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ABREVIATURAS 

ADP: adenosina 5’difosfato 

ATP: adenosina 5’ trifosfato 

ATPase: adenosina 5’ trifosfatase 

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato 

Da: Dalton 

DMSO: dimetilsulfóxido 

DTT: ditiotreitol 

EDTA: ácido etilenodiamino-tetra acidoacético 

FEP: fosfoenolpiruvato 

FGQ: fosfoglicerato quinase 

GAF: 3-fosfogliceraldeído 

GAFDH: gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase 

Hepes: ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-etanolsulfônico 

KM: constante de Michaelis-Menten 

Ki: constante de inibição 

K0,5: constante de dissociação aparente 

LDH: lactato desidrogenase 

nH: número de Hill 

NADH: nicotinamida adenina dinucleotídeo (forma reduzida) 

NAD+: nicotinamida adenina dinucleotídeo (forma oxidada) 

NBT: nitroblue tetrazolium 

Pi: fosfato inorgânico 

PQ: piruvato quinase 

PNFF: p-nitrofenilfosfato 

PNFFase: p-nitrofenilfosfatase 

Tris: tris-(hidroxietil)aminometano 

U: Unidade de atividade enzimática (1 nmol de substrato hidrolisado/minuto). 

v: velocidade inicial 

vc: velocidade inicial corrigida 

V: velocidade máxima 
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RESUMO 

As propriedades bioquímicas da (Na+,K+)-ATPase branquial do siri eurialino 

Callinectes danae aclimatado à salinidade de 15‰ foram estudadas. 

A análise do gradiente de centrifugação em sacarose revelou a presença de um 

único pico entre 30–35% de sacarose, com uma boa correlação entre as atividades 

PNFFase a ATPase totais e (Na+,K+)-ATPase. A atividade residual observada na 

presença de ouabaína 3 mM sugere a presença de outros sistemas de enzimas atuantes. 

 A eletroforese em condições desnaturantes nos microsomas de brânquias de C. 

danae em animais recém-coletados em salinidade de 33 ‰ (não aclimatados) e de 

aclimatados a salinidades de 15 e 33‰ por um período de 10 dias mostrou a presença de 

pequenas diferenças nos padrões eletroforéticos das diferentes amostras. A análise por 

Western blot mostrou um aumento significativo da proporção relativa da subunidade α 

da (Na+,K+)-ATPase em relação à proteína total na fração microsomal do tecido 

branquial de animais aclimatados à salinidade de 15‰ quando comparados aos animais 

aclimatados a 33‰. Entretanto, proporções similares de subunidade α foram observadas 

para amostras de animais recém-coletados a salinidade de 33‰ e aclimatados a 15‰. 

A estimulação da atividade (Na+,K+)-ATPase pelo ATP ocorreu através de uma 

curva de saturação monofásica apresentando interações sítio-sítio (nH=1,2), com V= 

298,8 ± 16,7 U/mg, com K0,5 de 174,2 ± 9,8 µM. A estimulação da atividade ATPase da 

(Na+,K+)-ATPase por íons Mg2+ (V= 299,16 ± 14,06 U/mg; K0,5= 767,31 ± 36,06 µM), 

íons Na+ (V= 309,0 ± 15,8 U/mg; K0,5= 7,8 ± 0,4 mM), íons K+ (V= 300,6 ± 15,3 U/mg; 

K0,5= 1,63 ± 0,08 mM) e íons NH4
+ (V= 345,1 ± 19,0 U/mg; K0,5= 6,0 ± 0,3 mM) 

ocorreu através de interações sítio-sítio. 

A atividade da enzima foi modulada sinergisticamente pelos íons K+ com 

atividade máxima variando de 300,6 ± 15,3 U/mg para 514,6 ± 26,2 U/mg, na ausência 

e na presença 50 mM de íons NH4
+, respectivamente. Além disso, foi observado um 

significativo aumento na afinidade aparente da enzima pelo íon K+ da ordem de 10 

vezes (diminuiu de 1,6 ± 0,08 mM para 0,157 ± 0,008 mM). 

Similarmente ao observado para os íons K+, o íon NH4
+ estimulou 

sinergisticamente a atividade da enzima na presença de diferentes concentrações de íons 

K+. A estimulação da atividade da enzima pelo íon NH4
+ também ocorreu através de 

interações cooperativas entre os sítios. Embora tenha sido observado um aumento da 

atividade específica da enzima de 345,1 ± 19,0 U/mg para 516,8 ± 27,9 U/mg, não 
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foram observadas variações significativas nos valores de nH e K0,5 com o aumento da 

concentração de íons K+. 

A ouabaína inibiu cerca de 90% da atividade ATPase total. A inibição pela 

ouabaína apresentou valor de KI de 45,09 ± 2,51 µM. O ortovanadato também inibiu 

atividade (Na+,K+)-ATPase na mesma faixa (90%) através de uma curva de inibição 

monofásica, com valor de KI da ordem de 1,31 ± 0,06 µM. O emprego de bafilomicina 

A1, tapsigargina e teofilina, juntamente com a ouabaína, na atividade ATPase total 

descartam a presença de V-ATPase, Ca2+-ATPase ou fosfatase, respectivamente. Apesar 

da inibição por oligomicina corresponder a menos de 3,7%, esse valor aparentemente 

sugere a presença de uma F0F1-ATPase. Além disso, a inibição por ácido etacrínico, em 

conjunto com os experimentos de estimulação por da atividade ATPase da enzima por 

íons Na+ sugere fortemente a presença de uma K+-ATPase. 

A (Na+,K+)-ATPase hidrolisou o substrato PNFF obedecendo à cinética 

Michaeliana com velocidade de V= 102,9 ± 4,3 U/mg e KM= 1,7 ± 0,1 mM. Já a 

estimulação da atividade K+-fosfatase da enzima por íons Mg2+ (V= 93,7 ± 2,3 U/mg; 

K0,5= 1,40 ± 0,03 mM), K+ (V= 94,9 ± 3,5 U/mg; K0,5= 2,9 ± 0,1 mM) e NH4
+ (V= 

106,2 ± 2,2 U/mg; K0,5= 9,8 ± 0,2 mM) seguiu uma cinética cooperativa, sugerindo a 

presença de múltiplos sítios de ligação. Entretanto, a atividade K+-fosfatase não foi 

estimulada sinergísticamente na presença de íons K+ mais NH4
+. 

Os íons sódio (KI= 22,7 ± 1,7 mM) e ortovanadato (KI= 28,1 ± 1,4 nM) inibiram 

completamente a atividade fosfatase total através de uma única curva de inibição. 
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ABSTRACT 

The biochemical properties of the (Na+,K+)-ATPase from the gill microsomal 

tissue of the euryhaline, marine, swimming crab Callinectes danae, acclimated to 15‰ 

salinity, were investigated. 

Sucrose gradient centrifugation analyses revealed a unique peak, between 30–

35% sucrose, coincident with the total PNPPase, ATPase, and (Na+,K+)-ATPase 

activities. The residual activity observed in the presence of 3 mM ouabain suggests the 

existence of other enzyme systems. 

 Electrophoresis under denaturing conditions, using material from fresh-caught 

crabs (33 ‰ salinity, not acclimated), and from crabs acclimated to 15 or 33‰ salinity, 

for 10 days, revealed differences in migration pattern. Western blot analyses showed a 

significant increase in the amount of (Na+,K+)-ATPase α-subunit relative to total 

protein, for crabs acclimated to 15‰ compared to those acclimated to 33‰ salinity. 

However, the proportion of α-subunit in samples from fresh-caught crabs acclimated to 

33‰ and those acclimated to 15‰ salinity was similar. 

 (Na+,K+)-ATPase activity was stimulated by ATP and showed a single 

saturation curve, exhibiting site-site interactions (nH=1.2), with V= 298.8 ± 16.7 U/mg, 

and K0.5= 174.2 ± 9.8 µM. Stimulation of the ATPase activity by Mg2+ (V= 299.16 ± 

14.06 U/mg; K0.5= 767.31 ± 36.06 µM), Na+ (V= 309.0 ± 15.8 U/mg; K0.5= 7.8 ± 0.4 

mM), K+ (V= 300.6 ± 15.3 U/mg; K0.5= 1.63 ± 0.08 mM) and NH4
+ ions (V= 345.1 ± 

19.0 U/mg; K0.5= 6.0 ± 0.3 mM) occurred through site-site interactions. 

(Na+,K+)-ATPase activity was synergistically modulated by K+ ions, maximum 

activity varying from 300.6 ± 15.3 U/mg to 514.6 ± 26.2 U/mg, in the absence and 

presence of 50 mM NH4
+ ions, respectively. K+ ions induced a 10-fold increase in 

enzyme apparent affinity (from 1.6 ± 0.08 mM to 0.157 ± 0.008 mM). 

As for K+ ions, NH4
+ synergistically stimulated enzyme activity in the presence 

of variable K+ concentrations. The stimulation by NH4
+ ions exhibited cooperative, site-

site interactions. Although an increase in specific activity from 345.1 ± 19.0 U/mg to 

516.8 ± 27.9 U/mg was seen, no significant changes in nH and K0.5 were observed. 

Ouabain inhibited total ATPase activity by about 90%, showing a KI= 45.09 ± 

2.51 µM. Orthovanadate also inhibited the (Na+,K+)-ATPase with a KI of 1.31 ± 0.06 

µM. Although the inhibitory effect of oligomycin was minimal (<3.7%), this inhibition 
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may suggest F0F1-ATPase activity. The inhibition by ethacrynic acid, in association 

with Na+ ion stimulation of the ATPase activity, suggests the presence of a K+-ATPase. 

The (Na+,K+)-ATPase hydrolyzed PNPP (K+-phosphatase activity) obeying 

Michaelian kinetics, with V= 102.9 ± 4.3 U/mg and KM= 1.7 ± 0.1 mM. The stimulation 

of K+-phosphatase activity by Mg2+ (V= 93.7 ± 2.3 U/mg; K0.5= 1.4 ± 0.03 mM), K+ 

(V= 94.9 ± 3.5 U/mg; K0.5= 2.9 ± 0.1 mM), and NH4
+ ions (V= 106.2 ± 2.2 U/mg; K0.5= 

9.8 ± 0.2 mM) following cooperative kinetics, suggests multiple binding sites. K+-

phosphatase activity, however, was not synergistically stimulated by K+ and NH4
+. 

Sodium ions (KI= 22.7 ± 1.7 mM), and orthovanadate (KI= 28.1 ± 1.4 nM) totally 

inhibited the total phosphatase activity. 
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1.0 – INTRODUÇÃO 

 

1.1 – A (Na+,K+)-ATPase. 

A (Na+,K+)-ATPase (E.C.3.6.1.37) é uma enzima pertencente à família das 

ATPases do tipo P, transportadoras de cátions caracterizadas pela formação de um 

intermediário fosforilado através da transferência do fosfato γ da molécula do ATP para 

o resíduo de aspartato na molécula da enzima durante o seu ciclo catalítico (Post, 1999; 

Crambert et al., 2000; Geering, 2000; Kaplan et al., 2001; Glynn, 2002; Kaplan, 2002; 

Jorgensen et al., 2003; Apell, 2004; Horisberger, 2004; Toustrup-Jensen & Vilsen, 

2005; Dempski et al., 2005). Ela é uma proteína integral, presente na membrana 

plasmática de praticamente todas as células animais e acopla a hidrólise de uma 

molécula de ATP ao transporte de 2 íons K+ para dentro e 3 íons Na+ para fora da 

célula, contra seus respectivos gradientes eletroquímicos. Desta forma, a concentração 

do íon K+ no meio intracelular permanece alta enquanto a do íon Na+, baixa, o que é 

crucial para a atividade excitável dos músculos e do tecido nervoso, bem como para a 

regulação do volume celular. Além disso, o gradiente de íons Na+ criado pela (Na+,K+)-

ATPase é capaz de energizar a atividade de muitos transportadores secundários, que 

suprem a célula de diversos nutrientes e regulam o pH e as concentrações intracelulares 

de outros íons (Jorgensen et al., 1998a, b, 2003; Skou, 1998; Blanco & Mercer, 1998; 

Blostein, 1999; Therien & Blostein, 2000; Crambert et al., 2000; Kaplan et al., 2001; 

Kaplan, 2002; Horisberger, 2004; Capendeguy & Horisberger, 2005; Dempski et al., 

2005). 

