida durante o isolamento
das membranas das células ndo pré-incubadas com glicose (Kane, 1995). E
importante destacar que para avaliacdo de forma associada da enzima, Kane e
outros autores, usaram a capacidade do detergente E;,Cgy de solubilizar junto com
as subunidades do complexo Vi, as subunidades do complexo V,, principalmente a
subunidade “a”. O baixo conteudo desta subunidade (20-30%) detectado depois da a
solubilizacdo das membranas das células incubadas sem glicose foi interpretada
como indicacao de que a maioria dos complexos V; dissociou do complexo Vo e que

somente 20-30% né&o foram dissociados (Kane, 1995).
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A possibilidade que o complexo V; da enzima n&do ativada pela glicose
extracelular ainda pode estar ligada com Vo a membrana mais fracamente, j& foi
proposta (Granato, 2006; Ribeiro, 2010; Samardo, 2003). Foi mostrado que a forte
estimulacdo do transporte de H* pela glicose extracelular ndo necessita de um
aumento significativo do nimero de complexos V;. O aumento da velocidade inicial
do transporte de H* na bomba ativada, comparada com a bomba n&o ativada, n&o
foi acompanhada por uma diferenca equivalente no contetdo de subunidades A e B
do complexo V;. Além disso, no modelo proposto por Kane, a dissociacdo dos
complexos V; deveria diminuir proporcionalmente tanto a atividade da V H*-ATPase
como a acessibilidade dos epitopos das subunidades A e B do complexo V;.
Também foi observado que as membranas de vacuolo isoladas de esferoplastos néo
pré-incubadas com glicose podem perder a atividade do transporte de H*, ou ter
essa atividade baixa, mas tem quase o0 mesmo contetdo de subunidades A e B em
comparacdo com membranas do Golgi e/ou RE nos quais ainda apresentam

atividade significativa (Granato, 2006; Samarao, 2003).

2.3.3.2 Regulacéo da V H*-ATPase pela aldolase

Além de se especular sobre o papel da glicose na regulacéo da V H*-ATPase
uma importante enzima da via glicolitica, a aldolase, também parece estar envolvida
na regulacdo desta bomba. A aldolase € uma proteina que se liga a actina (Arnold &
Pette, 1970) que exibe uma dinamica interacdo com o citoesqueleto.

A VH'-ATPase possui estrutura muito parecida com a da ATP sintase e a
subunidade E de VH'-ATPase ndo possui uma “equivalente” em F-ATPase, por isso
esta subunidade tem sido muito estudada como um alvo de regulacdo da bomba.

A delecdo do gene da aldolase em levedura provocou a dissociacdo dos
complexos V; e V. Acredita-se que a aldolase estaria ligada a V-ATPase na célula
intacta promovendo a associacao fisica entre a via glicolitica e a bomba de H* (Lu et
al., 2001). A ligacao entre a aldolase e a V-ATPase pode fornecer a célula um meio
para a geracao localizada de ATP através da glicdlise (Lu et al., 2001).

Sabe-se que a glicolise gera dois ions hidrogénio para cada molécula de
glicose consumida sendo produzida um ion hidrogénio para cada molécula de ATP
produzida, sendo assim a V H*-ATPase deve ser essencial para a regulagéo local do

pH pelo transporte desses H* gerados (Figura 3).



19

2 piruvato
.

2NADH ATP ATP ADP
L ] ] ¥ .

glicose —» GLICOLISE| . 24* 201~4a.

2H"
Figura 3 - Esquema mostrando a relagdo entre a via glicolitica e a

V-ATPase. (Ming et al., 2004 com modificagdes).

Lu & colaboradores (2001) encontraram que a aldolase esta concentrada
proxima a V-ATPase tanto em osteoclastos ativados quanto em inativados. Em
osteoclastos inativados, a V-ATPase esta armazenada em compartimentos
vesiculares fortemente associados a F-actina. Pelo menos parte desta interacao
envolve sitios de ligacdo de alta afinidade a F-actina, localizados no dominio amino-
terminal da subunidade B (Holliday et al., 2000). Em osteoclastos ativados, a V-
ATPase esta inserida nas “dobras” de membrana, e a interacdo com actina é perdida
(Lee et al., 1999). Embora tanto a V-ATPase e a aldolase sé@o capazes de se ligar a
F-actina, a interacao entre a subunidade E e a aldolase pode manter a associacao
mesmo em condi¢cdes na qual a V-ATPase se dissocia do citoesqueleto, fornecendo
assim meios para que as enzimas glicoliticas permanecam localizadas em locais
ativos de consumo de ATP.

Posteriormente foi encontrado que aldolase além de interagir com a
subunidade E também pode interagir com as subunidades “a” e “B” de V ATPase (Lu
et al., 2003).

Foram identificadas trés isoformas de aldolase, cada uma diferindo na suas
propriedades enzimaticas e expressao (Ali et al., 1998). A principal forma no tubulo
proximal € a aldolase B (Wachsmuth et al., 1975). Problemas genéticos na producéo
de aldolase B produzem uma doenca autossdmica recessiva, conhecida como
intolerancia hereditaria a frutose (Ali et al., 1998). Pacientes com essa doenca

desenvolvem problemas na acidificacdo do tubulo proximal em resposta a
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alimentacado contendo frutose (Morris, 1968). Esse defeito na acidificacdo do tubulo
proximal causado por essa doenca sugere que a interacdo entre aldolase e V-
ATPase possui um papel essencial na funcdo de transporte do tdbulo proximal.
Talvez o ndo funcionamento da aldolase B em resposta a ingestdo de frutose

prejudique o acoplamento entre V-ATPase e a via glicolitica (Lu et al., 2001).

2.3.3.3 Regulacéo da vV H*-ATPase (complexo RAVE)

O complexo regulador de ATPase do vacuolo e endossomos (RAVE) liga-se
ao complexo V; e a subunidade C no citosol promovendo sua ligagdo com o
complexo Vy ligado a membrana (Seol et al., 2001; Smardon et al., 2002; Smardon &
Kane, 2007). Esse complexo é composto pela proteina Skplp, a qual € encontrada
em diversos complexos, além das proteinas Ravlp a Rav2p (Figura 4) (Seol et al.,
2001).

V, ATPase

Figura 4- Componentes do complexo RAVE e sua interacdo com o
complexo V; da V H*-ATPase. Seol et al., 2001.

Andlises bioquimicas revelaram que a Ravlp é o componente central do
complexo RAVE, possuindo sitios de ligacdo distintos para Rav2p, Skplp,
subunidade E e/ou G do complexo V;, e subunidade C do complexo V; (Smardon et
al.,, 2002; Smardon & Kane, 2007). A delecdo de RAV1 e RAV2 resulta em um
defeito de associacdo dos complexos da V-ATPase de vacuolo, e mutantes ravlA
apresentam defeitos na associacdo e desassociacdo dos complexos da V-ATPase
em resposta a glicose (Seol et al.,, 2001; Smardon et al., 2002). Mutantes de
levedura ravlA e rav2A exibem caracteristicas de um mutante de Vma parcial,

apresentando defeitos de crescimento em pH elevado e em altas concentragcbes de
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Ca*" quando crescidas a 37°C (Seol et al., 2001). A perda da funcdo do complexo
RAVE também pode comprometer o transporte entre endossomos precoces € 0
compartimento pré vacuolar (Sipos et al., 2004).

Existem homologos de RAV1 em eucariotos superiores, chamados
rabconectina-3a ou proteinas “DMX-like” (Kraemer et al., 1998; Nagano et al., 2002).
Apenas fungos possuem homdlogos de RAV2, mas eucariotos superiores possuem
uma segunda subunidade de rabconectina (rabconectina-33), a qual forma um
complexo com rabconectina-3a (Sakisaka & Takai, 2005; Yan et al., 2009). Em
Drosophila e linhagens de células humanas, a rabconectina-3a e arabconectina-
3p estao envolvidas na regulacéo da acidificacdo de organelas e trafego endossomal
(Yan et al., 2009).

Sugere-se que o complexo RAVE/rabconectinas possuem uma funcéo
conservada na acidificagdo vacuolar, com Ravlp e seus homologos possuindo um

papel central nesta funcéo.

2.3.3.4 Formacao de ligacdes dissulfeto

Outro mecanismo proposto para regular a atividade de V H*-ATPase in vivo
envolve a formacao de ligacdes disulfeto reversiveis entre residuos de cisteina no
sitio catalitico das V H'-ATPases. Uma ligag&o disulfeto inibitoria pode ser formada
entre o Cys »* e Cys °*2 na subunidade A bovina, essa ligacdo leva & inativagéo
reversivel da enzima (Figura 5B). Em concordancia com essa afirmacéo, a mutacéo

do residuo correspondente ao Cys #*

, em levedura leva a uma enzima que é
resistente a oxidacdo. O interessante é que uma mutacdo na cisteina na via
biosintética de leveduras pode levar a um defeito na acidificacdo vacuolar e esse
defeito pode ser corrigido pela mutagdo em Cys?** Val, sugerindo que a formacao de
ligagbes disulfeto possam causar a inibicdo da atividade de V H*-ATPase in vivo

(Forgac, 1999b).

2.3.3.5 Atividade de canais aniénicos
O transporte de H® pela V H'-ATPase é um processo eletrogénico
necessitando de um co-transporte de anions ou efluxo de H* em troca com outro

cation como Ca®*, Na" ou K* para dissipar o potencial de membrana formado pelo H*
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durante o transporte deste ion (Arai et al., 1989; Kakinuma et al., 1981; Okorokov &
Lichko, 1983). As bombas protonicas eletrogénicas sao inibidas pelo produto do
processo que elas catalisam, ou seja, tanto pelo potencial elétrico da membrana
formado pelos fons H* (Ey"'") quanto pela diferenca de potencial quimico de H*, ApH.
Sendo que o efeito inibitério pelo Ey™ é mais significativo comparando com o efeito
do ApH. Importante também ressaltar que a conversdo de Ey"™* em Ey formado por
outro cétion, por exemplo, K*, Na* ou Ca?* em resultado a troca de H* com esses
céations ativa a bomba proténica, ou seja, a libera do controle negativo pelo Ey"™*
(Okorokov & Lichko, 1983; Okorokov et al., 1985). A dissipacdo é realizada por
anions que entram através de um canal de CI, e a sua atividade € controlada por
fosforilacdo dependente de proteina kinase A (Figura 5C). A defosforilacdo do canal
de CI" pela proteina fosfatase diminui a sua condutancia e a acidificacdo dependente
de ATP, enquanto que a fosforilacdo pela proteina kinase A aumenta as duas
atividades (Mulberg et al., 1991).

O conhecimento da importéancia do canal aniénico para a modulacdo da
atividade de V H*-ATPase foi proposta para explicar os efeitos do Ca*", Mn** e Mg**
sobre a atividade de V H*-ATPase e formacido de AuH" em membranas de vacuolos
inteiros (Okorokov et al., 1985). Sugeriu-se que o Ca®" poderia fechar o canal
aniénico. A troca do Ca®* com o H* (trocador de Ca®'/H*) estimulou a hidrolise de
ATP pela V H*-ATPase em 60% e aumentou o Ey feito pelo Ca** em 3 vezes,
simultaneamente a Vo e Fnax da formacdo de ApH foram diminuidas por causa de
rapida troca de prétons com Ca*". O Mn?" apresentou um efeito contrério indicando
gue este pode abrir o canal anibnico, mas ndo pode ser transportado rapidamente
pelo trocador Mn*/H*. O Mn?* evitou a formacé&o do Ey e transformou este em ApH.
O Mg?* pode abrir parcialmente o canal anidnico e estimular a formacéo de ApH e de
Evm. Assim, céations bivalentes como Ca?, Mg?* e Mn?', na levedura S.
carlsbergensis, podem regular a atividade da V H'-ATPase e modificar a
contribuicdo de ApH e potencial de membrana em ApH® e com isso regular as
atividades de transportadores secundarios os quais usam o ApH (para trocar Ca?",
arginina, lisina ou Zn?") e Ey (para co-transportar citrato e o-cetoglutarato)

(Okorokov et al., 1985). O gradiente eletroquimico (AuH") é a forca impulsora
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resultante da combinacéo entre o gradiente de concentragdo e o gradiente elétrico
para cada soluto carregado através da membrana (Alberts et al., 1999).

2.3.3.6 Regulagcéo da V-ATPase pelo pH extracelular

Foi primeiramente sugerido a inter-relacdo entre a atividade de V H*-ATPase
e 0 pH extracelular a partir de estudos com mutantes sem subunidades de V-
ATPase (mutante vma) (Nelson & Nelson, 1990). O crescimento 6timo de mutantes
vma em pH 5 foi inicialmente atribuido ao transporte endocitico de meio acido para o
vactolo (Munn & Riezman, 1994; Nelson et al., 1990;), o que foi posteriormente
contestado apds terem sido realizados experimentos onde a endocitose foi
bloqueada, mas a acidificagido do vacuolo se manteve. Foi demonstrado ocorrer uma
acidificacdo parcial dos vactiolos em mutantes vma através do transporte de H*
passivo.

Diakov e Kane (2010), acharam a mais alta atividade da V H*-ATPase em
vesiculas vacuolares isoladas de células crescidas em pH 7 em relacdo aquelas
crescidas a pH 5 e relativa insensibilidade a dissociacdo da enzima em resposta a
privacao de glicose nestas vesiculas. Os autores sugerem ainda que os complexos
da V-ATPase de levedura séo estabilizados em pH extracelular elevado, tornando-os
mais ativos e menos suscetiveis a dissociacdo, mas seus dados nao suportam o
controle direto da estabilidade da V-ATPase e sua atividade pelo pH citosélico, , pois
0s autores mediram valores quase idénticos do pH citosolico quando as células
foram crescidas em pH extracelular 5 e 7. Além disso, 0s autores ndo encontraram
mudancas na atividade de V-ATPase quando incubaram as vesiculas vacuolares em
tampao 5,5e 7,5.

Vale destacar que para medir o efeito da glicose os autores incubaram as
células sem glicose de 20 a 30 min. e posteriormente adicionaram glicose e
incubaram por 5 min.. Sera que o efeito do pH também néo seria regulado de forma
mais imediata, como no caso da glicose? Entdo esse efeito poderia ser perdido ao

longo do crescimento do organismo.