 A (Na+,K+)-ATPase é um heterodímero, constituída por duas subunidades, 

denominadas α e β. A subunidade α, considerada a subunidade catalítica da enzima, 

contém cerca de 1000 resíduos de aminoácidos e Mr da ordem de 110 kDa, e nela estão 

presentes os sítios de ligação de ATP e de fosforilação, além dos aminoácidos essenciais 

para a coordenação dos íons Na+ e K+ (Lingrel et al., 1998; Blostein, 1999; Hu & 

Kaplan, 2000; Blanco & Mercer, 1998; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Jorgensen, 

2003; Sanchez & Blanco, 2004; Su & Scheiner-Bobis, 2004; Horisberger, 2004; 

Toustrup-Jensen & Vilsen, 2005). Desde seu sequenciamento e clonagem, os estudos 

sobre a subunidade α da (Na+,K+)-ATPase sugerem a presença de 10 segmentos 

transmembrana (Geering, 2000; Mobasheri et al., 2000; Rice et al., 2001; Donnet et al.,  
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Painel 1 – Topologia de membrana proposta para as subunidades αααα, ββββ e γγγγ (FXYD) 

da (Na+,K+)-ATPase. 

O modelo proposto mostra a presença de dez segmentos transmembrana para 
subunidade α da enzima apresentando os domínios citoplasmáticos “A”, “N” e “P”. A 
seqüência “TGES” localizada no domínio citoplasmático “A” da subunidade α está 
envolvida na desfosforilação da enzima. Na subunidade β, estão representadas três 
glicosilações localizadas na porção extracelular da proteína. A subunidade γγγγ está 
representada pela família de proteínas denominadas “FXYD”. (Modificado de 
Horisberger, 2004). 
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2001; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Horisberger, 2004; Toustrup-Jensen & 

Vilsen, 2005; Capendeguy & Horisberger, 2005), onde suas extremidades N-terminal e 

C-terminal (Painel 1) estão voltadas para o citoplasma (Felsenfeld & Sweadner, 1988; 

Ning et al., 1993; Rice et al., 2001; Donnet et al., 2001; Sweadner & Donnet, 2001; 

Feraille & Doucet, 2001; Kaplan, 2002; Horisberger, 2004). Grande parte da 

subunidade α está localizada no citoplasma sob a forma de alças que dão origem a 3 

domínios: o domínio “N” ou de ligação de nucleotídeos, o domínio “P” ou de 

fosforilação, formados pela alça citoplasmática entre os segmentos M4-M5 da 

subunidade α que contém o sítio de ligação do ATP e de fosforilação da enzima 

(Blostein et al., 1998; Goldshleger & Karlish, 1999; Toyoshima et al., 2000; Jorgensen 

& Pedersen, 2001; Salgado-Comissariat et al., 2001; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 

2003; Hebert et al., 2003; Hakansson, 2003; Horisberger, 2004; Toustrup-Jensen & 

Vilsen, 2005; Capendeguy & Horisberger, 2005). Um terceiro domínio, denominado 

“A” (ou domínio atuador), é formado pela união entre o segmento N-terminal e a alça 

citoplasmática entre os segmentos transmembrana M2 e M3 (Painel 1) (Kaplan, 2002; 

Jorgensen et al., 2003; Hebert et al., 2003; Horisberger, 2004; Toustrup-Jensen & 

Vilsen, 2005; Capendeguy & Horisberger, 2005). Os estudos a respeito dos domínios 

citoplasmáticos da subunidade α da enzima se baseiam na grande similaridade estrutural 

com os domínios já identificados para a Ca2+-ATPase de retículo sarcoplasmático 

(Toyoshima et al., 2000; Sweadner & Donnet, 2001; MacLennan & Green, 2000; 

Hebert et al., 2001; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Toustrup-Jensen & Vilsen, 

2005; Cohen et al., 2005; Dempski et al., 2005). Estes domínios citoplasmáticos estão 

arranjados de maneira a se conectar por uma haste estreita a um domínio 

transmembrana formando uma estrutura aproximadamente cilíndrica e compacta onde 

se localizam os sítios de ligação dos íons Na+ e K+ (Rice et al., 2001; Sweadner & 

Donnet, 2001; Hebert et al., 2001; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Toustrup-

Jensen & Vilsen, 2005). 

A subunidade β, composta por cerca de 300 resíduos de aminoácidos e Mr da 

ordem de 50 kDa, apresenta apenas um domínio transmembrana cuja extremidade N-

terminal está voltada para o citoplasma (Painel 1). Ela é altamente glicosilada e está 

praticamente voltada para o meio extracelular (Bar-Shimon et al., 1998; Geering, 2000, 

2001; Hasler et al., 2001; Rice et al., 2001; Hebert et al., 2001; Kaplan, 2002; Laughery 

et al., 2003; Horisberger, 2004; Deane & Woo, 2005; Cohen et al., 2005; Dempski et 
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al., 2005). A presença de três pontes dissulfeto na subunidade β da enzima é necessária 

para o direcionamento na membrana plasmática e são resistentes a redução (Lutsenko & 

Kaplan, 1993; Geering, 2001; Kaplan, 2002; Laughery et al., 2003; Dempski et al., 

2005). A redução das pontes S-S pode afetar a interação entre a subunidade  β e a alça 

formada entre os segmentos M7 e M8 da subunidade α da enzima, resultando em perda 

da atividade (Kawamura & Nagano, 1984; Kirley, 1990; Lutsenko & Kaplan, 1993; 

Geering, 2001; Kaplan, 2002; Cohen, 2005). 

 A subunidade γ é um proteolipídeo de cerca de 60 resíduos de aminoácidos e Mr 

ao redor de 7 kDa que se associa à (Na+,K+)-ATPase de maneira tecido-específica nos 

vertebrados (Therien & Blostein, 2000; Arystarkhova et al., 2002a, b; Fuzesi et al., 

2005). Ele faz parte de uma família de proteínas denominadas FXYD (Béguin et al., 

2002; Crambert et al., 2002, 2003, 2004; Geering et al., 2003; Sweadner et al., 2003; 

Cornelius & Mahmmoud, 2003; Garty et al., 2003; Feschenko et al., 2003; Li et al., 

2004; Horisberger, 2004; Frasen et al., 2005; Fuzesi et al., 2005; Jones et al., 2005; 

Zouzoulas et al., 2005), caracterizadas por apresentar apenas um único segmento 

transmembrana (Painel 1). Sua extremidade N-terminal está voltada para o meio 

extracelular e considera-se que essa subunidade seja uma terceira subunidade da enzima 

(Béguin et al., 1997; Blanco & Mercer, 1998). Evidências recentes indicam que ela não 

é um componente essencial da (Na+,K+)-ATPase, embora atue como um regulador, 

modulando a afinidade da enzima pelo ATP, e os íons K+ e Na+ (Therien et al., 1999; 

Therien & Blostein, 2000; Wetzel & Sweadner, 2001; Crambert et al., 2002, 2004; 

Arystarkhova et al., 2002a, b; Blostein et al., 2003; Farman et al., 2003; Geering et al., 

2003; Li et al., 2004; Horisberger, 2004; Fuzesi et al., 2005; Zouzoulas et al., 2005).  

 O heterodímero αβ é necessário para a enzima funcionalmente ativa e, já está 

bem estabelecido que a subunidade β atua como uma chaperona específica, 

estabilizando o enovelamento correto da subunidade α, facilitando o direcionamento do 

dímero para a membrana plasmática (Noguchi et al., 1990; Béguin et al., 1998, 2000; 

Abriel et al., 1999; Martin et al., 2000; Geering, 2000, 2001; Mobasheri et al., 2000; 

Hasler et al., 2001; Jorgensen et al., 2003; Laughery et al., 2003). Além disso, a 

subunidade β pode modular a atividade catalítica da enzima e o transporte pelos íons K+ 

e Na+ (Kaplan et al., 1998; Abriel et al., 1999; Mobasheri et al., 2000; Hasler et al., 

1998, 2001; Kaplan et al., 2001; Geering, 2001; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003). 

Estruturalmente, a porção extracelular da subunidade β em sua porção mais próxima à 
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superfície da membrana interage com a alça extracelular da subunidade α entre os 

segmentos M7 e M8, estabilizando-a (Or et al., 1998; Bar Shimon et al., 1998; Wang & 

Farley, 1998; Béguin et al., 2000; Rice et al., 2001; Hasler et al., 2001; Jorgensen et al., 

2003; Laughery et al., 2003; Horisberber, 2004; Cohen et al., 2005). Além disso, a outra 

porção maior desta subunidade, mais próxima da extremidade C-terminal, 

aparentemente interage com a alça M3-M4 da subunidade α, recobrindo a cavidade que 

leva aos sítios de coordenação de cátions e modulando a interação entre estes e a 

molécula da enzima (Rice et al., 2001). As cadeias α e β também interagem através de 

seus segmentos transmembrana e domínios citoplasmáticos e estas interações parecem 

ter relevância estrutural e funcional, embora ainda pouco compreendidas (Ivanov et al., 

2000; Shainskaya et al., 2000; Hasler et al., 2000, 2001; Horisberger, 2004). 

Está bem estabelecido que o protômero αβ é capaz de hidrolisar ATP e realizar 

transporte ativo (Ward & Cavieres, 1993; Martin & Sachs, 1999; Martin et al., 2000; 

Takeda & Kawamura, 2001; Donnet et al., 2001; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003). 

Entretanto, existem controvérsias quanto ao fato da enzima existir normalmente na 

membrana na forma de um protômero αβ (Martin et al., 2000; Takeda & Kawamura, 

2001; Jorgensen et al., 2003), de um diprotômero (αβ)2 (Linnertz et al., 1998a; 

Antolovic et al., 1999; Laughery et al., 2003; Homareda & Ushimaru, 2005) ou um 

tetrâmero (αβ)4 (Yamazaki et al., 1994; Tsuda et al., 1998a, b; Yokoyama et al., 1999; 

Donnet et al., 2001; Taniguchi et al., 2001; Teramachi et al., 2002; Hayashi et al., 

2003). 

Quatro isoformas para a subunidade α e três para a subunidade β para a 

(Na+,K+)-ATPase de vertebrados foram identificadas, sendo que cada subunidade é 

codificada por diferentes famílias de genes (Levenson, 1994; Blanco & Mercer, 1998; 

Blanco et al., 1999; Woo et al., 1999; Crambert et al., 2000; Mobasheri et al., 2000; 

Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Lingrel et al., 2003; Horisberger, 2004). Seu 

padrão de expressão é tecido e espécie-específicos, está sujeito à regulação hormonal e 

também depende do estágio de diferenciação celular (Blanco & Mercer, 1998; Sweeney 

& Klip, 1998; Mobasheri et al., 2000). Cada isoforma da subunidade α apresenta 

propriedades cinéticas distintas em relação à estimulação por Na+, K+, ATP e à inibição 

por ouabaína (Blanco & Mercer, 1998; Sweeney & Klip, 1998; Crambert et al., 2000; 

Segall et al., 2000; Mobasheri et al., 2000; Lingrel et al., 2003). Homólogos diretos das 

isoformas da subunidade α dos vertebrados ainda não foram descritos nos invertebrados 
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(Emery et al., 1998; Okamura et al., 2003). Embora duas isoformas da subunidade α 

tenham sido identificadas nos camarões Artemia salina e Artemia franciscana, nenhuma 

delas corresponde diretamente as isoformas encontradas nos vertebrados (Cortas & 

Edelman, 1988; Baxter-Lowe et al., 1989; Cortas et al., 1989; Macías et al., 1991; 

GarciaSaez et al., 1997; Jorgensen & Pedersen, 2001). Além disso, somente uma 

isoforma da subunidade β foi relatada para a (Na+,K+)-ATPase de crustáceos e nenhuma 

isoforma da subunidade γ foi relatada para esses animais (Lucu & Towle, 2003). Nos 

insetos foi relatada a existência de uma única isoforma de α, similar as isoformas α1 e 

α3 dos mamíferos (Lebovitz et al., 1989; Reeves & Yamanaka, 1993; Emery et al., 

1995, 1998) e três isoformas da subunidade β que apresentam uma grande similaridade 

com as equivalentes dos vertebrados (Emery et al., 1998; Sun et al., 1998; Xu et al., 

1999; Sun & Salvaterra, 1995a, b; Lucu & Towle, 2003; Okamura et al., 2003). 