2.3.3.7 Outras formas de regulacéo
A atividade da V H*-ATPase pode ser modulada pela variagdo da eficiéncia

de acoplamento entre a hidrélise de ATP e o transporte de H*, sendo o acoplamento
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atribuido as diferentes formas da enzima. Esta diferenca na eficiéncia do
acoplamento foi proposta para explicar a diferenca no pH das diferentes organelas
(Forgac, 2007; Kawasaki-Nishi et al., 2001; Nelson, 2003; Nishi & Forgac, 2002)
(Figura 5D).

Foi proposto também que alguns lipidios especificos podem afetar a atividade
das V H'-ATPase. Mais especificamente, foi mostrado em levedura que
esfingolipideos com um grupo acil C26 sdo necessarios para a geracao do complexo
V; com atividade ATPasica (Chen et al., 2004). Curiosamente, varios inibidores de V
H'-ATPase, mostraram incorporar-se a bicamada lipidica e afetar a flexibilidade
estrutural da enzima (Dixon et al. 2004; Dixon et al. 2008).

As V H*-ATPases podem ser inativadas a 0 °C, sendo que nessa temperatura
na presenca de Mg* e ATP a atividade de ATPase pode cair 50% em apenas 10
min. Enquanto que em temperatura ambiente a mesma diminuigdo da atividade é
obtida em 60 min. Foi mostrado que a inativagdo por baixa temperatura da V H*-
ATPase resulta na dissociacado do complexo V; periférico da membrana (Moriyama &
Nelson, 1989).

Alguns fons como o Mg?*, Ca®* e Mn®" causam mudancas na eficiéncia no
acoplamento do transporte de prétons e hidrélise de ATP. O aumento na
concentracdo de Mg?" livre até 1,5 mM estimulou a formac&o de ApH e de potencial
de membrana em 6,6 e 2,9 vezes, respectivamente (Okorokov et al., 1985). A
hidrélise de ATP foi estimulada em 10%. Isso significa que o Mg?* livre funciona
como fator de acoplamento do transporte de H* e hidrélise de ATP, mas o
mecanismo do acoplamento é desconhecido (Okorokov et al., 1985).

Altas concentracfes de ATP causam diminuicdo no acoplamento funcional
entre o transporte de H* e a hidrélise de ATP pela V H*-ATPase, onde a hidrélise do
ATP continua a aumentar mas o transporte de H* chega ao platb e comeca a
diminuir (Arai et al., 1989).

A protedlise também causa diminuicdo no acoplamento, uma vez que o
tratamento com baixas concentracdes de tripisina promove uma perda na atividade
de transporte de H*, mesmo apresentando 50% da hidrdlise de ATP (Adachi et al.,
1990).



25

A Dissociagao reversivel

ADP + P
ATR

Aldolase

Limen ou
espaco extracelular

B Formagao de ligagoes dissulfeto C Mudanga na condutancia

ADP + P,

D Mudanga no acoplamento
ADP + pi ADP + Pi

Acoplada (ativa) Desacoplada (inativa)
Figura 5 — Mecanismos de regulacio das V H'-ATPases. (A) dissociacio reversivel da enzima
promovida pela glicose extracelular, apos o esgotamento da glicose, o complexo V; se dissocia do
complexo V,. (B) a formacao de ligacdes dissulfeto reversiveis entre os residuos Cys-254 e Cys-
532 da subunidade A bloqueia o sitio catalitico em uma conformacéo que € incapaz de hidrolisar
ATP. (C) alteracdes no potencial de membrana. (D) mudanca na eficiéncia de acoplamento da

bomba. (Fonte - Kevin et al., 2008 com modifica¢des)
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2.3.4 Inibidores de V H'-ATPases

Os inibidores mais estudados das V H*-ATPases identificados até agora sdo
os antibidticos Bafilomicina A; (Bowman & Bowman, 1988) e Concanamicina A
(Drose et al., 1993).

A Bafilomicina foi o primeiro inibidor especifico de V H*-ATPase identificado
(Bowman et al., 1988), alguns autores afirmam que a Bafilomicina A; se liga ao setor
V, da V H*-ATPase. Zhang et al. (1994) sugerem que a Bafilomicina A; impede a
atividade do transporte de prétons, ligando-se a subunidade “a” (100 KDa). Contudo,
Bowman e Bowman (2002) mostraram que o local de ligacado da Bafilomicina A; ao
setor V, é na subunidade “c” (16 KDa).

A bafilomicina A; inibe a atividade da V H* -ATPase de diferentes organismos
em concentracées muito baixas (nanomolares). A atividade da P H*-ATPase também
pode ser inibida por este antibiético em concentragcdes mil vezes maiores (Bowman
& Bowman., 1988).

A concanamicina A, outro inibidor das V H*-ATPases, ¢ mais efetivo que a
Bafilomicina A;. A concentracio Otima para inibicdo da V H*-ATPase esta em torno
de um décimo da concentracdo de Bafilomicina A; (Drose & Altendorf, 1996;
Matsuoka et al., 1997). Em células vegetais a inibicdo 6tima de V H*-ATPase por
Concanamicina A € obtida com concentracdes em torno de 1 nM (Drése & Altendorf,
1996; Matsuoka et al., 1997).

O anion caotrépico nitrato em altas concentracdes, aproximadamente 100 mM
em baixa temperatura (0 °C), libera cinco polipeptideos do complexo catalitico V1
inibindo as V H'*-ATPases, podendo chegar a 70% de inibicdo nesses casos,
contudo na maior parte das condi¢cdes a inibicdo é reversivel, ou seja depois da
retirada do agente a maior parte da atividade da enzima € restaurada (Moriyama &
Nelson, 1989a).

2.3.4.1 NH, e a Regulacao do pH intracelular

As bombas protbnicas V H*-ATPase e P H*-ATPase sdo ativadas pela glicose
extracelular, mas o sinal de sua ativacdo ndo € conhecido. Acredita-se que o0
aumento da concentracdo de H* no citosol durante a glicolise € o sinal priméario da
ativagdo das bombas de H*. Sabe-se que a glicolise gera dois ions hidrogénio para

cada molécula de glicose consumida (Figura 6).
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Os sais amoénio exibem propriedades &cidas fracas, assim em pH basico
ocorre a dissociagdo de NH4Cl & NHz + CI" + H*. Com a entrada de NH3 no citosol, 0
NHs se liga ao H* formando assim NH;" com isso ocorre a diminuicdo da acidificacio
do citosol, causada pelo metabolismo de glicose. Dessa forma pode ser
prognosticada a prevencéo da ativacdo das H'-ATPases (figura 6) considerando as
duas possiveis razdes: o aumento da concentracdo de H” (substrato da enzima) e

aumento do gradiente de H* (AuH+) através da membrana plasmatica.

Membrane Vacuolar

H* H* & Glicélise
H* . .
V H*-ATPase H H
H+
NH,——— NH,

P H*-ATPase

NH4Cl » NH + H'+ClI°
pPH>7
Figura 6- Modulacdo do pH citosolico. Aumento da quantidade de H" provenientes da
glicdlise. Dissociacdo do cloreto de amonio, e difusdo do NH; através da membrana
plasmética, posterior ligacdo do NH3 a prétons do citosol promovendo o aumento do pH

citosdlico.

O modelo de dissociacao/reassociacdo dos complexos Vi e Vo, assume que
as moléculas de enzima ativadas e ndo ativadas, possuem as mesmas
propriedades, ou seja, idéntica sensibilidade aos inibidores, idéntica afinidade ao
ATP e acoplamento idénticos entre o transporte H* e a hidrdlise de ATP. Para testar
essas previsdes, realizamos varios tipos de experimentos. Comparamos o efeito de

diferentes concentracdes de nitrato e de ATP sobre a atividade hidrolitica e o
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transporte de H* nos dois estados da enzima, ativada e ndo ativada. Comparamos
também o efeito de diferentes inibidores sobre a enzima ativada e ndo ativada.

Outra hipbtese de trabalho é que o gradiente de H* pode alterar a ativacéo da
V H'-ATPase e esse conhecimento pode contribuir para o entendimento sobre a
sinalizacdo envolvida na ativacao da bomba, para isso analisamos o efeito do FCCP
e do NH4CI sobre a ativacdo da V e P H'-ATPase.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

1.Verificar se a regulagdo da V H'-ATPase de levedura pela glicose
extracelular precisa da dissociacao/reassociacdo dos complexos Vi e Vo na
auséncia/presenca de glicose ou se a modulagéo da atividade enzimatica pode ser
explicada pela mudanca reversivel da conformacdo do complexo Vi
permanentamente ligado com o complexo membranar Vo.

2.Estudar a importancia da energizacdo de membranas pelo gradiente

protonico para ativacdo de V H*-ATPase e P H'-ATPase pela glicose extracelular.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar se as diferentes concentracdes KNO3z inibem igualmente a hidrolise de
ATP e a formacdo do gradiente proténico pela V H*-ATPase ativada e n&o
ativada em membranas totais como foi previsto pelo modelo atual da
regulacéo da enzima.

e Verificar o efeito de diferentes concentracbes de KNO3; sobre a atividade
hidrolitica e a formacgédo do gradiente protonico pela V H*-ATPase ativada e
nao ativada em membranas do Golgi, vacuolo, RE e membranas do envelope
nuclear, separadas em gradiente de densidade de sacarose.

e Determinar as propriedades cinéticas da enzima ativada e néo ativada para
revelar se ela muda somente a velocidade maxima (Vma) OU se muda a
afinidade ao ATP para hidrdlise de ATP e o transporte de H* e se ela varia
também o acoplamento entre esses dois processos.

e Revelar se a enzima ativada e ndo ativada pela glicose extracelular muda
igualmente a imuno reatividade a anticorpos monoclonais contra as
subunidades “A” e “B” como foi previsto pelo modelo atual da sua regulacao
ou essa mudanca € assimétrica.

e Comparar o efeito dos inibidores da V H*-ATPase, NOz e concanamicina A,
sobre a atividade hidrolitica dessa enzima ativada e nao ativada pela glicose

extracelular.
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Estudar as consequéncias do colapso do gradiente de H® através da
membrana plasmatica pelo proton6foro FCCP ou NH4CI sobre a capacidade
de prevenir a ativacdo de V H'-ATPase e P H'-ATPase pela glicose
extracelular.

Comparar a imuno reatividade a anticorpos monoclonais contra as
subunidades “A” e “B” da enzima ativada, ndo ativada pela glicose

extracelular e “ativada” na presenca de FCCP e glicose ou NH4CI e glicose.
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4. MATERIAIS & METODOS

4.1. Cepade levedura
A cepa selvagem X-2180 (gendétipo: MATa, gal2, mal, mal) da levedura de
brotamento Saccharomyces cerevisiae foi utilizada nesse trabalho. A cepa foi

gentilmente doada pelo Prof. Ludwig Lehle (Regensburg, Alemanha).

4.2. Meio de cultura e manutencao da cepa

O meio de cultura utilizado foi o YEPD (yeast extract peptone dextrose)
contendo: 1% de extrato de levedura (Difco ou Oxoid); 2% de glicose (Vetec); 2% de
bactopeptona (Difco ou Oxoid).

O meio YEPD sélido contém adicionalmente 2% de agar (Vetec). Os meios
foram autoclavados a 0,5 atm (marcados no manémetro), 110 °C por 30 min. O meio
sélido foi vazado em placas de Petri estéreis e levado a estufa a 37°C durante 24
horas para a realizagdo do controle de esterilidade. ApOs este procedimento,
algumas coldnias de S. cerevisiae (X-2180) foram retiradas do meio sélido de
estocagem (YEPD) com o auxilio de uma alca bacteriolégica e semeadas em um

novo meio YEPD sélido.

4.3. Cultura de células

Algumas col6nias de levedura foram retiradas do meio sélido YEPD e
colocadas em 40 mL do meio YEPD liquido, de forma que a densidade 6tica (DO)
inicial do pré-indculo ficasse em torno de 0,1. O comprimento de onda (A) utilizado
foi de 600 nm. As células cresceram a 30°C sob agitacdo constante de 250 rpm até

a fase estacionaria, aproximadamente por 24 horas.

4.4. Preparo da levedura para o isolamento

O volume do pré-inéculo a ser adicionado em 200 mL do meio YEPD
(erlenmeyers de 1000) foi calculado, considerando o tempo de geracao da cepa X-
2180 (2h), baseado na com a curva de crescimento. Apos a adicdo de uma aliquota
do pré-in6culo em meio YEPD liquido, as células foram incubada a 30 °C sob

agitacdo de 250 rpm até que a cultura atingisse o meio da fase logaritimica. Apés o
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crescimento celular, foi realizado o isolamento das vesiculas de membranas de S.

cerevisiae.

4.5. Isolamento de membranas e fracionamento subcelular
O isolamento foi realizado de acordo com o método descrito por Okorokov &
Lehle (1998), com modificagdes. Todos os procedimentos foram realizados no gelo.

Soluc¢des, tubos, rotores e centrifugas foram previamente resfriados.

4.5.1. Obtencéo dos esferoplastos

A suspenséo celular foi centrifugada a 4000 x g por 6 min a 4 °C. Em seguida
foi feito o descarte do meio e determinado o peso umido das células. Para cada 1 g
de peso umido de células foi adicionado 5 mL de tampéao de esferoplastos (Sorbitol
1,2 M, Tris 10 mM, pH 7,4), 1 mg do complexo de enzimas liticas (liticase) e 12 uL
B—mercaptoetanol (concentracdo final 30 mM). Essa suspensédo celular em tampéo
de esferoplastos foi incubada a 37 °C sob fraca agitagéo.

O monitoramento cinético da hidrolise da parede celular foi realizado
espectrofotometricamente (A=600 nm) misturando 10 uL dessa suspensao celular
em 990 uL H,O. Esse monitoramento foi realizado a cada 5 ou 10 min a partir do
tempo O (zero) de incubacdo até o tempo maximo de 50 min ou até que a
absorbancia chegasse ao valor entre 20 a 10% do valor inicial.

O tubo contendo a suspenséo de esferoplastos foi transferido para o gelo e a
reacao de hidrolise da parede celular foi parada pela adicdo do tampao de parada
(“stop solution”) nas concentragdes finais de 10 mM de Tris-HCIl pH 7,4 e 1 mM de
EDTA (solucéo estoque 20 vezes concentrado: Sorbitol 1,2 M, Tris-HCI 200 mM pH
7,4, EDTA 20 mM). Além da solucédo de parada, foram adicionados inibidores de
proteases: benzamidina (concentracdo final 1 mM) e PMSF (concentracdo final 1
mM).

A suspensdo de esferoplastos foi adicionada sobre uma solucdo colchao
(“cushion solution”) (Sorbitol 1,4M, Tris-HCI 50 mM pH 7,4) na proporc¢éo de 1:2, no
tubo de centrifuga. Isto foi feito com o auxilio de uma pipeta, devagar e

inclinadament, evitando a mistura da suspensdo de esferoplastos com a solucéo
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colchdo. Esse material foi centrifugado a 4000 x g por 6 min a 4°C. Esse passo do
procedimento foi realizado com o objetivo de eliminar os residuos de enzimas liticas.

O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e as paredes dos tubos
foram secas com papel filtro para evitar que possiveis enzimas liticas atuem nos

esferoplastos.

4.5.2. Pré-incubacéao dos esferoplastos com glicose

Os esferoplastos foram incubados a 30 °C por 10 min com 20 mL de solugéao
de incubacao com glicose (glicose 100 mM, sorbitol 1,2 M, MgSO4 3 mM, KH,SO,4 10
mM, Tris-HCI 10 mM pH 7,2). Uma amostra controle de esferoplastos (sem glicose)
também foi incubada sob as mesmas condi¢ées em um tampéao sem glicose (sorbitol
1,2 M, MgSO, 3 mM, KH,SO4 10 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7,2). Centrifugou-se a
4000 x g por 6 min a 4 °C.

4.5.3. Obtencdo de membranas totais

Os sedimentos obtidos das duas versbes (com e sem glicose) foram
ressuspensos em 20 mL de tampao de lise (sacarose 12,5% MOPS-KOH 20 mM pH
7,6), DTT 1 mM, 1 pg/mL, coquetel de inibidores de proteases (solucdo estoque do
coquetel de inibidores de proteases € composto de quimiostatina, pepstatina,
antipaina, leupeptina e aprotinina na concentracdo de 1 mg/mL cada um),
benzamidina 1 mM e PMSF 1 mM.

A ressuspensao foi homogeneizada, em homogeneizador de vidro com pistilo
de teflon (“‘potter”), com 21 ciclos completos (“strokes”). O homogeneizado foi
centrifugado a 4000 x g por 6 min a 4 °C.

O sedimento foi desprezado e o sobrenadante (suspensdo de membranas
totais) foi transferido para o tubo da ultracentifuga e centrifugada a 45000 x g por 45

min a 4 °C.

4.5.4. Obtencdo de membranas intracelulares fracionadas em gradiente
de densidade de sacarose
O sedimento (membranas totais) foi ressuspenso em, aproximadamente, 1,5

mL de solucéo de resuspenséo (10 mL do tampao de lise, 1,17g de glicerol, 10 pL de
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coquetel de inibidores de proteases a 1 mg/mL, 25 uL benzamidina a 200 mM, 25 uL
PMSF a 200 mM e 4 puL DTT a 500 mM). Esse volume foi adicionado
gradativamente, geralmente de 300 em 300 uL misturando bem, até que o volume
final determinado fosse atingido. A ressuspensdo de membranas totais foi colocada
no homogeneizador de vidro com o pistilo de teflon (“potter”) e homogeneizada com
7 ciclos completos (“strokes”).

Foram adicionados 1,2 mL de ressuspensdo de membranas totais sobre um
gradiente descontinuo e simplificado de densidade de sacarose com as
concentragbes de 25, 38 e 50%. Cada concentracdo de sacarose foi preparada
peso/peso (p/p) em tampdao MOPS-NaOH 10 mM, MgCl, 1 mM, pH 7,2 e
complementadas com glicerol a fim de que todas as bandas formadas por diferentes
concentragbes de sacarose tivessem a mesma miliosmolariade que a mais
concentrada (50%). Com essas concentracdes de sacarose foram obtidas bandas
enriguecidas com vesiculas equivalentes ao vacuolo (25%), Golgi (38%), RE/MP
(50%) e sedimento (membranas mais densa que RE, provavelmente RE/EN/MP). O
sedimento foi ressuspenso em sacarose 50%. O gradiente foi centrifugado a
140.000 x g por 2 horas e 45 minutos a 4 °C. O volume de membranas totais
restante foi aliquotado em tubos coénicos de 1,5 mL, congelado em nitrogénio liquido
e armazenado no freezer a -70 °C até o momento da andlise.

As vesiculas de membranas separadas em gradiente descontinuo e
simplificado de densidade de sacarose foram fracionadas com o auxilio de uma
pipeta, coletando apenas as bandas enriqguecidas com as membranas citadas
anteriormente. ApOs a distribuicdo das bandas em tubos conicos de 1,5 mL, as
fracbes de vesiculas de membranas foram congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas no freezer a -70 °C até o momento da analise.

4.6. Determinagdo da formacg&o do ApH (transporte de H")
A determinacdo do ApH foi realizada baseando-se no protocolo descrito por
Okorokov & Lichko (1983). Registrou-se a formagao do ApH através das membranas

das organelas da via secretdria, a partir do transporte de H* realizado pela V H"-
ATPases ou P H"- ATPases.
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Para tal, foi utilizado tampé&o de incubacdo contendo KCI 20 mM, MgSO4 2,5
mM, solucdo de MOPS-KOH (sacarose 12,5 %, MOPS-KOH 20 mM, pH 7,4) em
guantidade suficiente para complementar 2,0 mL de volume final, 3 uL de ACMA
(estoque de 1 mM dissolvido em etanol) e a suspensao de vesiculas de membranas
com volume variando entre 10 a 30 uL, dependendo da atividade apresentada, de
modo que a amplitude maxima (Fmax ) ndo ultrapasse o valor de 50%.

ApoOs trés minutos de incubacdo a 30°C (ou o tempo necessario para
estabilizacdo da fluorescéncia), acrescentou-se 1 mM de ATP pH 7,2. Ap6és um
tempo aproximado de 600 seg (ou o suficiente para atingir o aquilibrio entre reacéo),
usou-se 50 mM de NH,CI para desfazer o gradiente protonico estabelecido. A
fluorescéncia da cinética enzimatica foi medida no espectrofluorimetro em um A de
excitacdo em 415 nm e de emissdao em 485 nm, com abertura de 5 nm/10 nm.
Utilizamos a formula Vo = [Fo / (Fmax * T)] * 100 (Figura 7), onde:

Vo: velocidade inicial de formacéo do ApH;

Fo: Fluorescéncia dependente de Vo, num tempo “T”, determinada pela extrapolacao
de uma reta tangente a maior inclinacdo inicial para o eixo do tempo;

Fmax: fluorescéncia maxima (total);

T: tempo em minutos;

AFmax = Feq / Fmax * 100;

Feq: fluorescéncia de equilibrio, determinado como fluorescéncia do platd que reflete

o equilibrio entre o influxo e o efluxo de H* nas vesiculas.
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Figura 7. Determinacdo de velocidade inicial e amplitude maxima do transporte de H* por
membranas de S. cerevisiae, cepa X-2180. Velocidade inicial (Vo=[Fo/(Fota*T)]*100); Amplitude
maxima (AFmax=(Feq/Fiotar) ¥100).

4.7. Determinacao do conteudo de proteina

O conteudo de proteina foi dosado baseando-se no método descrito por
Bradford (1976). Transferem-se 28 mg de comassie brilliant blue G 90% para um
becker, devidamente envolvido com papel aluminio a fim de evitar a entrada de luz,
contendo 12 mL de etanol absoluto. Deixa-se sob agitacdo por 1 hora a temperatura
ambiente (25-30 °C). Foram adicionados 25 mL de &cido ortofosférico (85%) e, apos
homogeneiza¢céo, completa-se o volume para 250 mL com agua destilada em baléo
volumétrico. Filtra-se a solu¢do em papel de filtro por trés vezes. Armazena-se em
um vidro ambar.

Para determinacédo da curva padrao foi utilizada uma solucdo de albumina de
soro bovino contendo 1 mg/mL, armazenada em freezer ou congelador. Aliguotas de
2 uL a 20 plL da solucéo de albumina 1mg/mL foram colocadas em tubos de ensaio e

o volume foi completado com agua destilada para 100 pL. Adiciona-se 1 mL da
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solucdo de Bradford, em intervalos de 30 em 30 seg. Aguarda-se exatamente 10
min, a temperatura ambiente e procede-se as leituras em espectrofotdmetro (A=595
nm) obedecendo ao mesmo intervalo utilizado anteriormente.

Determina-se o conteudo de proteina utlizando-se entre 5 e 15 uL de
suspensao de membranas, completando-se o volume para 100 uL com &gua
destilada e adicionando-se 1 mL da solugédo de Bradford em intervalos de 30 seg.
Aguardam-se 10 min. a temperatura ambiente e procede-se as leituras em
espectofotdmetro obedecendo ao mesmo intervalo de tempo utilizado anteriormente.
Para os valores do conteudo de proteina que ficaram fora da faixa de linearidade, ou
seja, nas extremidades da curva padrdo, os seguintes procedimentos serao
realizados: (1) o conteudo de membranas foi aumentado ou (2) as membranas foram
diluidas em agua destlada, a fim de que essas leituras estivessem

preferencialmente entre os valores médios na curva padrao.

4.8. Determinacao da hidrolise de ATP

A atividade ATPasica foi medida pelo aumento da quantidade de fosfato
inorganico (P;) resultante da hidrélise de ATP.

O preparo dos ensaios de hidrélise de ATP (ATPase total) foi feito sob
refrigeracdo (gelo). Nos tubos de ensaio foram colocados 10 uL de suspenséo de
vesiculas de membranas e 230 uL do tampéo de hidrélise (MES-KOH 30 mM,
MgSO, 3,75 mM, molibdato de amoénio 262 uM pH 6,5 — para obter as
concentragfes finais de MES 23 mM, MgSO,4 2,1 mM e molibdato de aménio 192
uM), 10 uL de ATP-NaOH 50 mM pH 7,2 (ATP 1,62 mM concentracao final) e 50 uL
de 4gua destilada necesséria para completar 300 uL. O meio de reacao foi incubado
a 30 °C por 30 min. Apds o tempo de incubacao, os tubos foram colocados no gelo
novamente, completou-se o volume da reacdo de hidrélise para 1 mL com agua
destilada gelada, a fim de parar a reacdo. Foram adicionados 2 mL da solucdo C
(mistura 100:1 da solucéo A e a solucao B), que deve ser preparada préximo a adicao
desta na reacdo. A solucado A é composta por 0,5% molibdato de amdnio, 0,5% SDS,
2% H,S0,. A solucéo é composta por 10% acido ascoérbico. A solucéo foi incubada por
10 min, em banho-maria a 30 °C, seguida imediatamente da leitura da absorbancia

no espectrofotdmetro (A=750 nm).
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4.9. Solubilizacdo da V H*-ATPase para realizacdo de imuno reatividade

A fim de se obter quantidade suficiente de membrana para realizar a
solubilizacdo da V H*-ATPase a partir de membranas isoladas do vactolo e do Golgi
foram realizados seis isolamentos de membranas com fracionamento subcelular
(conforme descrito anteriormente). As membranas do vacuolo e do Golgi foram
reunidas em tubos da ultracentrifuga e o volume foi completado com tampao (Tris-
HCI 10mM, EDTA 1mM, glicerol 10%, pH 7,5). Essas membranas foram ent&o
centrifugadas a 140.000 x g por 30 min a 0°C. Apds essa centrifugacdo os
sedimentados foram ressuspensos em tampao (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, glicerol
10%, pH 7,5, 10 uL de coquetel de inibidores de proteases a 1 mg/mL, 0,5mM de
benzamidina, 0,5mM de PMSF, 0,2mM de DTT e 1% do detergente CE%) e
incubados no gelo por 60 min. Foram colocados 1 mL da ressuspensao de
organelas sobre um gradiente descontinuo de densidade de glicerol com as
concentragbes de 25, 33, 36, 39, 45, 47 e 50% (cada concentracédo de glicerol foi
preparada (p/p) em tampéao Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 7,5).

O gradiente foi centrifugado a 165.000 x g por 14 horas a 0°C. ApGs a
centrifugagcédo, o material foi coletado com a ajuda de um capilar acoplado a uma
bomba peristaltica e acondicionado em tubos conicos, sendo colocado,
aproximadamente, 700 uL do material em cada tubo. Em seguida o material foi
congelado em nitrogénio liquido e armazenado no freezer a -70 °C até o momento

da analise.

4.10. Eletroforese (SDS-page) e imunoensaio (western blotting)

Utilizamos gel de SDS-page de acordo com Lichko & Okorokov (1984) para
determinar o conteudo de proteina pela coloracdo com comassie blue e para
avaliagdo do contelido de subunidades da V H*-ATPase, do complexo catalitico da
enzima: subunidades A e B (do complexo V). Para quantificar a imuno reatividade
dos anticorpos especificos para essas subunidades foi usado o método descrito por
Retamal (1999).
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4.11. Cinética Enzimética

Os célculos das andlises cinéticas foram realizados a partir da construgdo da
equacao de Lineweaver-Burk, parcialmente descrita abaixo.

Em concentragbes relativamente baixas de substrato, a Vo aumenta quase
linearmente com o aumento do substrato. Em altas concentragbes de substrato, Vo
aumenta em pequenas quantidades em resposta ao aumento do substrato. Finalmente,
€ atingido um ponto além do qual um aumento em V, € insignificantemente pequeno
com o aumento do substrato. Esta regido de Vy tipo platd esta préxima a velocidade
maxima, Vmax (Figura 8 - David & Michael, 2011).

- %Vm
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Vo |
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K
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Figura 8. Modelo de cinética enzimética, a velocidade méaxima, Vs, € extrapolada.
A concentragdo de substrato no qual a V, é metade da Vnax € referente ao valor do Ky,
(constante de Michaelis). Adaptado de David & Michael, 2011.

A curva que expressa a relacao entre a ¢ oncentracao de substrato ([S]) e Vo tem
a mesma forma geral apresentada para a maioria das enzimas, e pode ser expressa

algebricamente pela equacéo de Michaelis-Menten.

Vo = Vmax [5]
Km+[5]
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A equacao de Michaelis-Menten pode ser transformada em equacdes mais Uteis
para fazer gréficos com dados experimentais. Uma transformag¢do comumente usada é

derivada tomando as reciprocas dos dois lados da equacao.
1 _ Km+[5]
Vo Vméx [5]
1 KEm 1

Vo Vméx [=] Vméx

Essa forma de equacdo é denominada de equacdo de Lineweaver-Burk. No
caso de enzimas que obedecem a relacdo de Michaelis-Menten, um grafico de 1/V, por
1/[S] produz uma linha reta. A representacdo duplo-reciproca tem a vantagem de
permitir uma determinacdo mais acurada de Vma, a qual s6 pode ser obtida
aproximadamente nos graficos simples de V, em relacdo ao substrato (Figura 9 - David
& Michael, 2011).