O mecanismo da reação de hidrólise do ATP acoplada ao transporte de íons pela 

(Na+,K+)-ATPase envolve grandes mudanças conformacionais entre duas formas da 

enzima (Painel 2): a primeira, denominada E1, é caracterizada por apresentar uma alta 

afinidade por íons Na+ citoplasmáticos; enquanto a outra, E2, é caracterizada pela alta 

afinidade por íons K+ extracelulares (Jorgensen et al., 1998a, 2003; Post, 1999; Vilsen, 

1999; Jorgensen & Pedersen, 2001; Béauge, 2001; Kaplan., 2002; Scheiner-Bobis, 

2002; Apell, 2004; Horisberger, 2004). De acordo com esse modelo, a etapa inicial do 

ciclo reacional consiste na ligação de uma molécula de ATP (etapa 1) à forma E2(2K), 

com uma baixa afinidade aparente. Nesta conformação, os dois íons K+ estão ocluídos 

no interior da enzima (Nielsen et al., 1998; Jorgensen et al., 1998a, 2003; Post, 1999; 

Kaplan, 2002; Horisberger, 2004). A ligação do ATP ao seu sítio acelera a mudança 

conformacional E2ATP(2K) para a forma E1ATP2K (etapa 2), em que os íons K+ estão 

desocluídos, ocorrendo simultaneamente a reorientação dos sítios de ligação de cátions 

do lado extracelular para o citoplasma. A liberação dos íons K+(etapa 3) para o 

citoplasma e a sua substituição por dois íons Na+ dá origem à forma E1ATP2Na (não 

mostrado). A ligação de um terceiro íon Na+ citoplasmático a enzima dá origem à forma 

E1ATP3Na (etapa 4) provocando um rearranjo dos segmentos transmembrana da 

subunidade α (Domaszewicz & Apell, 1999; Schneeberger & Apell, 1999; Kaplan, 

2002) que é propagado para os domínios citoplasmáticos induzindo o posicionamento 

adequado do resíduo de aspartato que será fosforilado pelo ATP já ligado à enzima 

(Jorgensen et al., 1998; Apell et al., 1998; Schneeberger & Apell, 1999; Rice et al., 
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Painel 2 – Modelo proposto para o mecanismo da reação de hidrólise do ATP pela 

(Na+,K+)-ATPase. 

  Os estados (Na) e (K) indicados no modelo correspondem as formas ocluídas 
dos íons Na+ e K+ na enzima. A seta circular no centro da figura indica a direção do 
mecanismo de reação (Modificado de Kaplan, 2002). 
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2001; Kaplan, 2002; Horisberger, 2004). A fosforilação da enzima, bem como a 

liberação de ADP (etapa 5), provoca uma transição para a forma E1P(3Na), na qual os 

íons Na+ permanecem ocluídos. A enzima sofre então uma rápida isomerização 

passando para a forma E2P2Na liberando simultaneamente um íon Na+ (etapa 6) para o 

meio extracelular (Apell et al., 1998; Vilsen, 1999; Domaszewicz & Apel, 1999; 

Holmgren et al., 2000; Kaplan, 2002; Horisberger, 2004). As etapas de fosforilação e 

isomerização ocorrem de maneira acoplada à reorientação dos sítios de ligação de 

cátions do meio citoplasmático para o meio extracelular. A desoclusão dos dois íons 

Na+ (etapa 7) restantes provoca a passagem para a forma E2P e a liberação dos íons 

para fora da célula. Finalmente, a ligação de dois íons K+ (etapa 8) extracelulares à 

forma E2P catalisa a desfosforilação da enzima (etapa 9), que volta à forma E2(K), 

reiniciando assim o ciclo catalítico. 

Os resíduos de aminoácidos que interagem diretamente com o ATP ou 

desempenham um papel importante para sua ligação à (Na+,K+)-ATPase estão 

localizados na alça citoplasmática entre os segmentos M4-M5 da subunidade α da  

enzima (Jorgensen et al., 1998a, 2003; Scheiner-Bobis & Schreiber, 1999; Ettrich et al., 

2001; Jorgensen & Pedersen, 2001; Rice et al., 2001; Kaplan et al., 2001; Jacobsen et 

al., 2002; Hofbauerova et al., 2002; Kaplan, 2002; Costa et al., 2003; Kubala et al., 

2002, 2004). Além do resíduo de aspartato que sofre a fosforilação durante o ciclo 

catalítico, um resíduo de arginina também parece ser essencial para a ligação do ATP à 

enzima (Ettrich et al., 2001; Jorgensen & Pedersen, 2001; Jacobsen et al., 2002; Kubala 

et al., 2002, 2003; Jorgensen et al., 2003; Hilge et al., 2003). Resíduos de lisina, 

fenilalanina, glicina, serina, aspartato, cisteína e glutamato localizados na mesma região 

da molécula parecem contribuir para essa ligação (Tsuda et al., 1998a; Linnertz et al., 

1998, 1999; Gatto et al., 1999; Scheiner-Bobis & Schreiber, 1999; Ettrich et al., 2001; 

Jorgensen & Pedersen, 2001; Kaplan, 2002; Kubala et al., 2003; Hofbauerova et al., 

2003; Jorgensen et al., 2003; Lansky et al., 2004; Su & Scheiner-Bobis, 2004). 

Entretanto, as características das estruturas secundária e terciária envolvidas na 

coordenação de nucleotídeos permanecem ainda a ser esclarecidas (Linnertz et al., 

1999; Tran & Farley, 1999; Rice et al., 2001; Kaplan, 2002; Costa et al., 2003). 

Nos segmentos transmembrana M4, M5 e M6 da subunidade α da (Na+,K+)-

ATPase estão localizados os sítios de ligação dos cátions (Lingrel et al., 1998; Vilsen & 

Andersen, 1998; Vilsen, 1999; Shainskaya et al., 2000; Feraille & Doucet, 2001; 

Jorgensen & Pedersen, 2001; Kaplan et al., 2001; Guennoun & Horisberger, 2000, 
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2002; Kaplan, 2002; Mikhailova et al., 2002; Ogawa & Toyoshima, 2002; Jorgensen et 

al., 2003; Sanchez & Blanco, 2004; Horisberger, 2004).  Acredita-se que estes 

segmentos transmembrana compõem um domínio móvel e flexível que fica sujeito às 

mudanças conformacionais associadas ao transporte dos cátions através da membrana 

(Lutsenko et al., 1995; Geering, 2000; Kaplan et al., 2001; Mikhailova et al., 2002; 

Ogawa & Toyoshima, 2002; Li et al., 2005; Gatto et al., 2005). Existem controvérsias a 

respeito dos resíduos de aminoácidos que estariam diretamente envolvidos na 

coordenação de cátions, mas um número crescente de evidências sugere que dois 

resíduos de aspartato, localizados na região mediana de M6, e dois resíduos de 

glutamato, um em M4 e outro em M5, bem como um resíduo de glutamina em M8, são 

essenciais para a ligação de dois íons K+ e dois íons Na+ (Lingrel et al., 1998; Jorgensen 

et al., 1998a, b, 2003; Nielsen et al., 1998; Jorgensen & Pedersen, 2001; Kaplan et al., 

2001; Arguello et al., 1999a, b; Koenderink et al., 2000, 2003; Ogawa & Toyoshima, 

2002; Kaplan, 2002; Jorgensen, 2003). Aparentemente, a enzima não apresenta sítios 

separados com especificidades diferentes para a ligação destes dois íons ligados à 

enzima, embora alguns autores destaquem que resíduos de asparagina, glutamato, 

aspartato, serina, tirosina e treonina localizados principalmente em M4 e M5, o resíduo 

de leucina localizado na alça entre os segmentos M3 e M4 e o resíduo de treonina 

localizado em M8 parecem estar envolvidos na seletividade entre os cátions nas 

conformações E1 e E2 da enzima (Lingrel et al., 1998; Jorgensen et al., 1998a, b; 

Pedersen et al., 1998; Vilsen, 1999; Arguello et al., 1999a; Mense et al., 2000, 2002; 

Jorgensen & Pedersen, 2001; Ogawa & Toyoshima, 2002; Jorgensen, 2003; Sanchez & 

Blanco, 2004; Eguchi et al., 2005). Em relação ao terceiro íon Na+ transportado por 

molécula de ATP hidrolisada, há evidências de que ele interage com a forma 

E1ATP2(Na) em um sítio diferente, exclusivamente seletivo e que contém apenas 

grupos não carregados (Apell et al., 1998; Schneeberger & Apell, 2001; Jorgensen et al., 

2003; Hakansson & Jorgensen, 2003). Estudos recentes têm proposto que um resíduo de 

glutamato localizado em M9, outro de tirosina localizado em M5, resíduos de glicina e 

de treonina em M6 e um resíduo de valina localizado em M8 seriam cruciais na ligação 

e estabilização do terceiro íon Na+ na enzima (Ogawa & Toyoshima, 2002; Horisberger, 

2004; Imagawa et al., 2005; Li et al., 2005). 

A oclusão dos cátions na (Na+,K+)-ATPase é um passo importante para a 

eficiência do transporte iônico, garantindo o transporte de 3 íons Na+ e 2 íons K+ através 

da membrana para cada molécula de ATP hidrolisada (Scheiner-Bobis, 1998; Vilsen & 
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Andersen, 1998; Apell et al., 1998; Post, 1999; Schneeberger & Apell, 1999, 2001; 

Kaplan, 2002; Ogawa & Toyoshima, 2002; Jorgensen et al., 2003; Apell, 2003; 

Horisberger, 2004; Li et al., 2005) seguido de reconhecimento do íon acompanhado de 

uma mudança conformacional para o estado ocluído (Jorgensen et al., 1998; Post, 1999; 

Schneeberger & Apell, 1999; Shainskaya et al., 2000; Holmgren et al., 2000; 

Horisberger, 2004). Somente após a oclusão dos dois primeiros íons Na+, o sítio de 

ligação do terceiro ion Na+ torna-se acessível (Schneeberger & Apell, 2001; Ogawa & 

Toyoshima, 2002; Apell, 2003), o que representa um ponto chave no processo de 

oclusão e transporte dos íons eficientes, garantindo o transporte de 3 íons Na+ e 2 íons 

K+ através da membrana para cada molécula de ATP hidrolisada (Scheiner-Bobis, 1998; 

Vilsen & Andersen, 1998; Apell et al., 1998; Post, 1999; Schneeberger & Apell, 1999, 

2001; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003). A estrutura e localização dos sítios de 

reconhecimento de íons bem como a natureza das transições conformacionais 

envolvidas na sua oclusão/desoclusão permanecem a serem esclarecidas (Jorgensen et 

al., 1998a; Post, 1999; Schneeberger & Apell, 1999, 2004; Shainskaya et al., 2000; 

Holmgren et al., 2000; Apell, 2004; Horisberger, 2004; Li et al., 2005; Gatto et al., 

2005; Imagawa et al., 2005). 

As estruturas secundária e terciária dos domínios da (Na+,K+)-ATPase ainda 

permanecem a serem esclarecidas (Donnet et al., 2001; Sweadner & Donnet, 2001; Rice 

et al., 2001; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003). Entretanto, estudos da estrutura 

tridimensional dos domínios citoplasmáticos da subunidade α da Ca2+-ATPase de 

retículo sarcoplasmático nas conformações E1 e E2 (Toyoshima et al., 2000, 2003; 

MacLennan & Green, 2000; Toyoshima & Nomura, 2002; Ogawa & Toyoshima, 2002) 

mostraram uma grande similaridade com a subunidade α da (Na+,K+)-ATPase (Rice et 

al, 2001; Sweadner & Donnet, 2001; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Hakansson, 

2003; Hebert et al., 2003; Karlish, 2003; Sanchez & Blanco, 2004; Apell, 2004; 

Horisberger, 2004). Apesar da estrutura tridimensional da (Na+,K+)-ATPase ainda não 

estar estabelecida com alta resolução (Rice et al., 2001; Jorgensen et al., 2003; Kaplan, 

2002), os dados comparativos obtidos entre essas enzimas sugerem uma semelhança 

entre suas mudanças de conformação, sugerindo um mecanismo comum para todas as 

ATPases do tipo P (MacLennan & Green, 2000; Rice et al., 2001; Kaplan, 2002; 

Jorgensen et al., 2003; Karlish, 2003; Apell, 2004; Horisberger, 2004). 