Inclinag#o =

e
g

S\ midf )

Figura 9. Gréafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk. Adaptado de David &
Michael, 2011.

4.12. Determinacdo de GDPase (enzima marcadora de membranas do
Golgi)

A atividade GDPasica foi detectada pelo aumento da quantidade de fosfato
inorganico (Pi) resultante da hidrolise de GDP, seguindo o método descrito por

Albeijon et al. (1989). A preparacao para determinacdo de GDPase foi feita no gelo,
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colocando-se 10 uL de imidazol 200 mM pH 7,4; 10 pL de triton X-100 1%; 2 uL
CaCl, 100 mM; 10 uL GDP 70 mM; 58 uL de &gua destilada; 10 uL de suspenséo de
membranas. As amostras foram incubadas a 37 °C por 30 min. ApOs esse tempo, as
amostras retornaram ao gelo e foram adicionados 10 uL de SDS 5% a fim de
paralisar a reacéo e 880 uL de agua destilada gelada. Apo6s a adicdo de agua foram
adicionados 2 mL da solucdo C (adicionados com intervalo de 30 seg de um tubo de
reacdo para outro). Cada reacdo foi incubada por 10 min a 30°C e submetida

imediatamente a leitura de sua absorbancia (A=750 nm).

4.13. Determinacdo de NADPH 6xido-redutase (enzima marcadora do RE)

A atividade da NADPH citocromo ¢ oxido-redutase foi determinada segundo o
meétodo de Feldman et al. (1987). A determinacao foi feita diretamente na cubeta
com 900 uL da solugéo de citocromo ¢ KCN (sorbitol 0,6 M; KH,PO4 50 mM, KCN
400 uM, citocromo ¢ 1 mg/mL, pH 7,4) pré-aquecida a 30°C, 100 uL da solucéo de
NADP-H (sorbitol 0,6 M; KH,PO4 50 mM, NADPH 1 mM, pH 7,4) e 30 uL de fragbes
de vesiculas de membranas separadas em gradiente de sacarose. O tempo da
reacdo foi iniciado quando as fracbes de vesiculas de membranas foram
adicionadas na solucdo e a cubeta foi invertida aproximadamente 3 vezes (para
misturar os componentes da reacao). A primeira leitura cinética foi feita no tempo de
10 segundos apoOs a introducdo das vesiculas de membranas. As leituras da
absorbancia foram feitas no comprimento de onda de 550 nm com intervalos de 5
segundos até completar o tempo de 180 segundos.

As absorbancias registradas sob comprimento de onda de 550 nm foram
tratadas da seguinte forma: (1) cada DO encontrada entre os intervalos de 5
segundos foi colocada no papel milimetrado; (2) apenas os pontos lineares da curva
foram considerados validos (geralmente os primeiros pontos); (3) foi tracada uma
reta de tendéncia, que foi utilizada para o célculo da atividade; (4) foi encontrado o
As (a diferenca entre o ponto inicial e o ponto final na reta de tendéncia) para o
tempo de 1 minuto; (5) a velociade enzimatica foi determinada pela razdo do Ase ot
(1 minuto). A unidade da velocidade enzimatica desta enzima foi especificada como

unidades relativas/minuto.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do KNO3 sobre a atividade hidrolitica das V H*-ATPases

A V H*-ATPase pode ser inativada, pelo nitrato e outros anions caotropicos
na presenca de Mg®* e ATP em baixa temperatura (Moriyama & Nelson, 1989a). O
nitrato € um reagente caotropico que desestabiliza a estrutura enzimatica, causando
a dissociacdo de algumas subunidades do complexo Vi (subunidade A catalitica e
subunidade B regulatéria), nestas condicdes a enzima perde as atividades
ATPasicas e de transporte de H'. A dependéncia desta inibicio pela baixa
temperatura (“cold inactivation”) foi achada com membranas isoladas de células
animais (Moriyama & Nelson, 1989a).

Para verificar se a V H*-ATPase pode ser inativada pelo KNO3z a 0 °C, foi
analisado a hidrolise de ATP em membranas totais incubadas ou ndo com glicose
usando 1,7 mM de ATP (figura 10 A) e usando 5 mM de ATP (figura 10 B), variando
a concentracdo de KNOj;. Foi analisado também o efeito do KNO3; sem pré-
incubacédo no gelo nas mesmas condicdes, a fim de compararmos o efeito do KNO3
a 0 °C (Figura 10 C).



43

Atividade hidrolitica da V H*-ATPase (%)

Atividade hidrolitica daV H*-ATPase (%)

120

100

80 -

60 4

40 4

20 4

A 140 - B

—4+—Ndo ativada

Ativada 120 4

100
80 v\\
60 - \

.
N \

0 50 100 150 200 250

* \\
0

—+—Naoativada

Ativada

0 50 100 150 200

250

KNO3 (mM) KNOS3 (mM)
- 120 C —4#—N3Z0 ativada
=
Py Ativada
g 100
o
. ¥
<
*:‘: 80 -
>
i}
k=)

@ 60 -
2
=
e
T 40 -
=
@
k=]
g 20 -
=
b4
0 T T T ,
0 50 100 150 200 250
KNO3 (mM)

Figura 10. (A) Hidrélise de ATP pela V H'-ATPase de membranas totais (MT) pré-incubadas a
0°C por 30 min. 1,7mM de ATP. na presenca do tampéo de incubac¢éo, contendo 4,25mM de Mg*,
50mM de KCI e ATP (foi usado 1,7 mM de ATP), a hidrdlise foi feita incubando 30 min. a 30 °C). A
ativacdo para transporte de H* foi: Vo=4,4x, Fna=7x € ATPase=2,6x; 100% da atividade de V H+-
ATPase correspondem a atividade inibida por 200mM de KNO3; que néo ativada = 2,54 umol de Pi/mg
de proteina x min. e ativada = 7,84 pmol de Pi/mg de proteina x min.. B) Hidrélise de ATP pelaV H'-
ATPase de membranas totais (MT) pré-incubadas a 0 °C por 30 min. 5mM de ATP. na presenca
do tampao de incubacdo, contendo 12,5mM de Mg**, 50mM de KCl e ATP (foi usado 5 mM de ATP, a
hidrolise foi feita incubando 30 min. a 30 °C). A ativac&o para transporte de H* foi: Vo=2,2X, Frna=1,6x
e ATPase=1,1x; 100% da atividade de V H+-ATPase correspondem a atividade inibida por 200mM de
KNO3 que ndo ativada = 15,15 umol de Pi/mg de proteina x min. e ativada = 16,55 umol de Pi/mg de
proteina x min.. (C) Hidrélise de ATP pela V H'-ATPase de membranas totais (MT) sem pré-
incubac&o no gelo 5mM de ATP. Foram usados 12,5mM de Mg**, 50mM de KCI (foram usados 5
mM de ATP, a hidrdlise foi feita incubando 30 min. a 30 °C). A ativagdo foi: V¢=2,2X, Fna=1,6Xx €
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Verificamos que tanto em membranas ativadas com glicose (membranas
isoladas de esferoplastos pré-incubados na presenca de glicose) como em ndo
ativadas (membranas isoladas de esferoplastos pré-incubados na auséncia de
glicose), a hidrélise de ATP diminuiu de acordo com o aumento da concentracdo de
KNOs e a inibicdo de 50% foi obtida com aproximadamente 50 mM de KNO3 para as
duas versodes (Figura 10 A). Os dados mostram que nao ocorreu diferenca entre a
enzima ativada e nao ativada pela glicose extracelular, o que pode significar que a
integridade da estrutura da enzima que determina a atividade hidrolitica em ambos
os estados, ativada e ndo ativada, é muito similar.

Na figura 10 B também ndo notamos diferenca em relacéo ao efeito inibitorio
do KNO3 sobre a enzima ativada ou néo. A inibicdo de 50% da bomba foi obtida com
aproximadamente 100 mM de KNO3; para as ambas as versées. Mas com 0 aumento
da concentracdo de ATP verificamos um aumento da atividade especifica de bomba
para hidrélise de ATP de 6 vezes na enzima nao ativada e de 2,1 vezes na enzima
ativada, acredito que esse menor aumento na enzima nao ativada foi causado por
uma diferenca de afinidade ao ATP entre as duas formas da enzima

Na figura 10 C novamente ndo podemos notar diferenca, em relacdo a
inibicdo por KNO3 entre as formas ativada e ndo ativada da enzima, sendo que a
inibicdo de 50% foi obtida com aproximadamente 50 mM para cada estado da
enzima. Imaginamos se a temperatura de 30°C, na qual realizamos a hidrélise, ndo
teria um efeito “secundario” ativando proteases, o que causaria uma diminuigao
nessa atividade, mascarando assim o efeito do KNOs.

Nos experimentos seguintes o tempo da hidrélise foi alterado com o alvo de
obtermos uma linearidade na hidrolise de ATP (Figura 11). A concentracdo de ATP
foi diminuida para 1mM e a de Mg** para 2,5mM sendo essas concentracdes iguais
a utilizada nos experimentos de transporte de H*. A mudanca desses dois
parametros foi feita para podermos comparar melhor o efeito do KNO3 no transporte

com a hidrodlise.
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Figura 11. Determinacgdo da linearidade da hidrolise de ATP em membranas totais (MT) com
glicose. As MT foram diluidas 3x e 5x variando o tempo de hidrélise (incubacéo a 30 °C). A atividade

hidrolitica é linear até os 10 min. de hidrélise.

Pode-se notar na figura 11 até os primeiros 10 minutos, ha uma linearidade
na hidrélise de ATP. Logo apds esse tempo, aos 15 minutos comecou a ocorrer a
diminuicdo na hidrdlise de ATP e entre os 20 e 30 minutos a hidrélise de ATP ficou
mais proxima da saturacdo. Dessa forma, o protocolo foi mudado para permitir a
comparacio da velocidade inicial de transporte de H* com a hidrolise de ATP mais
eficientemente.

Analisamos entdo a hidrélise de ATP em MT, sendo usado 1mM de ATP e
2,5mM de Mg? sem pré-incubacdo no gelo, e o tempo de hidrélise foi de 15 min. a
30 °C (Figura 12).
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Figura 12. Hidrélise de ATP pela V H'-ATPase em membranas totais (MT), sem pré-incubac&o
no gelo 1mM de ATP, média de dois experimentos. As MT, foram usados 2,5mM de Mg®*, 50mM
de KCI (foi usado 1 mM de ATP, a hidrdlise foi feita incubando 15 min. a 30 °C). Isolamento do dia
26/11/08, onde a ativacdo foi: V(=2,8X, Fna=2,4x € ATPase=1,9x; 100% da atividade de V H+-
ATPase correspondem a atividade inibida por 200mM de KNO3, que ndo ativada = 3,66 umol de

Pi/mg de proteina x min. e ativada = 7,3 umol de Pi/mg de proteina x min..

Na Figura 12, podemos observar que também néo ocorreu diferenca entre o
efeito inibitério do KNO3, sobre as formas ativada e n&do ativada da enzima e a
inibicdo de 50% da enzima foi obtida com aproximadamente 50 mM de KNOs.

Apés a andlise de todos os resultados de hidrélise de ATP pode-se notar que
a inibicdo da bomba pelo nitrato ndo mostra alteracao significativa entre os estados
ativado e a nao ativado, mesmo quando foram usadas altas concentracdes de ATP
(5 mM) ou quando incubamos a 0 °C. Os dados sugerem que, em leveduras a
incubacao no gelo ndo promove a inativacdo da enzima, o que € contrario aos dados
de Moriyama & Nelson (1989a), os quais mostram que a 0°C ha inibicdo da bomba
em células animais. No entanto, os dados aqui apresentados estdo de acordo com

os dados apresentados por Kane et al. (1989), também em levedura.
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Como a V H*-ATPase s6 apresenta atividade hidrolitica quando o complexo
catalitico V; esta ligado ao complexo Vo, formado pelas proteinas integrais da
membrana e responsavel pelo transporte de H*, os dados sugerem que ambos os
estados da enzima apresentam uma interagcao/ligacdo semelhante entre as
subunidades do complexo Vi e membrana. A estrutura da enzima, que é essencial a
atividade hidrolitica, parece ser semelhante para os dois estados da enzima (ativado
e ndo ativado), baseado na sua desestabilizacdo do complexo catalitico V; por

anions caotrépicos.

5.2. Efeito do KNOssobre o transporte de H mediado pela V H*-ATPase

Primeiramente foi analisado o transporte de H' pela V H'-ATPase em
membranas totais, energizadas ou nao pela glicose extracelular. As concentra¢cdes
de KNO3; foram variadas, afim de identificar possiveis inibicdes diferenciadas pelo
nitrato na atividade da V H*-ATPase (ativada e ndo-ativada).

Pode-se observar que a velocidade inicial (V,) do transporte de H* pela V H'-
ATPase foi inibida pelo nitrato de maneira diferente para os dois estados da enzima,
revelando, ainda, uma maior resisténcia da enzima ativada (Figura 13). A inibicdo de
50% da V, de formacdo do ApH pela enzima nao ativada foi obtida com
aproximadamente 10 mM de KNO3 enquanto que nas enzimas ativadas pela glicose
extracelular essa inibicdo foi atingida acima de 25 mM de KNOs. Observamos
também que a enzima ndo ativada apresentou baixa atividade de transporte de H*
na presenca de 100 mM de nitrato, enquanto a enzima ativada ainda apresenta
aproximadamente 30% da V, e 50% de “steady state” de transporte de H*. Os dados
também revelam a inibicdo mais efetiva do transporte de H* em comparagio com a

inibicdo da atividade hidrolitica, ou seja, a acdo desacopladora do nitrato.
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Figura 13. O aumento da concentracdo de nitrato revela resisténcia mais alta da enzima
ativada. Dados de trés experimentos feitos com membranas totais energizadas ou ndo por glicose
extracelular, as analises foram feitas na presenca de 1mM de ATP, 2,5mM de Mg®** e 300uM de VO,*
para inibir a P H- ATPase.As barras apresentam o erro padrdo. 100% de V, ndo ativada = 232,9
mg/mL e 100% de V, ativada = 541 mg/mL
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A Fnax de formacdo do ApH também foi inibida com o aumento da
concentragdo de KNO3, mas a inibicdo da Fnysx foi menos efetiva do que a inibicdo da
V, tanto em membranas energizadas quanto em néo energizadas pela glicose. A
Fnax de formacdo do ApH em membranas n&o ativadas foi inibida 50% com
aproximadamente 25 mM de KNO3; enquanto nas membranas ativadas essa inibicdo
foi obtida com 50 mM de KNOs (Figura 14).
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Figura 14. Efeito do KNO3 sobre a Fs de formacédo do ApH. Dados de trés experimentos feitos
com membranas totais energizadas ou nado por glicose extracelular, as andlises foram feitas na
presenca de 1ImM de ATP, 2,5mM de Mg** e 300 uM de VO,? para inibir a P H*-ATPase. As barras
apresentam o erro padrdo. 100% de Vo ndo ativada = 172 mg/mL e 100% de V, ativada = 332

mg/mL.