O mecanismo pelo qual a hidrólise do ATP é acoplada ao transporte de íons está 

intimamente associado às modificações conformacionais que ocorrem na transição entre 
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as formas E1 e E2 da enzima (Post, 1999; Goldshleger & Karlish, 1999; Patchornik et 

al., 2000; Jorgensen & Pedersen, 2001; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Toustrup-

Jensen & Vilsen, 2003; Horisberger, 2004). A ligação do ATP ao seu sítio bem como a 

fosforilação/desfosforilação da cadeia α desencadeiam modificações conformacionais 

que são transmitidas aos sítios de ligação/oclusão de cátions no interior da membrana 

(Goldshleger & Karlish, 1999; Pedersen et al., 2000; Rice et al., 2001; Kaplan et al., 

2001; Toustrup & Vilsen 2005). Da mesma maneira, a ligação dos íons aos seus sítios 

provoca modificações conformacionais que são transmitidas ao sítio de ligação de ATP 

(Apell et al., 1998; Kaplan et al., 1998; Goldshleger & Karlish, 1999; Rice et al., 2001; 

Kaplan et al., 2001). Assim, a transmissão destas mudanças conformacionais à distância 

permite que a energia química liberada pela hidrólise do ATP seja usada para alterar a 

orientação e a especificidade dos sítios para Na+ e K+, propiciando o transporte dos íons 

através da membrana (Jorgensen et al., 1998a, 2003; Post, 1999; Gatto et al., 1999; 

Schneeberger & Apell, 1999; Pedersen et al., 2000; Jorgensen & Pedersen, 2001; 

Kaplan et al., 2001; Kaplan, 2002; Toustrup-Jensen & Vilsen, 2003; Horisberger, 2004). 

Contudo, o exato mecanismo de acoplamento ainda não está bem estabelecido 

(Jorgensen et al., 2003; Mandal et al., 2003; Horisberger, 2004). 

Em relação à movimentação dos domínios citoplasmáticos, na conformação E2, 

eles estão aparentemente organizados de forma compacta (Rice et al., 2001, Kaplan, 

2002; Jorgensen et al., 2003; Karlish, 2003; Toustrup-Jensen & Vilsen, 2003). A ligação 

do ATP à forma E22K provoca movimentos de rotação e inclinação dos domínios “N”, 

“P” e “A”, que induzem o afastamento do domínio citoplasmático “A” em relação aos 

outros domínios. De acordo com o modelo proposto por Horisberger (2004), a enzima 

na forma E1ATP (Painel 3) apresenta os domínios citoplasmáticos “A”, “N” e 

“P”afastados entre si (etapa �). Os domínios “N” e “P” se rearranjam de forma a 

interagir fortemente entre si e estabilizam a conformação E1ATP (Kaplan, 2002; 

Patchornik et al., 2002; Jorgensen et al., 2003; Pedersen et al., 2000; Toustrup-Jensen & 

Vilsen, 2003). Simultaneamente ao afastamento do domínio “A”, ocorre uma 

reorientação dos sítios de ligação de cátions do meio extracelular para o meio 

intracelular, com a desoclusão dos íons K+ para o citoplasma e ligação de dois íons Na+ 

(Goldshleger & Karlish, 1999; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Toustrup-Jensen & 

Vilsen, 2003; Horisberger, 2004). A ligação do terceiro íon Na+ à forma E1 provoca 

mudanças conformacionais onde o domínio “N” sofre rotação em relação ao domínio 

“P” posicionando o resíduo de aspartato e o fosfato γ do ATP (etapa �), favorecendo a  
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Painel 3 – Esquema integrado do ciclo funcional da (Na+,K+)-ATPase.  

A seta circular no centro mostra a direção do ciclo fisiológico dirigido por uma alta 
razão ATP/ADP, mas todas as etapas são reversíveis e sob condições apropriadas o 
ciclo pode caminhar na direção reversa. O estado E1Na corresponde ao estado da 
SERCA cristalizada. (Modificado de Horisberger, 2004). 
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fosforilação da conformação E1, induzindo posteriormente a mudança de conformação 

para E2 (Apell et al., 1998; Schneeberger & Apell, 1999; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 

2003; Ogawa & Toyoshima, 2002; Horisberger, 2004). A fosforilação do resíduo de 

aspartato na molécula da enzima, através da hidrólise do ATP, dá origem a forma 

E1P(3Na) (etapa �). O domínio “A” sofre simultaneamente um movimento de rotação 

de 30º, propagando uma mudança conformacional para a interface transmembrana da 

enzima resultando no fechamento do canal e oclusão dos íons Na+ ligados à enzima 

(Toyoshima & Mizutani, 2004; Sorensen et al., 2004), durante a etapa �. Durante o 

ciclo catalítico, este estado de alta energia E1P(3Na) é rapidamente convertido na forma 

E2P(2Na) (etapa �). Na mudança dos estados E1 para E2 ocorre a abertura dos sítios de 

ligação de cátions para o meio extracelular e a redistribuição dos grupos importantes 

diminuindo a afinidade pelo Na+. Além disso, após a liberação do primeiro Na+ para o 

meio extracelular ocorre o rearranjo do canal levando à liberação dos dois íons Na+ 

restantes (etapa �)(Mikhailova et al., 2002; Patchornik et al., 2000, 2002; Jorgensen et 

al., 2003; Goldshleger & Karlish, 1999; Kaplan, 2002; Toustrup-Jensen & Vilsen, 2003; 

Horisberger, 2004).  Dessa forma, dois ions K+ podem ocupar o sítio de ligação de 

cátions da forma E2P (etapa �), catalisando a desfosforilação do domínio “P” e a 

oclusão dos íons K+, que rearranja a molécula da enzima fechando o canal de acesso 

para o meio extracelular (etapa �) (Goldshleger & Karlish, 1999; Kaplan, 2002; 

Jorgensen et al., 2003; Toustrup-Jensen & Vilsen, 2003; Horisberger, 2004). A ligação 

de uma nova molécula de ATP ao domínio “N” (etapa 8) promove o afastamento dos 

domínios “N” e “P”, induzindo a movimentação dos segmentos transmembrana da 

molécula. Esse movimento resulta em abertura do canal de acesso aos sítios de ligação 

de cátions para o meio intracelular. Um rearranjo dos grupos importantes para a 

coordenação dos cátions, que se traduz numa diminuição da afinidade da enzima por 

íons K+, caracteriza a transição conformacional da forma E2ATP(2K) para a forma 

E1ATP2K (etapa 9). Finalmente, ocorre a liberação dos íons K+ para o citosol (etapa 


), finalizando o ciclo (Horisberger, 2004). Entretanto, ainda existem detalhes acerca 

deste mecanismo que permanece a ser esclarecido (Jorgensen & Pedersen, 2001; Kaplan 

et al., 2001; Hebert et al., 2001 Apell, 2003; Horisberger, 2004; Li et al., 2005; Gatto et 

al., 2005).  

 A (Na+,K+)-ATPase é especificamente inibida por esteróides cardiotônicos, dos 

quais a ouabaína é o mais representativo (Emery et al., 1998; Kasturi et al., 1998; 

Koenderink et al., 2000b; Crambert et al., 2004; Paula et al., 2005). Já está bem 
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estabelecido que ela interage com a porção extracelular da enzima ligando-se com maior 

afinidade à forma E2P (Lingrel & Kuntzweiler, 1994; Croyle et al., 1997; Lingrel et al., 

1998; Middleton et al 2000; Farr et al., 2002; Crambert et al., 2004; Keenan et al., 

2005). Vários resíduos de aminoácidos, localizados nas alças extracelulares da cadeia α 

bem como nos segmentos transmembrana são importantes para a interação enzima-

ouabaína (Feng & Lingrel, 1994; Askew & Lingrel, 1994; Palasis et al., 1996; Croyle et 

al., 1997; Keenan et al., 2005). Aparentemente, a cadeia β também está envolvida na 

interação da enzima com a ouabaína (Hasler et al., 1998). Entretanto, o sítio de ligação 

da ouabaína ainda não é conhecido (Kasturi et al., 1998; Coppi et al., 1999; Koenderink 

et al., 2000b; Middleton et al., 2000; Kaplan, 2002; Paula et al., 2005). Como 

característica compartilhada por todas as ATPases do tipo P, a (Na+,K+)-ATPase 

também é fortemente inibida por vanadato, que mimetiza o estado de transição para a 

fosforilação/desfosforilação da enzima na forma E2 e E2(K), formando uma ligação 

estável entre o inibidor e a molécula da enzima bloqueando dessa forma seu ciclo 

catalítico (Cantley et al., 1978; McGregor & Walker, 1993; Dafnis & Sabatini, 1994; 

Boxenbaum et al., 1998; Fedosova et al., 1998; Rice et al., 2001; Toustrup-Jensen & 

Vilsen, 2003, 2005). 

A (Na+,K+)-ATPase dos vertebrados está sujeita a uma complexa regulação, capaz 

de conferir às células a habilidade de coordenar precisamente a atividade da enzima 

com as suas necessidades fisiológicas num determinado instante (Blanco & Mercer, 

1998; Therien & Blostein, 1999; Pedemonte & Bertorello, 2001; Cornelius & 

Mahmmoud, 2003). Entretanto, os mecanismos pelos quais esta regulação ocorre ainda 

não estão bem estabelecidos (Blanco & Mercer, 1998; Therien & Blostein, 2000; 

Mobasheri et al., 2000; Cornelius, 2001). A expressão de diferentes isoformas com 

características cinéticas intrínsecas distintas e em abundâncias relativas apropriadas é 

capaz de suprir parcialmente a necessidade de comportamentos específicos da enzima 

em diferentes tecidos e células (Blanco & Mercer, 1998; Sweeney & Klip, 1998; 

Crambert et al., 2000; Segall et al., 2000, 2001; Mobasheri et al., 2000; Lingrel et al., 

2003). Por outro lado, os fatores que modulam mais diretamente a atividade da 

(Na+,K+)-ATPase são as concentrações intra e extracelulares de ATP, Na+ e K+ (Blanco 

& Mercer, 1998; Therien & Blostein, 1999, 2000; Efendiev et al., 2002; Kaplan, 2002). 

Embora ainda não estejam bem estabelecidos, outros fatores tecido-específicos, como 

diferenças no microambiente constituído pela membrana, parecem também modular a 

afinidade relativa da enzima por K+ e Na+, embora de maneira pouco compreendida 
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(Else & Wu, 1999; Therien & Blostein, 1999; Cornelius, 2001; Wu et al., 2001; Else et 

al., 2003). 

Nos vertebrados, a (Na+,K+)-ATPase está sujeita a mecanismos de regulação de 

curto e longo prazo mediados por hormônios, tais como aldosterona, dopamina, 

norepinefrina e insulina (Sweeney & Klip, 1998; Blanco & Mercer, 1998; Therien & 

Blostein, 2000; Mobasheri et al., 2000; Dunbar & Caplan, 2001; Vasilets, 2002; Summa 

et al., 2001 Teixeira et al., 2003; Feraille et al., 2003). A regulação de curto prazo 

envolve efeitos diretos sobre o comportamento cinético da enzima ou sobre a 

translocação de moléculas da enzima entre a membrana plasmática e reservatórios 

intracelulares, enquanto os mecanismos de regulação de longo prazo geralmente afetam 

a síntese de novo ou a degradação da enzima (Seok et al., 1998; Therien & Blostein, 

2000; Dunbar & Caplan, 2001; Vasilets, 2002; Budu et al., 2002; Cornelius & 

Mahmmoud, 2003; Feraille et al., 2003). As cascatas de sinalização envolvidas na 

regulação hormonal são variadas, complexas e as alterações da atividade da enzima 

resultam muitas vezes de modificações postraducionais, tais como a 

fosforilação/desfosforilação da subunidade α, o que envolve a ação de diferentes 

proteínas quinases e proteínas fosfatases (Therien & Blostein, 2000; Sweadner & 

Feschenko, 2001; Kazanietz et al., 2001; Dunbar & Caplan, 2001; Lopina, 2001; 

Vasilets, 2002; Cornelius & Mahmmoud, 2003; Duran et al., 2004; Wang & Yu, 2005). 

Além disso, a regulação hormonal ocorre através de mecanismos isoforma específicos 

(Blanco & Mercer, 1998; Pfeiffer et al., 1999; Therien & Blostein, 2000; Mobasheri et 

al., 2000). Resta mencionar que a atividade da (Na+,K+)-ATPase também pode ser 

modulada por alguns inibidores endógenos homólogos da ouabaína (Doris & Bagrov, 

1998; Kramer et al., 1998; Therien & Blostein, 2000; Lichtstein & Rosen, 2001; 

Schoner, 2002; Hansen, 2003; Keenan et al., 2005).  

Nos invertebrados, os mecanismos osmorregulatórios e de neurossecreção estão 

associados na modulação da regulação da (Na+,K+)-ATPase dos crustáceos com a 

participação do sistema neuroendócrino como órgão X da glândula do sino, o cérebro e 

o gânglio torácico, atuando na manutenção osmo-iônica (Mantel & Farmer, 1983; 

Sommer & Mantel, 1988; Kamemoto, 1991; Morris & Edwards, 1995; Mo et al., 1998; 

Dircksen et al., 2001; Lucu & Towle, 2003). Fatores do gânglio torácico, cAMP, 

monoaminas, dopamina, octopamina, bem como ação de proteína quinase, regulam a 

concentração de sais na hemolinfa dos crustáceos afetando a osmorregulação, ainda de 

maneira pouco compreendida no âmbito da identificação dos fatores reguladores e seu 
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modo de ação na (Na+,K+)-ATPase, bem como outros transportadores atuantes no 

processo osmorregulatório (Bianchini & Gilles, 1990; Kamemoto, 1991; Sommer & 

Mantel, 1988, 1991; Riestenpatt et al ., 1994; Eckhardt et al., 1995; Lucu & Flik, 1999; 

Spanings-Pierrot et al., 2000; Dircksen et al., 2001; Towle et al., 2001; Lucu & Towle, 

2003).  

  

1.2 – A osmorregulação nos crustáceos. 

 

1.2.1 – A (Na+,K+)-ATPase e a osmorregulação. 

A (Na+,K+)-ATPase presente no tecido branquial dos crustáceos desempenha um 

papel fundamental para a regulação osmótica nesses animais, formando uma interface 

seletiva entre o meio ambiente externo e o meio interno (Péqueux, 1995; Towle & 

Weihrauch, 2001; Lucu & Towle, 2003; Martinez et al., 2005). O processo de 

osmorregulação nos crustáceos aquáticos, intimamente ligado às respostas à salinidade 

do meio ambiente, envolve vários sistemas de controle que regulam o teor de água e de 

osmólitos intra e extracelulares (Péqueux, 1995; Lucu & Towle, 2003). 

A colonização de ambientes de salinidade variável, tais como estuários e regiões 

sujeitas à ação das marés, representa um desafio particular; implicando no 

desenvolvimento de características fisiológicas muito adaptadas. Uma característica 

particularmente essencial desses animais é a capacidade de manter a concentração 

osmótica dos fluidos extracelulares relativamente constantes, independentemente da 

salinidade do meio externo. Com isso, o animal preserva os tecidos internos da 

exposição a mudanças drásticas e bruscas de salinidade, que poderiam inviabilizar os 

seus processos celulares vitais (Péqueux, 1995; Mo & Greenaway, 2001; Castilho et al., 

2001). 

  Fundamentalmente, a regulação osmótica (ou osmorregulação) compreende o 

conjunto das estratégias desenvolvidas pelas diversas espécies animais para controlar o 

teor de água e osmólitos (orgânicos e inorgânicos) a nível intra e extracelular. Nos 

animais aquáticos, inclui um conjunto de respostas à salinidade do meio externo, 

variável ou não (Péqueux, 1995). A maioria das espécies aquáticas de crustáceos habita 

o ambiente marinho e, grande parte delas são osmoconformadoras (não apresentam 

nenhum mecanismo de osmorregulação dos fluidos extracelulares). Esses animais 

mantêm a osmolalidade de sua hemolinfa praticamente igual à da água do mar, 

diminuindo a difusão de íons e água aos quais são altamente permeáveis (Péqueux, 
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1995; Lucu et al., 2000). A nível celular, apresentam reduzida capacidade de adaptação 

a mudanças na composição dos fluidos extracelulares, o que resulta em baixa tolerância 

a alterações de salinidade do meio externo resultando em sensível redução de sua 

sobrevivência em ambientes diluídos ou de salinidade variável (Péqueux, 1995; Lucu et 

al., 2000; Lucu & Towle, 2003; Kirschner, 2004; Tsoi et al., 2005). 

Entretanto, ao longo da evolução, diversos grupos de crustáceos têm invadido 

ambientes de salinidades inferiores à da água do mar (estuários, águas salobras, rios e 

lagos) e o sucesso do seu estabelecimento nesses ambientes está condicionado ao 

desenvolvimento de mecanismos fisiológicos eficientes, que permitem manter o volume 

celular e a concentração iônica e osmótica dos fluidos intra e extracelular em níveis 

compatíveis com as funções vitais desses animais (Péqueux, 1995; McLusky & Elliott, 

2004). 

As espécies de crustáceos habitantes de águas salobras e estuarinas possuem uma 

grande capacidade osmorregulatória, são eurialinas (toleram a exposição a salinidades 

variáveis) e hiperosmorreguladoras, pois mantém a concentração osmótica da hemolinfa 

maior que a do meio circundante diluído, às custas de energia (Moreira et al., 1983; 

Péqueux, 1995; Rathmayer & Siebers, 2001; Guerin & Stickle, 1997; Lovett et al., 

2001; Henry et al., 2002; Genovese et al., 2004). O desafio evolutivo dos crustáceos que 

habitam os ambientes de salinidade variável, como os estuários, foi o desenvolvimento 

de mecanismos fisiológicos muito adaptados para sobrevivência neste habitat (Péqueux, 

1995; Mo & Greenaway, 2001; Onken & McNamara, 2002; Lucu & Towle, 2003). Uma 

das estratégias mais relevantes é a capacidade de manter a concentração osmótica dos 

fluidos extracelulares relativamente constantes, independentemente da salinidade do 

meio externo e dessa maneira preservar os tecidos internos da exposição a mudanças 

drásticas e bruscas de salinidade que poderiam inviabilizar os seus processos celulares 

vitais (Péqueux, 1995; Mo & Greenaway, 2001; Castilho et al., 2001; Lucu & Towle, 

2003).  

Por serem hiperosmóticos em relação ao meio externo, os crustáceos que 

invadem habitats diluídos tendem a sofrer hidratação e perda de íons por difusão. Em 

função disso, uma capacidade osmorregulatória eficiente representa para estes animais, 

um mecanismo fisiológico fundamental, preservando seus fluidos intra e extracelulares 

hiperosmóticos em relação ao meio externo (Péqueux, 1995; Mo & Greenaway, 2001; 

Onken & McNamara, 2002; Weihrauch et al., 2004b). Ao longo do processo evolutivo, 

os crustáceos melhor adaptados ao ambiente de água doce diminuíram o custo 
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energético envolvido na hiperregulação osmótica reduzindo o gradiente osmótico 

hemolinfa/meio externo bem como a permeabilidade da superfície corporal à água e/ou 

íons (Péqueux, 1995; Lucu & Towle, 2003; Weihrauch et al., 2004b). Paralelamente, 

certas espécies de camarões e lagostins desenvolveram sistemas de excreção capazes de 

compensar o ganho de água através da eliminação de grandes volumes de urina 

hiposmótica, reduzindo assim a perda de sais envolvida no controle do volume celular 

(Péqueux, 1995; Onken & Riestenpatt, 1998; Lucu et al., 2000; Onken & McNamara, 

2002; Lucu & Towle, 2003; Thurman, 2003; Weihrauch et al., 2004b). Do ponto de 

vista adaptativo-evolutivo estas características parecem ser extremamente importantes 

na conquista do ambiente de água doce por certas espécies de crustáceos. De modo 

geral, em ambientes de menor salinidade, a concentração iônica e a osmolalidade da 

hemolinfa dos crustáceos refletem um equilíbrio dinâmico entre a perda de sais por 

difusão e pela urina e a sua absorção do meio externo. A perda de eletrólitos é 

compensada pela captura de íons por um epitélio transportador presente nas brânquias 

(Péqueux, 1995; Towle, 1997; Lima et al., 1997; Onken & Riestenpatt, 1998, 2002; 

Rathmayer & Siebers, 2001; Towle & Weihrauch, 2001; Mo & Greenaway, 2001; 

Lovett et al., 2001; Henry et al., 2002). 

A micro-anatomia e a ultraestrutura das brânquias de várias espécies de 

caranguejos braquiúros já são bem conhecidas (Painel 4) e, embora existam detalhes 

que variam de uma espécie para outra, essencialmente consistem de estruturas 

multilamelares onde cada lamela forma um envelope cuticular banhado externamente 

pela água do ambiente e com o seu interior preenchido pela hemolinfa, que flui através 

de uma câmara formada por células epiteliais uniestratificadas que, dependendo da 

espécie, apresenta um septo intralamelar completo ou parcial (Copeland & Fitzjarrell, 

1968; Mantel & Farmer, 1983; Barra et al., 1983; Towle & Kays, 1986; Goodman & 

Cavey, 1990; Maina, 1990; Taylor & Taylor, 1992; Péqueux, 1995; Onken & 

Riestenpatt, 1998). As superfícies apicais das células epiteliais estão voltadas para o 

meio externo e são amplificadas por microvilos, enquanto as membranas basolaterais, 

altamente invaginadas, associadas a numerosas mitocôndrias e onde está localizada a 

(Na+,K+)-ATPase, são banhadas pela hemolinfa (Copeland & Fitzjarrell, 1968; Towle & 

Kays, 1986; Péqueux, 1995; Onken & Riestenpatt, 1998). Estas invaginações de 

membrana associadas a mitocôndrias, denominadas "bombas mitocondriais", são 

características de epitélios transportadores de íons (Copeland & Fitzjarrell, 1968; Cioffi, 

1984; Towle, 1984; McConnell, 1987; Péqueux, 1995; Onken & Riestenpatt, 1998).  
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Painel 4 – Representação esquemática geral da morfologia das brânquias dos 

caranguejos. 

 Estão representados na figura: 1. Cutícula; 2. Célula principal; 3. Célula pilastra; 4. 
Espaço da hemolinfa. 5. Septo intralamelar. A figura é baseada em estudos de 
microscopia em Uca sp. (Modificado de Onken & Riestenpatt, 1998). 
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A maior contribuição para a osmolalidade da hemolinfa dos crustáceos provém 

do cloreto de sódio. Desse modo, a regulação dos fluxos de Na+ e Cl- é fundamental 

para a capacidade osmorregulatória desses animais (Towle, 1997; Péqueux, 1995; 

Castilho et al., 2001; Henry et al., 2002; Kirschner, 2004). O processo de captura ativa 

de íons Na+ que ocorre nas brânquias dos crustáceos hiperreguladores em meios 

diluídos tem sido intensamente estudado, particularmente nos caranguejos e lagostins 

(Péqueux, 1995; Onken & Riestenpatt, 1998, 2002;; Zare & Greenaway, 1998; Castilho 

et al., 2001; Wilder et al., 2000; Towle & Weihrauch, 2001; Towle et al., 2001; Schleich 

et al., 2001; Mo & Greenaway, 2001; Luquet et al., 2002a, b; Henry et al., 2002; Onken 

et al., 2003; Lucu & Towle, 2003; Weihrauch et al., 2004b). Aparentemente, este 

processo envolve a participação coordenada de vários sistemas transportadores, 

distribuídos assimetricamente na membrana das células do epitélio branquial, voltados 

para o meio externo ou para a hemolinfa (Péqueux, 1995; Zare & Greenaway, 1998; 

Onken & Riestenpatt, 1998; Ahearn et al., 1999; Towle & Weihrauch, 2001; Henry et 

al., 2002; Grosell et al., 2002; Lucu & Towle, 2003; Kirschner, 2004). Já está bem 

estabelecido que a (Na+,K+)-ATPase, presente no tecido branquial da maioria das 

espécies de crustáceos, desempenha um papel central nesse mecanismo de captura 

iônica, transportando os íons sódio das células do epitélio branquial para a hemolinfa, 

diminuindo localmente a sua concentração. Nesse sentido, existe uma estreita relação 

entre a atividade específica da enzima e a magnitude do transporte ativo transepitelial de 

sódio (Péqueux, 1995; Onken & Riestenpatt, 1998; Ahearn et al., 1999; Towle & 

Weihrauch, 2001; Schleich et al., 2001; Mo & Greenaway, 2001). O mecanismo pelo 

qual os íons sódio são retirados do meio ambiente através da membrana apical das 

células do epitélio branquial dos crustáceos hiperreguladores permanece a ser 

esclarecido. Entretanto, uma das forças que dirigem a passagem destes íons para o 

interior das células é, inequivocamente, o seu transporte ativo subseqüente para a 

hemolinfa pela (Na+,K+)-ATPase (Péqueux, 1995; Onken & Riestenpatt, 1998; Ahearn 

et al., 1999; Furriel et al., 2000; Towle & Weihrauch, 2001; Luquet et al., 2002b; Henry 

et al., 2002; Grosell et al., 2002; Lucu & Towle, 2003;  Tresguerres et al., 2003; 

Kirschner, 2004; Lignot et al., 2005). Existem evidências da participação de diversos 

transportadores apicais neste processo, como trocadores dos tipos 2Na+/H+ (ou 

2Na+/NH4
+) e Na+,K+/2Cl-, um canal de Na+ e uma V-ATPase (Péqueux, 1995; Ahearn 

et al., 1999; Zare & Greenaway, 1998; Onken & Riestenpatt, 1998; Weihrauch et al., 

2001, 2004b; Towle & Weihrauch, 2001; Onken et al., 2003; Kirschner, 2004). 
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Aparentemente, a afinidade pelos íons sódio é o parâmetro cinético mais 

variável entre as (Na+,K+)-ATPases de tecido branquial de diferentes espécies de 

crustáceos hiperreguladores e está diretamente relacionada ao grau de adaptação do 

animal à salinidade do meio que habita.  