Os dados da Figura 13 juntamente com dados similares obtidos por Camila
Cruz, Layz Ribeiro e Flavia Paiva foram analisados em conjunto e deram origem a
figura 15, a qual relaciona a inibicdo pelo nitrato da atividade hidrolitica e da Vo de
transporte de H* em membranas totais ativadas e ndo-ativadas pela glicose. Pode-

se observar que a transporte de H* é inibido de forma mais eficiente que a hidrolise
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de ATP e quando analisamos a razdo entre a velocidade inicial de transporte de H”
da enzima ativada com a enzima ndo ativada é possivel notar um aumento dessa
razao em resposta ao aumento da concentragao de nitrato (insert Figura 15). Este
achado indica que o nitrato, mesmo em baixas concentragdes (mas na presenca de
50 mM de CI, um anion caotropico fraco, usado para transformar o potencial de
membrana em ApH), desacopla a hidrélise de ATP e o transporte de H* em enzimas
ativadas e néo ativadas. Essa acéo de desacoplamento por nitrato, que foi relatada
anteriormente em granulos de cromafina de glandulas supra-renais de bovinos

(Moriyama & Nelson, 1987), foi menos significativa na enzima ativada (Figura 15).
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Figura 15. Inibicdo pelo nitrato da hidrolise de ATP e da velocidade inicial de
transporte de H" mediado pela V H'-ATPase ativada e n&o ativada, em membranas
totais. A atividade especifica de ATPase de enzima ndo-activada e ativada foram de 0,76
e 0,46 umol/mg x 10 min., respectivamente, enquanto as velocidades iniciais foram de
743+-68 e 200+-17, porcentagens quenchng de fluorescéncia/mg x min. Insert: O efeito
do nitrato na raz&o entre a velocidade inicial do transporte de H em enzima ativada (Vq+)

e enzima ndo-ativada (Vo-).
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A capacidade de acoplamento da bomba foi aumentada pela glicose
extracelular (Figura 16). De acordo com o modelo mecéanico, o aumento do nimero
de moléculas de enzima associadas deve ser igual ao crescimento das atividades
das duas reacfes catalisadas pela bomba, isto €, a glicose extracelular ndo poderia
ser capaz de modificar o acoplamento da enzima. Em contradicdo com esta previséo
da hipotese atual, os nossos dados sobre a capacidade de acoplamento dos dois
estados da bomba revelou que essa deiferenca € de pelo menos duas vezes maior

para enzima nao ativada (Figura 16).
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Figura 16. Inibicdo do acoplamento da V H'-ATPase pelo nitrato em membranas totais
ativadas e ndo ativadas, revelou o maior acoplamento e maior estabilidade da bomba
ativada. A capacidade de acoplamento (Vo/ATPase) é dada como percentagem de quenching

de fluorescéncia/umol de ATP.
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Para a bomba ativada, 2,5 mM de nitrato diminuiu a velocidade inicial de
transporte de H" em 24% sem que ocorresse a perda da sua atividade ATPasica.
Sob as mesmas condi¢des, o nitrato diminuiu a atividade ATPésica e a velocidade
inicial de transporte de H* catalisada pela enzima nédo ativada em 7,7% e 26,6%,
respectivamente. A uma concentragdo de 5mM, o nitrato inibiu 29% e 42% da
velocidade inicial de transporte de H® em enzimas ativadas e n&o ativadas,
respectivamente. Por outro lado, as atividades ATPasicas correspondentes s6 foram
reduzidas em 53% e 6,7% para as bombas ativadas e nao ativadas,
respectivamente. O interessante € que as eficiéncias de acoplamento destas
pequenas populacdes, encontradas em ambos 0s estados da enzimas, inibidas por
5 mM de nitrato, foram 5,5 e 6,2 vezes maior do que a eficiéncia de acoplamento

para todas as bombas na auséncia de nitrato (Figura 17).
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Figura 17. A capacidade de acoplamento de sub-populacdes de moléculas de V H'-

ATPase inibidas pelo aumento das concentragdes de nitrato. Para cada concentracao

de nitrato, a razdo de acoplamento foi calculada dividindo-se a diferenca das velocidades
iniciais de transporte de H* (V) pela diferenca da hidrélise de ATP da mesma concentragio

de nitrato.
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A Figura 17 mostra que as enzimas exibem a maior capacidade de
acoplamento, quando foram inibidas por 5 mM de nitrato em ambos estados da
bomba.

Posteriormente, foi realizada a andlise do efeito do KNO3 sobre a formacao do
ApH nas membranas isoladas das organelas da via secretéria energizadas ou néo
pela glicose extracelular, afim de sabermos se essas organelas apresentam V H*-
ATPases com as mesmas caracteristicas cinéticas ao longo da via secretoria
(figuras 18 e 19).
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Figura 18. Efeito do KNO; sobre a Vo de transporte de H® mediado pela V H'-ATPase.

Membranas das organelas da via secretéria energizadas ou néao por glicose extracelular: A)

vacuolo, B) Golgi, C) RE, D) membranas nado energizadas, E) membranas energizadas, as analises

foram feitas na presenca de 300uM de VO, para inibir a P H-ATPase.(1° Isolamento)

Podemos observar na figura 18 que o esperado assim como em membranas

totais a V, de transporte de H™ foi inibida pelo KNOs; de forma dependente da

concentracdo. Podemos observar também que as organelas da via secretéria foram

inibidas de forma diferenciada.
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Figura 19. Efeito do KNO; sobre a Fps de formac&o do ApH mediado por V H'-ATPase em

membranas das organelas da via secretéria energizadas ou nédo por glicose extracelular: A)

vacuolo, B) Golgi, C) RE, D) membranas nado energizadas, E) membranas energizadas, as analises

foram feitas na presenca de 300uM de VO, para inibir a P H-ATPase.(1° Isolamento)

A Fmax de formacdo do ApH também foi inibida de forma diferenciada em

fracbes enriquecidas com membranas das organelas da via secretdria em

decorréncia da utilizacdo de KNO3, sendo que o RE foi mais resistente a essa

inibicdo (Figura 19). Assim como em MT a inibi¢cado da Fnsx foi menos efetiva do que
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a inibicdo da V, tanto em membranas energizadas quanto em nao energizadas pela

glicose.

Tabela 2: Atividade especifica do transporte de H" para MT e membranas das orga-
nelas da via secretdria (1° Isolamento). Os dados apresentados estdo em unidade/mg

de proteina.
MT Vacuolo Golgi RE
Fmax s/ gli 153 392 953 157
Fmax ¢/ gli 347 445 1151 245
Vo s/ gli 250 479 1151 232
Vo c/ gli 662 936 2076 464

No 1° isolamento encontramos uma estimulagdo da V H*-ATPase em relacdo
a V, de transporte de H* promovida pela glicose de aproximadamente 2 vezes nas
organelas da via secretodria e de aproximadamente 2,5 vezes em membranas totais
(tabela 2).
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A fim de verificar se a tendéncia de inibicdo pelo KNO3; em organelas da via
secretéria pode ser reproduzida e que ndo € apenas uma variacao experimental
fizemos novas andlises do efeito do KNO3 sobre a formacdo do ApH nas organelas

da via secretéria energizadas ou ndo pela glicose extracelular (Figuras 20 e 21).
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Figura 20. Efeito do KNO; sobre a Vo de transporte de H" mediado pela V H'-ATPase em
membranas das organelas da via secretdria energizadas ou néo por glicose extracelular: A)
vacuolo, B) Golgi, C) RE, D) membranas néo energizadas, E) membranas energizadas, as andalises

foram feitas na presenca de 300uM de VO, para inibir a P H*-ATPase. (2° Isolamento)
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Figura 21. Efeito do KNO3; sobre a Fna de formacdo do ApH mediado pela V H-ATPase em

membranas das organelas da via secretéria energizadas ou nao por glicose extracelular: A)

vacuolo, B) Golgi, C) RE, D) membranas nado energizadas, E) membranas energizadas, as analises

foram feitas na presenca de 300uM de VO, para inibir a P H-ATPase. (2° Isolamento)

Novamente é possivel observar que tanto a Vg do transporte de H* (figura 20)

guanto a amplitude maxima de formacdo do ApH (figura 21), foram inibidas pelo

KNOj3, e essa inibicdo ocorreu de forma diferenciada nas diferentes organelas da via
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secretoria, sendo que dessa vez nédo verificamos uma maior resisténcia a inibicdo no
RE. Esses dados estdo em concordancia com os dados obtidos no primeiro
isolamento, mostrando assim um padréo de inibicdo pelo nitrato, tanto em enzimas
ativadas quanto em néo ativadas.

Nesta Gltima andlise foi encontrada uma estimulacdo da V H*-ATPase em
relacdo a Vo de transporte de H* promovida pela glicose de aproximadamente 1,4

vezes em MT, no Golgi e no RE e de 1,9 vezes no vacuolo (tabela 3).

Tabela 3: Atividade especifica do transporte de H" para MT e membranas das
orga-nelas da via secretéria (2° Isolamento). Os dados apresentados estdo em

unidade/mq de proteina.

MT Vacuolo Golgi RE
Fmax s/ gli 276 556 405 114
Fmax ¢/ gli 315 632 488 120
Vo s/ gli 354 640 499 132
Vo c/ gli 514 1223 728 183

Observamos que tanto a V, quanto a Fnha de formacdo do ApH em
membranas totais e nas membranas das organelas da via secretoria foram inibidas
pelo KNO3; de maneira menos eficiente na forma ativada da enzima, sugerindo que a
glicose deixa a enzima mais estavel. Como dito anteriormente € conhecido que o
nitrato € um reagente caotropico que desestabiliza a estrutura enzimatica, causando
a dissociacdo de algumas subunidades do complexo Vi (subunidade A catalitica e
subunidade B regulatéria) (Moriyama e Nelson, 1989a). Portanto concluimos que a
enzima ativada pela glicose extracelular tem uma estrutura mais soélida e sua
integridade necessaria para transporte de H* e acoplamento dos dois processos é
mais estavel.

Comparando os resultados de inibicdo pelo KNO3 sobre a hidrdlise de ATP e
o transporte de H®, no6s observamos que o transporte de H® diminuiu mais
rapidamente do que a hidrélise de ATP, tanto para enzima ativada quanto para a

enzima nao ativada. Isto evidencia que o nitrato desacopla os dois processos
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catalisados pela bomba. A mudanca no acoplamento entre as duas reacdes
catalisadas pela V H*-ATPase néo ativada foi descrito para leveduras e vacutolos de
plantas (Moriyama & Nelson, 1987; Moriyama & Nelson, 1988; Muller et al., 1999;
Kettner et al., 2003), mas até o momento nunca foi descrito que o efeito de

desacoplamento foi menos eficiente para enzima ativada.

5.3. Comparacdo do efeito de diferentes inibidores da V H*-ATPase sobre
a hidrélise de ATP

Os dados obtidos em relacdo a inibicdo pelo nitrato e pela concanamicina,
chamaram a atencéo, na maneira como a V H*-ATPase era inibida por esses dois
compostos, e considerando que a concanamicina A inibe a V H*-ATPase reagindo
com o complexo integral de membrana Vo) € que o nitrato € um reagente caotropico
gue desestabiliza a estrutura enzimatica, causando a dissociacdo de algumas
subunidades do complexo V3 (subunidade A catalitica e subunidade B regulatéria),
nestas condi¢cdes a enzima perde sua capacidade de hidrolisar ATP e transportar H”.
Foram entédo realizadas novas andlises para identificar se existe uma diferenca na
atividade de hidrélise de ATP em relacéo a diferentes inibidores da V H*-ATPase e
se essa atividade pode ser alterada pela energizacdo da bomba, resolvemos
comparar o efeito de inibidores da V H*-ATPase conhecidos e amplamente utilizados
(concanamicina A e NO3) em membranas energizadas ou nao pela glicose

extracelular (figura 22).
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12

Estimulagao da Atividade Hidrolitica
{vezes)

Nitrato Concanamicina

Figura 22. Efeito do nitrato e da concanamicina A sobre a hidrélise de ATP. A
atividade obtida para membranas totais ativadas foi dividida pela atividade em
membranas totais ndo ativadas pela glicose extracelular. Foi utilizado 100 nM de

concanamicina e 200 mM de KNOs.

Como é possivel ver na Figura 22 a concanamicina inibi mais a enzima
ativada, entdo isso aparenta uma maior estimulacdo da V H'-ATPase quanto
comparada a inibicdo por esse inibidor. Sugerimos que a ligacdo da concanamicina
com o complexo Vo pode dificultar a rotacdo do complexo Vi e portanto a sua
atividade hidrolitica. Essa sugestdo tem uma consequéncia logica, ou seja, se a
enzima ativada possui a estrutura mais rigida e a ligacéo entre Vo e V1 mais forte, a
inibicdo da hidrolise de ATP pela concanamicina deve ser mais efetiva. Isto significa
gue a atividade hidrolitica da enzima n&o ativada vai ser “rebaixada” enquanto a
enzima ativada vai ser aumentada. Achamos que a ativacdo da atividade hidrolitica
determinada na base da inibicdo pela concanamicina foi de 9,15 vezes quando
determinada na base da inibicdo pelo nitrato foi de 1,87 vezes (Tabela 4). Em fim, o
nitrato que inibe a hidrélise no nivel de V; é independente do estado de ativacdo da
enzima (Figuras 10 e 12) mostrou a ativacéo da hidrolise pela glicose extracelular ~2

vezes. E provavel que a mudanca conformacional da enzima em resultado da sua
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ativacao pela glicose extracelular direcionada exatamente para a ligagéo fisica entre

V1 e Vo causa 0 aumento do acoplamento da bomba.

Tabela 4: Estimulacdo da V H'-ATPase com base em diferentes inibidores.
Foram usados 200mM de KNOj; 110nM de concanamicina A e 200mM de

vanadato.
Hidrélise Vo Fmax
Nitrato 1,87
Concanamicina A 9,15 2,99 3,56
Vanadato 3,24 3,88

Em seguida foi realizada a hidrolise de ATP com a utilizacdo de anticorpos
monoclonais contra a subunidade B regulatéria em membranas do vacuolo
energizadas ou ndo pela glicose extracelular, utilizamos para essas analises
membranas do vacuolo para diminuir a “contaminagao” com outras ATPases (Tabela
5).

Tabela 5: Hidrélise de ATP utilizando 4,9ug de proteina de membranas do vacuolo sem

glicose e 2,1ug de proteina de membranas do vacuolo com glicose.

Vacuolo Sem Gli Vacuolo Com Gli

pmol pi/mg ptn pmol pi/mg ptn

ATPase total 13,5 38,9
V H'-ATPase sensivel a Concanamicina 1,2 6,6
(22nM)

V H'-ATPase sensivel a KNO3z (200mM) 5,2 15,8
V H'-ATPase resistente a Azida (5mM) + 5,5 13,8

VO,4® (200uM)
V H*-ATPase sensivel a Anticorpo (1ug) 6,6 5,4
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Foi utilizado 1 ug de anticorpos, pois a quantidade de proteina da fracao
enriguecida com membranas do vacuolo usada foi de aproximadamente 5 ug para
membranas ndo energizadas e de aproximadamente 2 ug para membranas
energizadas, sabe-se que a porcdo de proteina referente a V H*-ATPase no vacuolo
€ de aproximadamente 10%, sendo assim deveriamos ter aproximadamente 0,5 ug
de V H*-ATpase e acreditamos com isso que a utilizacdo de 1 pg de anticorpo seria
suficiente para inibir a enzima.

A tabela 5 mostra que o nitrato continua inibindo a hidrélise de ATP mais
eficientemente do que a concanamicina. A concentracdo de anticorpo utilizada néo
foi capaz de inibir de forma eficiente a hidrélise de ATP em membranas energizadas,
acreditamos que isso pode ter ocorrido por termos utilizado anticorpos que haviam

sido descongelados e congelados novamente.
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5.4. Andlise cinética da V H'-ATPase em membranas totais

Resolvemos verificar se a estimulagdo da V H*-ATPase pela glicose altera a
especificidade da enzima pelo substrato, uma vez que o modelo mecanico prevé
uma modulacdo idéntica de Vmax para a hidrélise de ATP e transporte de H" e uma
idéntica afinidade ao ATP para as duas formas da enzima e também porque estas
propriedades das enzimas nao foram comparadas anteriormente. Na figura 23 temos
a andlise cinética da V, do transporte de H" em MT ativadas ou n&o ativadas pela
glicose, onde variamos a concentracdo de ATP mantendo a propor¢cao de ATP e Mg
de 1:2,5.
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Figura 23. Anéalise cinética do transporte de H* pela V H'-ATPase em MT ativadas e
nao ativadas pela glicose. Os valores de K., € Vs apresentados foram obtidos como a
média de trés experimentos, sendo apresentado juntamente o erro padrdo. Todas as
andlises foram realizadas na presenca de 200uM de vanadato. As membranas foram
incubadas a 30°C, os dados apresentados estdo em % de extin¢do de fluorecéncia/ min. x

mg de proteina. Gréfico representativo de um experimento.
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Na figura 23 pode-se observar que o K, da enzima ndo ativada é 2 vezes
maior do que o K, da enzima ativada, enquanto a Vmsax € aproximadamente 6,5
vezes maior na enzima ativada. Esses dados mostram que existe uma diferenca
entre as duas formas da enzima, ou seja, a enzima ativada tem afinidade mais alta
ao ATP e funciona mais rdpido enquanto a enzima nao ativada esta operando
lentamente e economiza ATP menos disponivel (K aumentado). Os valores de Km
e Vmax apresentados na Figura 23 foram obtidos através de graficos de
Lineweaver-Burk (apéndice Figuras 38 e 39).

A figura 24 apresenta a andlise da Fnax do transporte de H pela V H*-ATPase
em MT energizadas ou ndo pela glicose, onde variamos a concentracdo de ATP
mantendo a proporgéo das concentracdes de ATP e Mg?* de 1:2,5. Verificamos que
em MT energizadas a atividade de Fna da V H-ATPase foi aproximadamente 7

vezes maior comparado com as MT né&o energizadas.
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Figura 24. Anélise da Fmax do transporte de H" de V H'-ATPase em MT energizadas e
ndo energizadas pela glicose. Todas as andlises foram realizadas na presenca de 200uM
de vanadato. As membranas foram incubadas a 30°C, os dados apresentados estdo em %
de extin¢do de fluorecéncia/ mg de proteina. Gréfico representativo de um experimento de

trés.
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hY

Foi analisado também a cinética da V H'-ATPase em relacdo a atividade

hidrélitica, afim de verificar se existe uma diferenca no K, em relagdo a atividade

hidrolitica dessas formas da enzima (figura 25).
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Figura 25. Andlise cinética da hidrélise de ATP pelas V H'-ATPases em MT

energizadas e ndo energizadas pela glicose. Os valores de K., € Vnax apresentados

foram obtidos como a média de trés experimentos, sendo apresentado juntamente o erro

padrdo. Todas as andlises foram realizadas na presenca de 200uM de vanadato. A V, de

hidrélise de ATP foi determinada medindo o Pi liberado apds 10 min. de incubacéo. Os

dados estdo em pmol de Pi/mg de proteina x 10 min. Gréfico representativo de um

experimento.

Na figura 25 podemos observar que o K, da enzima ativada é

aproximadamente 2 vezes maior do que o0 K, da enzima ndo ativada, enquanto a

Vmax € aproximadamente 2,7 vezes maior para enzima ativada. Os valores de Km e

Vmax apresentados na Figura 25 foram obtidos através de graficos de Lineweaver-

Burk (apéndice, Figuras 40 e 41).
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O efeito da glicose extracelular na afinidade de ATP para os dois estados da
enzima foi seletivo. Embora o K, para o transporte de H* tenha aumentado com a
diminuicdo da Vmax em resposta a auséncia da glicose, a afinidade (K,) para a
hidrélise de ATP aumentou na presenca de glicose (Figuras 23 e 25). Essa mudanca
de afinidade da enzima nao ativada com tendéncias contrarias (diminuicdo e
aumento para transporte de H* e hidrélise de ATP respectivamente) possui senso
fisiologico. Ela é causada pela potencial diminuicao da sintese de ATP em condi¢des
de defeito energético (auséncia de glicose). Portanto a célula precisa aumentar a
afinidade no caso de hidrolise de ATP. Esse déficit energético, ou seja, “apagao” da
glicélise leva a uma diminuicéo na producdo de H*, portanto a enzima n&o necessita
de alta afinidade ao ATP no caso de transporte de H™.

A Glicose extracelular aumentou a Vmax para a hidrolise de ATP 2,7 vezes
(figura 25), como o esperado pelo modelo proposto por Kane (1995); no entanto, a
Vimax Para o transporte H" aumentou 6,7 vezes (figura 23), o que é significativamente
maior do que o previsto pelo modelo. A enzima revela sua dinamica e elasticidade,
modificando a sua afinidade ao ATP dependente da situacdo energética e ainda
varia o acoplamento entre a hidrélise de ATP e o transporte de H*. Os dados de
cinética junto com efeitos inibitérios sobre os dois processos catalizados pela V H*-
ATPase corroboram com a idéia, que existe uma diferenca conformacional entre as
duas formas da enzima. O modelo mecanico atual ndo € capaz de explicar as novas
propriedades e diferencas entre a forma ativada e ndo ativada da enzima

descobertas nesse trabalho.
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5.5. Imuno reatividade de Subunidade da Enzima Ativada e Ndo ativada
Determinamos a imuno reatividade da subunidade A catalitica e da
subunidade B regulatéria, como resultado da ativagéo/ inativacéo parcial da enzima,

dependente da disponiblidade de glicose extracelular (figura 26).
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Figura 26 — Comparacdo das propriedades de V H'-ATPase ativada e n&o ativada por
glicose extracelular. (a) A glicose extracellular causa o aumento assimétrico na imuno
reatividade das subunidades A e B, bem como da velocidade inicial de transporte de H* e
hidrélise de ATP. O conteldo protéico dessas subunidades ndo mudou em contradicdo com o
modelo mecanissista. (b) Imunoblot de enzimas ativadas e ndo ativadas; foram adicionados nos
pocos 30 mg e 15 mg de proteina nos pogos (-) e (+) glicose respectivamente. Experimentos

feitos em colaboracdo com Camila Cruz e Layz Ribeiro.

A imuno reatividade das subunidades A e B de membranas totais, foi
aumentada em 9,3 e 2,4 vezes respectivamente. A imuno reatividade mais elevada
da subunidade A catalitica correlaciona com o aumento na velocidade inicial do
transporte de H*, enquanto a imuno reatividade da subunidade B correlaciona
melhor com a modulacao da atividade hidrolitica (Figura 26).

De acordo com a hipotese de dissociacao/reassociacdo dos complexos V; e
Vo 0 aumento da immuno reatividade dessas subunidades deve ser igual para as
ambas subuniades A e B, ou seja, a propor¢cdo da imuno reatividade dessas

subunidades nao poderia ser diferente de 1:1.e nao ultrapassar o aumento de Vo da
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atividades. Entretanto achamos uma modificacdo assimétrica na imuno reatividade,
gue esta contra as predicdo do modelo de Kane (1995). Isto ainda pode acontecer
em resultado a modificacdes proteicas. Neste caso, o conteudo proteico de
subunidades do complexo V; também deve ser aumentado a 2-3 vezes, 0 que ndo

achamos (Figura 26a) (Tabela 6).

Tabela 6 — Mudangas em diferentes caracteristicas de V H*-ATPase de levedura por glicose

extracelular de acordo com o modelo mecanicista e os dados experimentais desse estudo.

Hidrolise de ATP Transporte de H* Acoplamento Imuno Reatividade Conteudo Proteico
Ku® Vimax Kn* Virax Transporte Subunidade Subunidade Subunidade Subunidade Subunidade
H*/ATPase A B AB A B

Predicdbes do 1 26 1 2,6 1 26 286 1 286 2,6
modelo
Mecanicista
Dados 1,8 27 05 6,7 25 9,3 24 3.9 1.1 1,2
Experimentais

*Todas as mudancas nas caracteristicas para o estado ativado da enzima estédo relacionadas com a respectiva caracteristica para o estado néo ativado, tomados como
unidade.

5.6. A Energizacdo da Membrana e a Regulacéo de V e P ATPase

Tem sido demonstrado que a P H*-ATPase de membrana plasmatica de
levedura pode ser ativada pela glicose extracelular apenas se a membrana esta
energizada (Petrov & Okorokov, 1992). A interrup¢do do AuH® por protonéforos
guase impede a ativacdo de enzimas (hidrolise de ATP). Verificamos como a
energizacdo da membrana é importante para a ativagdo da V H*-ATPase através do
efeito do proton6foro FCCP e do NH,4CI sobre a ativacdo de P e V H'-ATPase. Esses
compostos foram escolhidos, pois o FCCP é capaz de destruir o gradiente de H*
através das membranas, aumentando o pH citosélico, e o NH4CI extracelular pode
se dissociar em NH3 o qual pode entrar no citosol e se ligar aos prétons presentes
no mesmo, diminuindo assim o gradiente protonico. Essas andlises foram realizadas
em colaboracdo com a aluna de doutorado Layz Ribeiro e com a aluna de IC

Mariana Miranda.
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Foi avaliado o efeito do FCCP e do NH,4CI sobre a estimulagao pela glicose
extracelular da P e da V H*-ATPase em MT. As membranas foram incubadas em pH
8,2 na presenca e na auséncia de glicose e na presenca de glicose acrescentado de
FCCP ou NH4CI (figuras 27, 28 e 29).
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Figura 27. Efeito do FCCP e do NH,Cl sobre a Fya de formacdo do ApH (membranas
incubadas a pH 8,2). Na versdo sem glicose as MT foram incubadas 10 min. sem glicose em
seguida foram incubadas mais 10 min. sem glicose. Na versdo com glicose as MT foram
incubadas 10 min. sem glicose em seguida foram incubadas 10 min. com glicose. Na versdo com
FCCP as MT foram incubadas 10 min. sem glicose na presenca de 10mM de FCCP logo apés
foram incubadas 10 min. com glicose na presenca de 10mM de FCCP. Na versdo com NH4CI as
MT foram incubadas 10 min. sem glicose na presenca 100mM de NH,Cl logo apds foram
incubadas 10 min. com glicose na presenca de 100mM de NH4CI. A temperatura de incubacao foi
de 30°C. Para as anélises na presenca de vanadato e concanamicina usamos 300mM e 110nM
de cada inibidor respectivamente. Os dados foram normalizados como 100% de atividade para os

valores obtidos para membranas incubadas sem glicose.
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Figura 28. Efeito do FCCP e do NH,CI sobre a V, de transporte de H" (membranas incubadas

a pH 8,2). Na versdo sem glicose as MT foram incubadas 10 min. sem glicose em seguida foram

incubadas mais 10 min. sem glicose. Na versdo com glicose as MT foram incubadas 10 min. sem

glicose em seguida foram incubadas 10 min. com glicose. Na versdo com FCCP as MT foram

incubadas 10 min. sem glicose na presenca de 10mM de FCCP logo apés foram incubadas 10

min. com glicose na presenca de 10mM de FCCP. Na versdo com NH4CI as MT foram incubadas

10 min. sem glicose na presenca 100mM de NH,CI logo ap6s foram incubadas 10 min. com

glicose na presengca de 100mM de NH,CI. A temperatura de incubacéo foi de 30°C. Para as

andlises na presenca de vanadato e concanamicina usamos 300mM e 110nM de cada inibidor

respectivamente. Os dados foram normalizados como 100% de atividade para os valores obtidos

para membranas incubadas sem glicose.
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Figura 29. Efeito do FCCP e do NH,CI sobre hidrélise de ATP (membranas incubadas a pH