Assim, afinidades maiores para os íons Na+ têm sido relatadas para as enzimas 

de animais bem adaptados à água doce enquanto para animais que habitam os estuários 

ou águas salobras tem sido relatada uma afinidade menor  (Harris & Bayliss, 1988; 

Furriel et al., 2000; Castilho et al., 2001; Lucu & Towle, 2003). Entretanto, os valores 

das afinidades por íons K+ e Mg2+ e pelo ATP variam pouco entre as espécies estudadas 

e não parecem apresentar nenhuma correlação com a salinidade do habitat do animal 

(Furriel et al., 2000; Masui et al., 2002; Lucu & towle, 2003). Além disso, a afinidade 

da enzima pela ouabaína nos crustáceos é menor em relação aos vertebrados (Lucu & 

Towle, 2003; Furriel et al., 2000; Masui et al., 2002). Por outro lado, já está bem 

estabelecido que a resposta osmorregulatória dos crustáceos é modulada, a curto e longo 

prazo, por fatores neuroendócrinos (McNamara et al., 1990, 1991; Freire & McNamara, 

1992; Péqueux, 1995; Santos & McNamara, 1996; Spanings-Pierrot et al., 2000; Lovett 

et al., 2001; Mo & Greenaway, 2001).  

As informações sobre a estrutura da (Na+,K+)-ATPase branquial dos crustáceos 

ainda são escassas. Contudo, igualmente às outras (Na+,K+)-ATPases, a enzima dos 

crustáceos possui uma subunidade α com Mr entre 95 e 104 KDa e uma subunidade β  

de peso molecular de 38 a 40 KDa  (Lucu & Flik, 1999; Furriel et al., 2000; Towle et 

al., 2001; Masui et al., 2002, 2005a; Lignot et al., 2005). Ainda permanece a ser 

esclarecida a presença de proteínas reguladoras da família FXYD nos crustáceos e do 

papel da subunidade β para a estrutura e a atividade da enzima (Lucu & Towle, 2003). 

Os estudos da estrutura primária da (Na+,K+)-ATPase revelaram uma grande homologia 

entre as subunidades α de A. franciscana, C. sapidus e H. americanus e que apresentam 

também uma grande homologia com a isoforma α3 dos vertebrados; os genes para a 

expressão das duas isoformas desta subunidade nos crustáceos foram descritos somente 

em camarões do gênero Artemia (Baxter-Lowe et al., 1989; Macías et al., 1991; 

Pressley, 1992; Towle et al., 2001; Parrie & Towle, 2002). Para Artemia, a subunidade 

α apresenta somente 8 segmentos transmembrana, com a enzima nativa sob a forma de 

um diprotômero (αβ)2 (Peterson & Hokin, 1981; Lucu & Towle, 2003). Somente uma 
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sequência homóloga às subunidades β dos vertebrados foi relatada para a subunidade β 

desses animais (Bhattacharyya et al., 1990).  

A fim de esclarecer o papel da (Na+,K+)-ATPase branquial na resposta 

osmorregulatória dos crustáceos a longo prazo, bem como a regulação desta resposta, a 

atividade desta enzima tem sido intensivamente estudada em animais 

experimentalmente aclimatados a salinidades diferentes. Apesar de alguns resultados 

contraditórios (Wilder et al., 2000), geralmente tem sido relatada uma atividade 

significativamente menor em animais adaptados a meios de maior salinidade (Harris & 

Bayliss, 1988; Piller et al., 1995; Corotto & Holliday, 1996; Mo et al., 1998; Zare & 

Greenaway, 1998; Lucu & Flik, 1999; Lucu & Devescovi, 1999; Flik & Haond, 2000; 

Castilho et al., 2001; Mo & Greenaway, 2001; Towle et al., 2001; Towle & Weihrauch, 

2001; Lucu & Towle, 2003). A diminuição da atividade da (Na+,K+)-ATPase branquial 

em resposta à aclimatação a meios de salinidades mais elevadas é um componente 

importante da resposta osmorregulatória a longo prazo nos crustáceos, induzindo a 

captura ativa de íons sódio e o gasto energético a ela associado (Péqueux, 1995; Lima et 

al., 1997; Lucu & Towle, 2003). Entretanto, esses mecanismos ainda são pouco 

compreendidos (Lovett et al., 2001; Mo & Greenaway, 2001; Towle et al., 2001; Towle 

& Weihrauch, 2001; Lucu & Towle, 2003). Tem sido proposto que esta resposta 

envolva a regulação da atividade da enzima preexistente, a degradação e/ou remoção de 

moléculas da enzima das membranas das células do epitélio branquial, mudança da 

composição lipídica da membrana ou ainda uma redução na sua taxa de síntese através 

de mecanismos mediados por neurohormônios (Chapelle & Zwingelstein, 1984; 

Péqueux, 1995; Lima et al., 1997; Mo et al., 1998, 2002; Lucu & Flik, 1999; Spanings-

Pierrot et al., 2000; Mo & Greenaway, 2001; Lovett et al., 2001; Towle et al., 2001; 

Towle & Weihrauch, 2001; Lucu & Towle, 2003). Para o tecido branquial de peixes, 

todavia, foi relatada a expressão de duas isoformas diferentes da subunidade α da 

(Na+,K+)-ATPase em proporções relativas que variam em resposta à salinidade do meio 

externo (Pagliarani et al., 1991; Lee et al., 1998). Nas brânquias posteriores e anteriores 

do caranguejo estuarino Chasmagnatus granulata (Castilho et al., 2001) também foi 

identificada a presença de duas isoformas da enzima com diferentes afinidades por ions 

Na+ sugerindo que nos crustáceos, a expressão de isoformas diferentes da enzima 

também possa estar envolvida na resposta osmorregulatória a longo prazo. Num sentido 

mais amplo, a expressão de diferentes isoformas da (Na+,K+)-ATPase no tecido 

branquial, em resposta à exposição a meios de diferentes salinidades, poderia 
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representar um importante mecanismo evolutivo envolvido na invasão de ambientes 

mais diluídos por estes animais.  

Embora seja indiscutível a importância do estudo do papel da (Na+,K+)-ATPase 

do tecido branquial de diversas espécies de crustáceos osmorreguladores na resposta à 

aclimatação a diferentes salinidades, somente alguns poucos relatos descrevem a 

caracterização cinética da enzima expressa em animais mantidos em diferentes 

condições de salinidade. Segundo Furriel et al. (2000, 2001), muitos dos resultados da 

literatura foram obtidos sem uma prévia caracterização cinética da enzima, empregando 

condições iônicas arbitrariamente escolhidas, o que pode ter levado a conclusões 

errôneas. Desse modo, a caracterização cinética da (Na+,K+)-ATPase do tecido 

branquial de crustáceos osmorreguladores aclimatados a diferentes salinidades é 

relevante para o esclarecimento do papel desta enzima na resposta osmorregulatória 

desses animais, particularmente nas espécies encontradas na costa brasileira, ainda 

pouco estudadas. Estes estudos podem contribuir também para uma maior compreensão 

dos mecanismos que estão envolvidos na regulação da atividade da enzima a longo 

prazo, podendo evidenciar a expressão de isoformas diferentes da enzima em resposta à 

adaptação dos animais a salinidades diferentes, contribuindo assim para uma melhor 

caracterização da (Na+,K+)-ATPase do tecido branquial desses animais. 

 

1.2.2 – O siri Callinectes danae. 

Callinectes danae Smith, 1869 é um caranguejo portunídeo eurialino de grande 

valor comercial que está distribuído desde a Flórida até o sul da costa brasileira (Melo, 

1996; Chacur, 1998; Weber & Levy, 2000; Chacur & Negreiros-Fransozo, 2001). Esta 

espécie pode ser encontrada em estuários lodosos, mangues, praias arenosas e lodosas e 

até mesmo em mar aberto até 75 metros de profundidade, habitando biótopos cuja 

salinidade varia desde a água salobra até a água do mar (Williams, 1974; Gaspar, 1981; 

Guerin & Stickle, 1997). Embora C. danae tolere a exposição a uma ampla faixa de 

salinidades, semelhantemente a outros membros do gênero, sua capacidade osmótica e 

osmorregulatória tem sido pouco investigada (Guerin & Stickle, 1997). Espécies 

relacionadas como C. sapidus e C. similis hiperregulam bem acima da linha de 

isosmoticidade em meio de baixa salinidade, e hiporregulam fracamente ou 

hipoconformam acima da salinidade da água do mar (Guerin & Stickle, 1997; Aguilar et 

al., 2005; Rome et al., 2005). Na baía de Ubatuba (SP), aproximadamente 95% dos 

animais adultos são encontrados em áreas de salinidade média ao redor de 33 ‰ ao 



                                                                                                          Douglas Chodi Masui 
 

 24 

longo de todo o ano, mas que sofrem influência da água doce proveniente dos rios que 

desembocam na região (Mantelatto & Fransozo, 1999, 2000). 

Os animais do gênero Callinectes têm seu ciclo reprodutivo associado à 

migração entre ambientes de salinidade variável. Embora certos estudos mostrem que 

machos e fêmeas de C. sapidus são freqüentemente encontrados em áreas de baixa a alta 

salinidade respectivamente (Aguilar et al., 2005). Em C. danae foram relatados apenas a 

presença de um movimentos migratórios de fêmeas adultas ovígeras para águas mais 

salinas para a desova (Costa & Negreiros-Fransozo, 1998; Chacur & Negreiros-

Fransozo, 2001), e dessa forma, a falta de um estudo completo do seu ciclo de vida. 

Além disso, não está bem estabelecida a sua dependência em relação tanto aos estuários 

quanto à água do mar para a reprodução e a sobrevivência dos estágios larvais e juvenis 

(Weber & Levy, 2000; Chacur & Negreiros-Fransozo, 2001).  

Estudos da morfologia das brânquias de C. danae demonstraram a presença de 

oito pares de brânquias, dispostos lateralmente e apresentando uma grande semelhança 

com as estruturas já descritas para espécies de crustáceos relacionadas (Copeland & 

Fitzjarell, 1968; Onken & Riestenpatt, 1998). As brânquias são compostas basicamente 

por estruturas multilamelares onde cada lamela forma um envelope cuticular com o seu 

exterior em contato com a água do ambiente e o seu interior preenchido pela hemolinfa 

que circula através de uma câmara formada por células epiteliais uniestratificadas que, 

dependendo da espécie, apresenta um septo intralamelar completo ou parcial (Copeland 

& Fitzjarrell, 1968; Mantel & Farmer, 1983; Barra et al., 1983; Towle & Kays, 1986; 

Goodman & Cavey; 1990; Maina, 1990; Taylor & Taylor, 1992; Péqueux, 1995; Onken 

et al., 1995; Onken & Riestenpatt, 1998). Nas membranas apicais, as células do tecido 

epitelial branquial apresentam um grande número invaginações, que aumentam a 

superfície de contato com o meio ambiente.  Já a superfície basolateral dessas células, 

onde está localizada a (Na+,K+)-ATPase, é banhada pela hemolinfa e apresenta um 

grande número de invaginações associadas a mitocôndrias (Copeland, 1968; Barra et al., 

1983; Copeland & Fitzjarell, 1968; Cioffi, 1984; Towle, 1984; Gilles & Péqueux, 1985; 

Towle & Kays, 1986; McConnell, 1987; Maina, 1990; Taylor & Taylor, 1992; Péqueux, 

1995; Onken & Riestenpatt, 1998). Estas invaginações de membrana associadas a 

mitocôndrias, denominadas "bombas mitocondriais", são características de epitélios 

transportadores de íons (Copeland & Fitzjarrel, 1968; Cioffi, 1984; Towle, 1984; 

McConnell, 1987; Péqueux, 1995; Onken & Riestenpatt, 1998).  
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Embora esteja bem estabelecida a importância adaptativa da (Na+,K+)-ATPase 

branquial dos crustáceos osmorreguladores, existem poucos estudos relacionados com 

sua caracterização bioquímica (Péqueux, 1995; Furriel et al., 2000). Dentro do gênero 

Callinectes, algumas características cinéticas da (Na+,K+)-ATPase branquial foram 

relatadas para C. sapidus (Neufeld et al., 1980; Savage & Robinson, 1983; Towle & 

Holleland, 1987; Lucu, 1990; Towle, 1993; Piller et al., 1995), entretanto, para a enzima 

do siri C. danae, apenas alguns dados cinéticos e estruturais foram relatados 

recentemente (Masui et al., 2002, 2003, 2005a, b). 