8,2). Na versdo sem glicose as MT foram incubadas 10 min. sem glicose em seguida foram

incubadas mais 10 min. sem glicose. Na versao com glicose as MT foram incubadas 10 min. sem

glicose em seguida foram incubadas 10 min. com glicose. Na versdo com FCCP as MT foram

incubadas 10 min. sem glicose na presenca de 10mM de FCCP logo apo6s foram incubadas 10

min. com glicose na presenca de 10mM de FCCP. Na versdo com NH4CI as MT foram incubadas

10 min. sem glicose na presenca 100mM de NH,CI logo apés foram incubadas 10 min. com

glicose na presenca de 100mM de NH4CI. A temperatura de incubacdo foi de 30°C. Para as

andlises na presenca de vanadato e concanamicina usamos 300mM e 110nM de cada inibidor

respectivamente. Os dados foram normalizados como 100% de atividade para os valores obtidos

para membranas incubadas sem glicose.
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Pode-se observar que tanto o FCCP quanto o NH4ClI preveniram parcialmente
a estimulacdo por glicose extracelular, e essa prevencdo ocorreu tanto para o
transporte de H* quanto para hidrdlise de ATP, sendo que a prevencédo da hidrdlise
de ATP por P H*-ATPase né&o foi significativa (figura 29). Em seguida resolvemos
analisar se essa prevencdo da estimulacdo por FCCP e NH4Cl, poderia ser
modulada pela mudanca do pH, uma vez que o NH4CIl pode se dissociar melhor em

pH mais baixo, por isso mudamos o pH de incubacéo para 7,7 (figuras 30, 31 e 32).
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Figura 30. Efeito do FCCP e do NH,Cl sobre a Fya de formacdo do ApH (membranas

incubadas a pH 7,7). Na versdo sem glicose as MT foram incubadas 10 min. sem glicose em

seguida foram incubadas mais 10 min. sem glicose. Na versdo com glicose as MT foram

incubadas 10 min. sem glicose em seguida foram incubadas 10 min. com glicose. Na versdo com

FCCP as MT foram incubadas 10 min. sem glicose na presenca de 10mM de FCCP logo apés

foram incubadas 10 min. com glicose na presenca de 10mM de FCCP. Na versdo com NH4CI as

MT foram incubadas 10 min. sem glicose na presenca 100mM de NH,Cl logo apds foram

incubadas 10 min. com glicose na presenca de 100mM de NH4CI. A temperatura de incubacao foi

de 30°C. Para as andlises na presenca de vanadato e concanamicina usamos 300mM e 110nM

de cada inibidor respectivamente. Os dados foram normalizados como 100% de atividade para os

valores obtidos para membranas incubadas sem glicose.
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Figura 31. Efeito do FCCP e do NH,CI sobre a V, de transporte de H" (membranas incubadas

a pH 7,7). Na versdo sem glicose as MT foram incubadas 10 min. sem glicose em seguida foram

incubadas mais 10 min. sem glicose. Na versdo com glicose as MT foram incubadas 10 min. sem

glicose em seguida foram incubadas 10 min. com glicose. Na versdo com FCCP as MT foram

incubadas 10 min. sem glicose na presenca de 10mM de FCCP logo apés foram incubadas 10

min. com glicose na presenca de 10mM de FCCP. Na versdo com NH4CI as MT foram incubadas

10 min. sem glicose na presenca 100mM de NH,CI logo ap6s foram incubadas 10 min. com

glicose na presengca de 100mM de NH4Cl. A temperatura de incubacéo foi de 30°C. Para as

andlises na presenca de vanadato e concanamicina usamos 300mM e 110nM de cada inibidor

respectivamente. Os dados foram normalizados como 100% de atividade para os valores obtidos

para membranas incubadas sem glicose.
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Figura 32. Efeito do FCCP e do NH,CI sobre hidrélise de ATP (membranas incubadas a pH

7,7). Na versdo sem glicose as MT foram incubadas 10 min. sem glicose em seguida foram

incubadas mais 10 min. sem glicose. Na versdo com glicose as MT foram incubadas 10 min. sem

glicose em seguida foram incubadas 10 min. com glicose. Na versdo com FCCP as MT foram

incubadas 10 min. sem glicose na presenca de 10mM de FCCP logo apo6s foram incubadas 10

min. com glicose na presenca de 10mM de FCCP. Na versdo com NH4Cl as MT foram incubadas

10 min. sem glicose na presenca 100mM de NH,CI logo apés foram incubadas 10 min. com

glicose na presengca de 100mM de NH4CI. A temperatura de incubacdo foi de 30°C. Para as

andlises na presenca de vanadato e concanamicina usamos 300mM e 110nM de cada inibidor

respectivamente. Os dados foram normalizados como 100% de atividade para os valores obtidos

para membranas incubadas sem glicose.




77

Em pH 7,7 também ocorreu uma prevencao da estimulagdo do transporte de
H* e da mesma forma que foi observado em membranas incubadas em pH 8,2 ndo
verificamos uma prevencgdo da estimulacao significativa sobre a hidrélise de ATP em
nenhuma das duas bombas (Figura 32). Acreditamos que a dissociacdo de NH,CI
em NHz + H" aumenta do pH 7,2 para o pH 8,2, pois o H" liberado na reagédo deve
se ligar a OH™ formando H,O e aumentando assim o numero de NHj;. Esperamos
gue a estimulagcdo aumente com o aumento do pH, ou entre em saturagao e o efeito
do FCCP deve diminuir do pH 7,2 para o pH 8,2, porque a diminuicdo de H* que é
necessaria para o seu efeito estd diminuida, se houverem efeitos colaterais do

aumento do pH.
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Figura 33. Efeito do FCCP e do NH,Cl sobre a Fya de formacdo do ApH (membranas

incubadas a pH 7,2). Na versdo sem glicose as MT foram incubadas 10 min. sem glicose em

seguida foram incubadas mais 10 min. sem glicose. Na versdo com glicose as MT foram

incubadas 10 min. sem glicose em seguida foram incubadas 10 min. com glicose. Na versdo com

FCCP as MT foram incubadas 10 min. sem glicose na presenca de 10mM de FCCP logo apés

foram incubadas 10 min. com glicose na presenca de 10mM de FCCP. Na versdo com NH4CI as

MT foram incubadas 10 min. sem glicose na presenca 100mM de NH,Cl logo apés foram

incubadas 10 min. com glicose na presenca de 100mM de NH4CI. A temperatura de incubacao foi

de 30°C. Para as andlises na presenca de vanadato e concanamicina usamos 300mM e 110nM

de cada inibidor respectivamente. Os dados foram normalizados como 100% de atividade para os

valores obtidos para membranas incubadas sem glicose.
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Figura 34. Efeito do FCCP e do NH,Cl sobre a V, de transporte de H" (membranas incubadas

a pH 7,2). Na verséo sem glicose as MT foram incubadas 10 min. sem glicose em seguida foram

incubadas mais 10 min. sem glicose. Na versdo com glicose as MT foram incubadas 10 min. sem

glicose em seguida foram incubadas 10 min. com glicose. Na versdo com FCCP as MT foram

incubadas 10 min. sem glicose na presenca de 10mM de FCCP logo apés foram incubadas 10

min. com glicose na presenca de 10mM de FCCP. Na versdo com NH4CI as MT foram incubadas

10 min. sem glicose na presenca 100mM de NH,CI logo ap6s foram incubadas 10 min. com

glicose na presenca de 100mM de NH4CI. A temperatura de incubacéo foi de 30°C. Para as

andlises na presenca de vanadato e concanamicina usamos 300mM e 110nM de cada inibidor

respectivamente. Os dados foram normalizados como 100% de atividade para os valores obtidos

para membranas incubadas sem glicose.
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Figura 35. Efeito do FCCP e do NH,CI sobre hidrélise de ATP (membranas incubadas a pH
7,2). Na versdo sem glicose as MT foram incubadas 10 min. sem glicose em seguida foram
incubadas mais 10 min. sem glicose. Na versao com glicose as MT foram incubadas 10 min. sem
glicose em seguida foram incubadas 10 min. com glicose. Na versdo com FCCP as MT foram
incubadas 10 min. sem glicose na presenca de 10mM de FCCP logo apo6s foram incubadas 10
min. com glicose na presenca de 10mM de FCCP. Na versdo com NH4CI as MT foram incubadas
10 min. sem glicose na presenca 100mM de NH,CI logo apés foram incubadas 10 min. com
glicose na presenca de 100mM de NH4Cl. A temperatura de incubacdo foi de 30°C. Para as
andlises na presenca de vanadato e concanamicina usamos 300mM e 110nM de cada inibidor
respectivamente. Os dados foram normalizados como 100% de atividade para os valores obtidos
para membranas incubadas sem glicose. Para ATPase total temos 13,94u0l Pi/mg prot x 30min
para 100%; Para P ATPase inibida por vanadato temos 7,210l Pi/mg prot x 30min para 100%;
Para P ATPase resistente a concanamicina temos 15,06p0l Pi/mg prot x 30min para 100%; Para V
ATPase inibida por concanamicina temos 1,94po0l Pi/mg prot x 30min para 100%; Para V ATPase

resistente a vanadato temos 6,73pol Pi/mg prot x 30min para 100%.
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Assim como o previsto tanto a Fnax quanto Vo de transporte de H* foram
estimuladas pela glicose extracelular em pH 7,2 e essa estimulag&o foi parcialmente
prevenida pela adicdo do protonéforo FCCP e do NH4CI, podemos verificar também
que a prevencgdo da estimulacéo do transporte de H* pelas bombas foi maior em pH
7,2 e 0 FCCP e 0 NH4CI preveniram de forma similar a estimulagdo das bombas
(figuras 33 e 34).

Realizamos western blotting usando anticorpos monoclonais para as
subunidades A e B do complexo V; de V H'-ATPase para cada versdo do
experimento, a fim de verificarmos se existe alguma mudanca na imuno reatividade
dessas bombas promovida pela alteracéo no pH pelo FCCP e NH4Cl na presenca de
glicose (Figura 36). Nestas condigcbes mudamos a amplitude de gradiente proténico
através da membrana, deixando o pH de incubacéo constante.
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Figura 36 - Efeito do NH;Cl e do FCCP sobre a imuno reatividade das
subunidades A e B da V H*-ATPase de membranas totais ativadas pela glicose
extracelular. (A) Membranas obtidas a partir de esferoplastos incubados em pH 7,2;
(B) Membranas obtidas a partir de esferoplastos incubados em pH 7,7; (C) Membranas

obtidas a partir de esferoplastos incubados em pH 8,2.

A imuno reatividade para as subunidades A e B se mostrou mais fraca para
as membranas obtidas a partir da incubacao dos esferoplastos com FCCP e NH,CI
(mesmo estes estando na presenca de glicose), quando comparadas aquelas
obtidas a partir da incubacdo somente com glicose, para os trés valores de pH
testados (7,2, 7,7 e 8,2) (Figura 36).



83

6. DISCUSSAO

A modulacio das atividades tanto de P H*-ATPase quanto de V H*-ATPase
ndo necessitam de nova sintese de proteina e ocorre apos a traducao em cerca de 5
min. (Serrano, 1983; Kane, 1995; Summer et al., 1995; Li & Kane, 2009; Cipriano et
al., 2008). No entanto, a regulacdo de P H'-ATPase, baseia-se em modificacdes
bioguimicas, mudanca conformacional, modulag&o da afinidade por ATP e afinidade
por seu inibidor o vanadato (Serrano, 1983; Serrano, 1993; Eraso et al. 2006, Lecchi
et al., 2007). A regulagdo da atividade de V H'-ATPase é considerada como a
dissociacao fisica completa/ reassociacdo de 60-70% entre o complexo catalitico V;
e o complexo da membrana V, (Figura 37, passo A), associacdo essa que é
necessaria para o transporte de H* (Beyenbach & Wieczorek, 2006; Li & Kane, 1995;
Summer et al., 1995).

Ao analisar todos os resultados de hidrolise de ATP pode-se notar que a
inibicdo da bomba pelo nitrato ndo mostra alteracdo significativa entre a enzima
ativada e a ndo ativada, mesmo quando foi usado altas concentracdes de ATP (5
mM) ou quando (figuras 10 e 12). Como podemos notar parece que em levedura a
incubacdo no gelo ndo promove a inativacdo da enzima, isto é contrario ao obtido
por Moriyama & Nelson (1989a), em V H*-ATPase de células animais. Esses dados
confirmam as previsbes do modelo atual para a regulacdo da V H'-ATPase por
glicose extracelular. A partir dos dados obtidos onde foi encontrado uma
sensibilidade quase idéntica da atividade hidrolitica ao nitrato, nos dois estados da
enzima e de acordo com as sugestdes do modelo atual da regulacdo da bomba pela
glicose extracelular in vivo, o transporte de H* catalisado pelos dois estados da
bomba deveria ser igualmente inibido pelo nitrato. No entanto, os dados
apresentados aqui ndo suportam esta previsdo do modelo.

1) Aigual inibicdo da atividade hidrolitica pelo nitrato; 2) A sensibilidade mais
alta do transporte de H* catalisado pela enzima n&o ativada ao nitrato; 3) A
sensibilidade mais fraca da atividade hidrolitca da enzima ndo ativada a
concanamicina e seu aumento no caso da enzima ativada; 4) A inibicdo completa do
transporte de H® ja& com baixas concentracdes de concanamicina (11-22nM),

enquanto a hidrdlise é inibida fracamente (20% da inibicdo com 100 nM enquanto o
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nitrato inibe ~100% no caso de enzima nao ativada); 5) O aumento de acoplamento
entre o transporte de H* e a hidrélise de ATP da enzima ativada. Visto que a
concanamicina reage/interfere com V; indiretamente através da sua ligagdo com Vo,
a inibicdo da atividade hidrolitica de V; tem dependéncia completa da forca de
interacdo entre V; e Vo. Portanto é Idgico sugerir que o conjunto destas razées nos
permite concluir que a ativagéo da enzima pela glicose extracelular aumenta a forca
de interacao entre V; e V,.