 

1.2.3 – Contribuições do projeto em relação ao tema em estudo. 

O projeto (Na+,K+)-ATPase de microsoma de brânquias de crustáceos: um 

marcador molecular para avaliar a adaptação a biótopos de diferentes salinidades 

(Painel 5),  começou a ser desenvolvido em 1997 com a caracterização bioquímica da 

(Na+,K+)-ATPase do tecido branquial do camarão de água doce Macrobrachium 

olfersii, e os resultados foram reunidos na tese de doutorado de Rosa P. M. Furriel, 

intitulada “Caracterização Bioquímica da (Na+,K+)-ATPase da Fração Microsomal do 

Tecido Branquial do Camarão de Água Doce Macrobrachium olfersii (Crustacea, 

Decapoda)”. Esse estudo sistemático, usando ATP como substrato, mostrou que as 

características cinéticas da enzima são consistentes com o modelo proposto para a 

captura de íons Na+ através do epitélio branquial deste animal em água doce e que, a 

baixa afinidade aparente da enzima por Na+ pode refletir a recente invasão desse 

ambiente por este animal (Furriel et al., 2000). Ficou evidente também que, além da 

(Na+,K+)-ATPase, está presente no tecido branquial de M. olfersii uma V-ATPase, que 

corresponde à cerca de 18% da atividade ATPase total. Recentemente, baseados em 

evidências moleculares e fisiológicas, outros autores confirmaram a presença desta V-

ATPase no tecido branquial de certos caranguejos (Towle & Weihrauch, 2001) 

sugerindo que ela desempenharia um papel crucial para a captura de ions a partir do 

meio externo nos crustáceos capazes de adaptar-se à água doce, o que é coerente com os 

resultados encontrados por nós para M. olfersii. Entretanto, resultados recentes de nosso 

laboratório mostraram que uma V-ATPase também está presente no tecido branquial do 

camarão marinho Xiphopenaeus kroyeri, correspondendo a 18% da atividade ATPase 

total da fração microsomal do tecido branquial deste animal (Rezende, 2006). Este fato 

sugere que nos camarões, essa V-ATPase pode apresentar uma função distinta 

aparentemente daquela proposta para os caranguejos.  
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Painel 5 – Representação do ambiente aquático e a distribuição de algumas 

espécies de crustáceos aquáticos encontrados no estado de São Paulo. 

O estudo comparativo-evolutivo entre o processo osmorregulatório nas diversas 
espécies de crustáceos aquáticos e a participação da (Na+,K+)-ATPase do tecido 
branquial de cada espécie está sendo realizado, a fim de estabelecer o papel dessa 
enzima na adaptação desses animais a ambientes de diferentes salinidades. A seta 
amarela indica a variação de salinidade do habitat aquático: do ambiente menos salino 
(água doce) para o ambiente mais salino (mar). 
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Além dos resultados obtidos com o ATP, o substrato sintético p-nitrofenilfosfato 

foi usado para caracterizar a atividade K+-fosfatase da (Na+,K+)-ATPase do tecido 

branquial de M. olfersii (Furriel et al., 2001), demonstrando que ele pode ser usado em 

estudos comparativos de osmorregulação apresentando uma excelente correlação com a 

atividade ATPase da enzima. 

Alguns resultados deste trabalho com C. danae já foram publicados por se tratar 

de informações inéditas na literatura. Assim, foi mostrado pela primeira vez que a 

enzima desse animal, ao contrário do que tem sido relatado para as (Na+,K+)-ATPases 

dos invertebrados, apresenta um sítio de alta afinidade para o ATP, similarmente à 

enzima dos mamíferos (Masui et al., 2002). Outro aspecto relevante e inédito na 

literatura é que essa (Na+,K+)-ATPase é estimulada sinergisticamente pelos íons K+ e 

NH4
+ (Masui et al., 2005b). Estudos posteriores mostraram que a enzima de M. olfersii 

apresenta um comportamento similar (Furriel et al., 2004). Esta característica pode ter 

um importante significado fisiológico do ponto de vista do processo de excreção de 

amônio pelos crustáceos, que ocorre através das brânquias, e é coerente com o modelo 

recentemente proposto por Weihrauch et al. (2001, 2002, 2004) para o caranguejo 

estuarino Carcinus maenas. Masui et al. (2005b) propuseram um modelo hipotético 

para a excreção ativa de amônia através das brânquias do siri eurialino Callinectes 

danae baseado dos resultados obtidos na caracterização cinética da (Na+,K+)-ATPase 

desse animal com as observações realizadas por Weihrauch et al. (2002). Neste modelo 

(Painel 6), o processo de excreção ativa de amônia através das brânquias ocorre via 

participação direta da (Na+,K+)-ATPase localizada na membrana basolateral das células 

que compõem o tecido branquial. Existem evidências da presença de uma força extra-

bombeadora da (Na+,K+)-ATPase inibida por magnésio para a excreção de NH4
+ está 

representada por um segundo sítio de NH4
+, aparecendo quando a enzima está 

completamente saturada por íons K+. Além disso, canais de K+ sensíveis a Cs+ 

localizados na membrana basolateral não distinguem entre os íons K+ e NH4
+ e acabam 

contribuindo para entrada de NH3 para dentro da célula. Conseqüentemente, a NH3 

citoplasmática é difundida para dentro das vesículas contendo uma bomba de prótons 

(V-ATPase), o qual acidifica seu interior levando a formação de NH4
+. O íon NH4

+ é 

excretado para o espaço subcuticular via exocitose. Uma proteína tipo rhesus, um 

suposto transportador de amônia de localização desconhecida pode sustentar o 

mecanismo vesicular de captura ácida. 
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Painel 6 - Modelo hipotético para a excreção ativa de amônia através das 

brânquias do siri eurialino Callinectes danae.  

1 A principal força bombeadora para o transporte de íon NH4
+ para fora da célula é a 

(Na+,K+)-ATPase localizada na membrana basolateral. Em adição, uma forca extra-
bombeadora inibida por magnésio para a excreção de NH4

+ está representada por um 
segundo sítio de NH4

+, o qual aparece quando a bomba é completamente saturada por 
íons K+. 2 Canais de K+ sensíveis a Cs+ localizados na membrana basolateral não 
distinguem entre os íons K+ e NH4

+. 3 Junção Septada. 4 Transportador  
Na+/NH4

+(H+), particularmente ativo durante a excreção transcelular de NH4
+. 5 

Presumivelmente, estruturas semelhantes a canais, sensíveis a amiloride e permeáveis a 
cátions na cutícula permitem a difusão de NH4

+ para o meio externo. �  
A NH3 citoplasmática é difundida para dentro das vesículas contendo uma bomba de 
prótons (V-ATPase), o qual acidifica seu interior levando a formação de NH4

+. A NH3 é 
excretada para o espaço subcuticular via exocitose. � Uma proteína tipo rhesus, um 
suposto transportador de amônia de localização desconhecida pode sustentar o 
mecanismo vesicular de captura ácida. Modificado de Masui et al. (2005b). 
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A (Na+,K+)-ATPase também pode hidrolisar o p-nitrofenilfosfato (PNFF) sem 

estar associado ao transporte de cátions ou fosforilação da enzima (Glynn, 1985; 

Robinson & Pratap, 1991; Berberian & Beaugé, 1992). Interessantemente, o efeito 

sinergístico observado entre os íons potássio e amônio, não foi observado para a 

atividade K+-fosfatase da (Na+,K+)-ATPase de C. danae (Masui et al., 2003). A 

explicação para o mecanismo de hidrólise do PNFF através da (Na+,K+)-ATPase  é que 

aparentemente, a forma E2 é a principal conformação envolvida na hidrólise do PNFF, 

que é estimulada por íons K+ e inibida por íons Na+. O uso do substrato sintético PNFF 

confere vantagens para os estudos cinéticos uma vez que a hidrólise desse substrato 

pode ser facilmente determinada, além de apresentar menos complicações em estudos 

mecanísticos. Entretanto, uma desvantagem do PNFF é a impossibilidade de 

caracterizar a afinidade da enzima pelos íons Na+ (Furriel et al., 2001, 2004; Masui et 

al., 2003). Mais recentemente foram iniciados estudos de caracterização da (Na+,K+)-

ATPase expressa no tecido branquial de C. danae aclimatado por um período de 10 dias 

a uma salinidade relativamente baixa (15‰) em relação àquela do seu habitat natural 

(33‰). Estes estudos, realizados empregando o substrato sintético PNPP, mostraram 

que a aclimatação a baixas salinidades estimula a expressão da subunidade α da enzima. 

Além disso, estão presentes no tecido branquial dos animais aclimatados outras 

ATPases, diferentes da (Na+,K+)-ATPase, em contraste com o observado anteriormente 

para o caranguejo não aclimatado (Masui et al., 2004). Este fato pode ser relevante para 

uma melhor compreensão das enzimas envolvidas na aclimatação dos crustáceos 

eurialinos a baixas salinidades. 

Atualmente diferentes espécies de crustáceos (ermitão, siris e camarões) estão 

sendo estudadas comparativamente a fim de se tentar estabelecer um modelo para o 

mecanismo de adaptação a ambientes de diferentes salinidades (Leone et al., 2005). 

 

1.3 – Objetivos 

1.3.1 – Objetivos gerais 

O projeto tem como objetivo o estudo sistemático e comparativo das 

propriedades estruturais e cinéticas da (Na+,K+)-ATPase do tecido branquial de 

Callinectes danae aclimatado a uma salinidade de 15‰. 
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1.3.2 – Objetivos específicos 

 A fim de se obter informações que permitam contribuir para uma melhor 

compreensão das adaptações fisiológicas e bioquímicas associadas à ocupação desses 

diferentes ambientes foram realizados os seguintes estudos: 1) preparação da (Na+,K+)-

ATPase do tecido branquial de animais mantidos a salinidade de 15‰. 2) caracterização 

cinética da atividade da enzima em relação aos ligantes ATP, sódio, potássio, magnésio 

e amônio. 3) caracterização cinética da atividade da enzima em relação aos ligantes 

PNFF, sódio, potássio, magnésio e amônio. 4) caracterização da existência de isoformas 

da enzima através de imunoblotting.  

Além disso, espera-se que esses estudos possam elucidar importantes aspectos 

sobre a evolução, relação filogenética e a conquista do ambiente dulcícola/terrestre bem 

como contribuir para o estabelecimento de um modelo dos mecanismos de regulação 

osmótica, a longo prazo, que atuam nos crustáceos. 
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2.0 – MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Tris, ATP (sal de Tris), p-nitrofenilfosfato (PNFF), ouabaína, ortovanadato de sódio, 

ácido etacrínico, imidazol, ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-etanolsulfônico (Hepes), 

fosfoenolpiruvato (FEP), NAD+, NADH, piruvato quinase (PQ), lactato desidrogenase 

(LDH), fosfoglicerato quinase (FGQ), gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAFDH), 

3-fosfogliceraldeído dietil acetal e alameticina foram adquiridos da Sigma Chem. Co 

(USA). Trietanolamina, ácido etilenodiamino tetracético (EDTA), dimetilsulfóxido 

(DMSO) e ácido clorídrico foram adquiridos da Merck. Bafilomicina A1, tapsigargina, 

oligomicina e os inibidores de protease (benzamidina 1 mM, antipaína 5 µM, leupeptina 

5 µM e pepstatina A 1 µM) foram adquiridos da Calbiochem. Todos os demais 

reagentes empregados foram de grau analítico. O anticorpo monoclonal α-5 para 

subunidade α da (Na+,K+)-ATPase foi obtido do Developmental Studies Hybridoma 

Bank/University of Iowa, Department of Biological Sciences, Iowa City, IA 52242. 