Comparando os resultados sobre a hidrolise de ATP e o transporte de H,
pode-se observar que o transporte de H' diminuiu mais rapidamente do que a
hidrélise de ATP, tanto para enzima ativada quanto para a enzima nao ativada. Isto
evidencia que o nitrato desacopla os dois processos catalisados pela bomba. A
mudanca no acoplamento entre as duas reacdes catalisadas pela V H*-ATPase néo
ativada foi descrito para leveduras e vacuolos de plantas (Moriyama & Nelson, 1987;
Moriyama & Nelson, 1988; Muller et al., 1999; Kettner et al., 2003), mas até o
momento nunca foi descrito que o efeito de desacoplamento foi menos eficiente para
enzima ativada. A capacidade de acoplamento da enzima foi aumentada pela
glicose extracelular (Figura 16). De acordo com o modelo atual, 0 aumento no
namero de moléculas de enzima associadas € igual ao aumento na atividade dos
dois processos, transporte e hidrélise de ATP promovido pela bomba (Figura 37,
passo A), e a glicose extracelular ndo pode modificar o acoplamento da enzima. Em
contradicdo com a previssdao do modelo atual, os dados obtidos mostram que a
capacidade de acoplamento entre os dados estados da bomba foi maior na enzima
ativada (Figura 16) e essa diferenca na capacidade de acoplamento entre os dois
estados da bomba foi maior com o0 aumento da concentracéo de nitrato.

Foi encontrado uma pequena subpopulagcédo de enzimas que € inibida com 5
mM de KNO3 nos dois estados da enzima em que a eficiéncia de acoplamento foi de
5,5 e 6,2 vezes maior do que a eficiéncia de acoplamento para os dois estados na
auséncia de nitrato (Figura 17). Contudo o aumento na concentracdo de nitrato
revelou que o restante das moléculas da enzima exibiram o acoplamento similar com

0 apresentado quando as enzimas néo foram tratadas com KNO; (Figura 17).

Os dados de transporte de H*, promovida pela V H*-ATPase em organelas da

via secretoria, foi observado que essas bombas podem ser inibidas (reguladas) de
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forma diferenciada pelo nitrato, o que esta de acordo com a existéncia de formas
distintas e funcionais da enzima nas organelas da via secretéria de levedura
(Figuras 18-21) (Samarao et al. 2009).

Sobre a cinética da V H*-ATPase, o0 modelo mecanico prevé uma modulacio
idéntica de Vmax para a hidrolise de ATP e transporte de H* (Figura 37, passo A),
uma afinidade idéntica ao ATP para as reacdes catalisadas pela enzima nos dois
estados. Em nossas andlises foi verificado que a glicose extracelular aumentou a
Vmax para a hidrolise de ATP 2,7 vezes (figura 25), como era o esperado pelo modelo
mecanico; No entanto, a Vmax para o transporte de H* aumentou 6,7 vezes (figura
23), 0 que é significativamente maior do que o previsto pelo modelo.

O modelo atual prevé que a V H*-ATPase deve apresentar uma modulacdo
idéntica da Vma para hidrélise de ATP e transporte de H* e uma afinidade idéntica
para as duas reacdes catalisadas por ambos os estados da bomba. O efeito
encontrado no presente trabalho foi que a afinidade de ATP para os dois estados de
enzima foi seletiva. Embora o K, para o transporte de H* tenha aumentado com a
diminuicdo da Vmax em resposta a auséncia de glicose, a sua afinidade para a
hidrolise de ATP aumentou (Figuras 23 e 25). Esta propriedade da V H'-ATPase
difere da apresentada por P H*-ATPase, na qual foi evidenciado a diminui da Vmax,
mas também o aumento do K, para atividade hidrolitica em condicdes de deficiéncia
de glicose (Serrano, 1983). Esta diferenca entre as duas bombas provavelmente
ocorre devido & sua especificidade fisiologica. Considerando que a P H*-ATPase
energiza a MP para o transporte de solutos, durante o crescimento e divisdo celular,
utilizando H* fornecidos pela glicolise, quando a glicose esta disponivel, e que tem
que diminuir essa atividade quando a glicose acaba. A V H'-ATPase deve contiuar
as suas fungdes mesmo com o “decréscimo” de glicose, energizando as membranas
da via secretdria, para que a mesma nao pare completamente, por exemplo,
transportando a invertase e as fosfatases, proteases etc. com alvo de fornecer os
novos substratos.

Um importante resultado foi o aumento da imuno reatividade da subunidade A
catalitica e da subunidade B regulatéria, promovida pela glicose extracelular (Figura
26). Segundo o modelo atual, os aumentos na imuno reatividade destas
subunidades reflete a reassociacdo dos Vi e Vy, por conseguinte, ndo pode ser

diferente da proporcao de 1:1 entre as subunidades do complexo Vi (Sumner et al.,
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1995; Kane, 1995). A modulacdo assimétrica da imuno reatividade das subunidades
A e B encontrados em nossos experimentos contradiz o atual modelo de regulacao
da enzima (Figura 37, passo A). Interessante, que mesmo a equipe de Kane achou
recentemente que a modulacdo da imuno resposta de subunidades C ,A, B nao é
simétrica e portanto,esta em contradicdo com o seu modelo de regulagéo da enzima.
E estranho que este fato ndo chamou a atencéo adequada dos autores (Diakov &
Kane, 2010).
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Figura 37 - Efeito sugerido da glicose extracelular sobre a atividade das V H'-ATPases

em Saccharomyces cerevisiae.

A P H*-ATPase, em particular, é ativada em resposta a acidificacéo citosolica
(Lu et al.,, 2004) e, provavelmente, este modo de regulacdo é importante para a
manutencédo do pH citosélico em um pequeno intervalo de tempo.

Vérios trabalhos investigaram se a atividade de V H*-ATPases também
responde ao pH extracelular (Padilla-Lopez & Pearce, 2006; Martinez-Mufioz &

Kane, 2008; Diakov & Kane, 2010). Foi mostrado que a capacidade de acidificar o
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vacuolo é regulada negativamente durante o crescimento em meio com pH baixo
(Padilla-Lopez & Pearce, 2006). Adicionalmente, foi demonstrado que ha uma
diminuicdo na montagem das subunidades Vo e V; da V H'-ATPase quando as
células sado cultivadas em pH baixo. No entanto, a diminuicdo dos niveis do
complexo da V H*-ATPase no vaclUolo ou a diminuicdo na montagem das
subunidades Vo, e Vi ndo sdo unicamente responsaveis pela diminuicdo do
transporte de H* em pH baixo (Padilla-Lépez & Pearce, 2006). Acredita-se que
outros mecanismos de regulacdo ndo identificados possam estar envolvidos na
regulacéo da atividade da V H'-ATPase e na manutencdo do pH vacuolar, em meio
com pH baixo.

Até o presente, a razdo chave, ou seja o sinal/condi¢ao principal ou uma das
principais sobre a estimulagcdo da atividade de ambas bombas proténicas n&o foi
revelada. Foi achado que as conhecidas vias da sinalizagdo ndo estdo envolvidas
neste importante processo (Martiinez-Munoz & Kane, 2008). No caso da ativacédo da
atividade hidrolitica de P H*-ATPase foi demonstrado que a existéncia de gradiente
protonico através de MP é crucial. Foi achado também que a curta incubacdo de
esferoplastos com glicose (~10 minutos) na presenca de iono6foros como nigericina
ou CCCR preveniu fortamente o aumento da atividade enzimatica determinada na
presenca apenas de glicose (Petrov & Okorokov,1992). Recentamente foi tambem
comunicado que o crescimento de levedura em pH 7 aumenta a atividade de V H*-
ATPase em comparacdo com a enzima quando o crescimento foi em pH 5,0
(Martiinez-Munoz & Kane, 2008). Portanto, foi verificado se a incubacdo curta de
esferoplastos com pH 7,2-8,2 ja é suficiente para ativacdo da enzima mais efetiva ou
o gradiente de H" através de MP e crucial. A partir desse conhecimento tentamos
verificar como alterac6es no pH intracelular promovido por FCCP e NH4Cl podem
alterar a estimulacdo das bombas por glicose extracelular, o FCCP é capaz de
destruir o gradiente de H* através das membranas, aumentando o pH citosolico, e o
NH,4CI extracelular pode se dissociar em NH3; o qual pode entrar no citosol e se ligar
aos protons presentes no mesmo, diminuindo assim o gradiente proténico.
Verificamos que tanto o FCCP quanto o NH4Cl podem prevenir parcialmente a
estimulacdo das bombas por glicose extracelular (Figuras 27 — 35), sendo que essa
prevencdo é maior sobre o transporte de H* e também podem alterar (diminuir) a

imuno reatividade das subunidade A e B, quando comparados com a imuno
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reatividade de esferoplastos incubados com glicose (Figura 36), era esperado
encontrar que a dissociacdo de NH,Cl em NH3z + H* aumenta do pH 7,2 para o pH
8,2, pois o H" liberado na reacéo deve se ligar a OH" formando H,O e aumentando
assim o numero de NHs. Era esperado também que a estimulacdo aumente com o
aumento do pH, ou entre em saturagdo e o efeito do FCCP deveria diminuir do pH
7,2 para o pH 8,2, porque a diminuicdo de H* que é necessaria para o seu efeito
esta diminuida, se ndo houverem efeitos colaterais do aumento do pH, mas nesses
experimentos ndo mostram uma mudanca significativa entre o efeito do FCCP e
efeito do NH4Cl variando o pH, o que se pode observar claramente é efeito de
prevencao da estimulacdo pela glicose desses dois compostos, mostrando assim o

papel da energizacdo da membrana para a ativacdo de P e V H*-ATPases.
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho foi aprofundado o conhecimento sobre: 1) o mecanismo de
regulacdo da V H'-ATPase pela glicose extracelular usando a levedura como
modelo e 2) as condigdes chaves e o “gatilho” desta regulagao.

. O modelo atual da regulacio da enzima baseado na
dissociacao/associacdo dos complexos V; e Vp (Kanel995), predisse um aumento
igual a 2-3 vezes da atividade hidrolitica, a velocidade de transporte de H+, a imuno
reatividade das subunidades A e B e de seu conteldo proteico. Sem qualquer
modificacdo das suas propriedades cinéticas e acoplamento entre o hidrolise e o
transporte de H*. Foi achado que este modelo nido é capaz de explicar as novas
propriedades da enzima descobertas em nosso trabalho, ou seja:

a) O nitrato, um inibidor da enzima no nivel do complexo catalitico V;, inativou
igualmente as atividades hidroliticas da enzima de membranas totais ativadas e nao
ativadas, mas revelou uma sensibilidade significativamente maior da inativacdo do
transporte de H* catalisada pela enzima néo ativada.

b) O nitrato desacoplou as duas atividades de V H'-ATPase mais
efetivamente no caso da enzima néo ativada.

c) Os diferentes efeitos de nitrato sobre a enzima ativada ou ndo de
membranas totais foram reproduzidos com membranas de Vacuolos, Golgi e
Reticulo Endoplasmatico. Foi adicionalmente achado que a enzima néo ativada de
RE é extremamente sensivel a inibicdo pelo nitrato;

d) Em resposta a variacbes de condicdes energéticas a V H*-ATPase
modifica ndo somente sua velocidade maxima mas também a sua afinidade ao ATP;

e) A enzima ativada apresenta um aumento assimétrico da imuno reatividade
de subunidade A (ate 9,3 vezes) e subunidade B (ate 2,4 vezes), que combina
respectivamente com o aumento assimétrico da velocidade inicial de transporte de
H™ (até 6,7 vezes) e de hidrolise de ATP (ate 2,7 vezes).

f) A ativacdo da V H'-ATPase pela glicose extracelular aumenta também
assimetricamente a imuno reatividade das suas subunidades A e B ou seja, até 9,3

e 2,4 vezes respectivamente sem nenhum aumento do seu contetdo proteico.
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g) A sensibilidade a concanamicina da atividade hidrolitica da enzima ativada
aumentou quase 5 vezes comparando com a o0 nitrato, refletindo o aumento
significativo da forca de interagao entre os complexos Vi e Vo.

Estas novas propriedades da V H*-ATPase rejeitam o atual modelo mecanico
da sua regulacdo pela glicose extracelular baseado na completa dissociagéo/re-
associacao fisica dos complexos V; e V. Elas justificam uma nova concepcéo sobre
a regulacéo, ou seja, a enzima ativada muda sua conformacgéo que causa um pacote
de novas propriedades enziméticas, incluindo as modificacdes da sensibilidade aos
inibidores, de afinidade ao ATP tanto de hidrolise de ATP quanto do transporte de H*
e aumento da forca de ligacdo entre V3 e Vo com o seguinte aumento do
acoplamento entre a hidrolise de ATP e o transporte de H".

[I. Sabendo que nenhuma via de regulacdo conhecida até o momento em
levedura esta envolvida na regulacdo de V H*-ATPase pela glicose extracelular
(Kane, 2006) e que a ativacio de atividade hidrolitica de P H*-ATPase necessita da
energizacdo da membrana plasmatica (Petrov & Okorokov, 1992) verificamos a
possivel importancia da energizacdo da membrana para ativacdo de V H*-ATPase e
P H*-ATPase. Os dados da prevencdo parcial tanto da ativacido das (V e P H'-
ATPases) de ambas H*-ATPases pelo NH4Cl FCCP que dissipam os gradientes
protonicos e aumentam a imuno reatividade das subunidades A e B indicam que:

a) a energizacdo da membrana plasmatica e provavelmente de membranas
da via secretdria € uma condicdo chave para ativagcdo destas bombas de H;

b) o “gatilho” desta ativagdo € a acidificacdo do citosol como resultado da

glicolise quando as membranas tem um gradiente de H".
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Figura 38. Gréafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk da V, de transporte de H" de
V H'-ATPases em MT n&o energizadas pela glicose. O valor em vermelho representa o
ponto onde a reta toca o eixo x, que é o valor de -1/Km. Gréfico representativo de um

experimento de trés.
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Figura 39. Grafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk da V, de transporte de H*
de V H-ATPases em MT energizadas pela glicose. O valor em vermelho representa o
ponto onde a reta toca o eixo x, que € o valor de -1/Km. Gréfico representativo de um

experimento de trés.
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Figura 40. Gréfico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk da V, de hidrdlise de ATP
pelas V H'-ATPases em MT n&o energizadas pela glicose. O valor em vermelho
representa o ponto onde a reta toca o eixo x, que é o valor de -1/Km. Gréfico representativo

de um experimento de trés.
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Figura 41. Grafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk da V, de hidrolise de ATP
pelas V H'-ATPases em MT energizadas pela glicose. O valor em vermelho representa o
ponto onde a reta toca 0 eixo x, que é o valor de -1/Km. Gréfico representativo de um

experimento de trés.
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