Todas as soluções foram preparadas utilizando-se água ultrapura apirogênica tratada em 

equipamentos MilliRO e MilliQ (Millipore Co., USA). 

 

2.1 - Coleta e aclimatação dos animais. 

Os animais, de ambos os sexos, foram coletados na baía de Ubatuba (23°26’S, 

45°02’W) e transportados para o laboratório em tanques contendo 100 L de água do 

local da coleta, permanentemente aerada. Para a aclimatação, os animais permaneceram 

durante um período de pelo menos 10 dias nos tanques, a 25°C, contendo água de 

salinidade 15‰ e expostos a um fotoperíodo natural de luminosidade. A salinidade da 

água dos tanques foi ajustada pela diluição da água do mar (33‰) com água deionizada 

e monitorada periodicamente usando-se um refratômetro PZO-RL3 (Warszawa, 

Poland). Os animais foram alimentados em dias alternados com pedaços de camarão. 

 

2.2 - Dissecção das brânquias. 

Para cada homogeneizado preparado, 2 a 5 animais foram anestesiados por 

resfriamento em gelo picado, imediatamente antes da dissecção. A dissecção foi 

realizada através de remoção completa da carapaça dorsal. As brânquias foram 

dissecadas rapidamente, colocadas em 10 mL de tampão de homogeneização (tampão 

imidazol 20 mM, pH 6,8, contendo sacarose 250 mM, EDTA 6 mM e um coquetel de 
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inibidores de proteases contendo benzamidina 1 mM, antipaína 5 µM, leupeptina 5 µM 

e pepstatina A 1 µM) e mantidas em gelo picado.  

 

2.3 - Preparação da fração microsomal do tecido branquial. 

Após a retirada do excesso de tampão, as brânquias foram pesadas, rapidamente 

cortadas em pequenos pedaços e homogeneizadas com o tampão de homogeneização 

(20 mL do tampão/g de tecido úmido) em um homogeneizador Potter. O 

homogeneizado foi centrifugado a 20000 g durante 35 min, a 4oC, em uma centrífuga 

Sorval RC5C Plus. O sobrenadante foi mantido em gelo picado e o pellet, ressuspendido 

em um volume de tampão de homogeneização igual aquele inicialmente empregado, e 

finalmente submetido a nova centrifugação nas mesmas condições. Os sobrenadantes 

resultantes das duas centrifugações foram misturados e a suspensão centrifugada a 

100000 g durante 2 h, a 4oC. O pellet resultante (fração microsomal) foi ressuspendido 

em tampão imidazol 20 mM, pH 6,8, contendo sacarose 250 mM (15 mL de tampão/g 

de tecido úmido). Alíquotas de 0,5 mL foram congeladas em nitrogênio líquido ou 

mistura gelo seco/acetona e armazenadas a -20oC. Não foram observadas perdas 

significativas na atividade da enzima durante pelo menos 4 meses.  

 

2.4 - Centrifugação em gradiente de densidade de sacarose. 

Uma alíquota da fração microsomal contendo 900 µg de proteína foi aplicada a 

um gradiente contínuo de sacarose de 10 a 50% (p/p) em tampão Imidazol 20 mM, pH 

6,8. Após centrifugação a 180000 g em uma centrífuga Hitachi 55P-72 usando um rotor 

vertical (PV50T2), durante 2 h, a 4°C, frações de 0,5 mL foram coletadas a partir do 

fundo do tubo com o auxílio de uma bomba peristáltica sendo imediatamente analisadas 

quanto a suas atividades ATPase e PNFFase totais e (Na+,K+)-ATPase, concentração 

protéica e índice de refração. 

 

2.5 – Eletroforese em condições desnaturantes e análise por Western blot. 

  A eletroforese em condições desnaturantes (SDS-PAGE) e a análise por Western 

blot foram realizadas coforme descrito por Furriel et al. (2000). Após eletroforese, o gel 

foi seccionado em duas partes: a primeira contendo aproximadamente 4 µg de proteína 

foi revelada com nitrato de prata e a segunda parte do gel, contendo 45 µg de proteína 

foi eletrotransferida para membrana de nitrocelulose usando o sistema Hoefer SE200. A 
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membrana de nitrocelulose foi incubada por 1 h, a 25ºC, com anticorpo monoclonal α-5 

na diluição de 1:10. Após lavagem (3 vezes) em  tampão Tris.HCl 50 mM, pH 8,0, 

contendo NaCl 150 mM e Tween 20 0,1 %, a membrana foi incubada por 1 hora a 25ºC 

com anticorpo antimouse IgG, conjugado com fosfatase alcalina diluído 1:7500. A 

incorporação anticorpo específica foi revelada em Tris.HCl 100 mM, pH 9,5, contendo 

NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, NBT 0,2 mM e BCIP 0,8 mM. Os padrões de proteína 

utilizados foram: miosina (200 KDa), β-galactosidase (116 KDa), fosforilase b (97 

KDa), albumina bovina (66 KDa), ovoalbumina (45 KDa) e anidrase carbônica (29 

KDa). 

 

2.6 – Determinação da atividade ATPase da fração microsomal.  

A atividade ATPase foi determinada continuamente, a 25oC, empregando-se o 

sistema de associação piruvato quinase/lactato desidrogenase (PQ/LDH), onde a 

hidrólise do ATP é acoplada a oxidação do NADH (Masui et al., 2003).   

 

Piruvato quinase Lactato desidrogenase

ADP ATP
NADH

NAD+

Fosfoenolpiruvato Piruvato Lactato
 

 

A oxidação do NADH foi acompanhada a 340 nm (ε340nm, pH 7,5= 6200 M-1cm-1), 

em um espectrofotômetro Hitachi U-3000 equipado com células termostatizadas. As 

condições padrão dos ensaios foram: tampão Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo ATP 2 

mM, MgCl2 5 mM, KCl 10 mM, NaCl 100 mM, NADH 0,14 mM, FEP 2 mM, 49 U de 

PQ e 94 U de LDH, em um volume final de 1 mL. A atividade também foi determinada 

nas mesmas condições na presença de ouabaína 3 mM. A diferença entre os valores 

obtidos para a atividade ATPase na ausência e na presença de ouabaína representa a 

atividade da (Na+,K+)-ATPase. 

A atividade enzimática também foi medida continuamente, a 25oC, utilizando o 

sistema de associação gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase/fosfoglicerato quinase 

(GAFDH/FGQ), onde a hidrólise do ATP é acoplada à redução do NAD+ . 

ADP
ATPNADHNAD+

Gliceraldeído-3-P- Fosfogliceratoquinase
desidrogenase

Gliceraldeído-3P + Pi Glicerato-1,3-PP Glicerato-3-P
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A formação do NADH foi acompanhada a 340 nm (ε340nm, pH 7,5= 6200 M-1 cm-1). 

As condições padrão dos ensaios foram: tampão Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo ATP 

2 mM, MgCl2 5 mM, e KCl 10 mM, NaCl 100 mM, NAD+ 1 mM, gliceraldeído-3-

fosfato 1mM, fosfato de sódio 0,5 mM, 12 U de GAFDH e 9 U de FGQ em um volume 

final de 1 mL. A atividade também foi determinada nas mesmas condições na presença 

de ouabaína 3 mM. A diferença entre os valores obtidos para a atividade ATPase na 

ausência e na presença de ouabaína representa a atividade da (Na+,K+)-ATPase. 

A reação sempre foi iniciada pela adição de enzima ao meio de reação e 

controles sem adição de enzima foram empregados com a finalidade de se determinar a 

hidrólise espontânea do substrato nas condições dos ensaios. Uma unidade (U) de 

enzima foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1,0 nmol de substrato 

por minuto, em condições padrões. Todos os experimentos foram realizados em 

duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). As figuras 

apresentadas correspondem à curvas representativas de um dos homogeneizados de 

brânquias. A atividade ATPase também foi medida após 10 min de pré-incubação da 

preparação com alameticina (1 mg/mg de proteína), a 25oC (Bonnafous et al., 1982).  

Este ensaio foi realizado com o objetivo de verificar se na fração microsomal existem 

vesículas seladas. 

 

2.7 –Determinação da atividade p-nitrofenilfosfatase da fração microsomal.  

A hidrólise do p-nitrofenilfosfato (PNFF) foi determinada continuamente, a 

25oC, acompanhando-se a liberação do íon p-nitrofenolato (ε410nm, pH 7,5=13160 M-1cm-1) 

em um espectrofotômetro Hitachi U-3000 equipado com células termostatizadas (Masui 

et al., 2003). As condições padrão foram: tampão Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo 

PNFF 10 mM, MgCl2 10 mM e KCl 15 mM em um volume final de 1 mL. A atividade 

também foi determinada nas mesmas condições na presença de ouabaína 3 mM. A 

diferença entre os valores obtidos para a atividade PNFFase na ausência e na presença 

de ouabaína representa a atividade da K+-fosfatase. Todos os experimentos foram 

realizados em duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). 

As figuras apresentadas correspondem à curvas representativas de um dos 

homogeneizados de brânquias. A atividade PNFFase também foi medida após 10 min 

de pré-incubação da preparação com alameticina (1 mg/mg de proteína), a 25oC 

(Bonnafous et al., 1982).  Este ensaio foi realizado com o objetivo de verificar se na 

fração microsomal existem vesículas seladas 
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2.8 – Tratamento dos sistemas de associação PQ/LDH e FGQ/GAFDH. 

Suspensões cristalinas de LDH e PQ em sulfato de amônio foram centrifugadas 

a 14000 rpm, a 4oC,  por 15 min, numa centrífuga refrigerada Eppendorf modelo 5810. 

O pellet foi ressuspendido em 500 µL de tampão Hepes 50 mM pH 7,5, e transferidos 

para filtros micrones Microcon-Amicon YM-10 e lavados 5 vezes com o mesmo tampão 

a 10.000 rpm a 4oC para completa eliminação dos íons amônio (testado com reagente de 

Nessler). Finalmente, o pellet foi ressuspendido no seu volume original. Para o sistema 

de associação FGQ/GAFDH, a suspensão foi tratada conforme descrito acima utilizando 

a solução tampão trietanolamina 50 mM pH 7,5 contendo ditiotreitol 1 mM. 

 

2.9 –Preparação da solução de gliceraldeído 3-fosfato. 

O gliceraldeído 3-fosfato foi preparado a partir do 3-fosfogliceraldeído dietil 

acetal, sal de bário (12,5 mg/mL), tratado inicialmente com 150 µL de HCl concentrado 

(d= 1,18 g/mL) em banho fervente durante 2 min. Em seguida, o pH da solução foi 

acertado em 6,0 empregando trietanolamina (d= 1,12 g/mL). A solução resultante foi 

tratada com resina trocadora de íons Biorad AG50W-X8, e após centrifugação a 5000g 

o pH do sobrenadante foi ajustado em 7,5 com trietanolamina. 

  

2.10 –Preparação da solução de ortovanadato. 

A solução estoque de ortovanadato de sódio foi preparada de acordo com 

Gordon (1991). Alíquotas de 1 mL foram congeladas em frascos plásticos e 

descongeladas no momento do uso.  

 

2.11 – Preparação da solução de Oligomicina. 

A solução estoque de oligomicina (100 µg/mL) foi preparada através de 

dissolução em etanol. A solução resultante foi estocada a -20º C em frascos plásticos e 

descongeladas no momento do uso. 

 

2.12 - Preparação da solução de Bafilomicina A1. 

Uma solução estoque de bafilomicina (20,07 µM) foi preparada através de 

dissolução de 10 µg do inibidor em 0,8 mL de DMSO. A solução resultante foi 

aliquotada e estocada a -20º C em frascos plásticos e descongeladas no momento do 

uso. 
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2.13 - Preparação da solução de Tapsigargina. 

A solução estoque de tapsigargina (2,0 mM) foi preparada através de dissolução 

de 1,0 mg do inibidor em 0,75 mL de DMSO. A solução resultante foi aliquotada e 

estocada a -20º C em frascos plásticos e descongeladas no momento do uso.  

 

2.14 - Dosagem de proteína. 

A concentração de proteína foi determinada através do procedimento descrito 

por Read & Northcote (1981), usando soroalbumina bovina como padrão.  

 

2.15 - Tratamento dos dados cinéticos. 

Os parâmetros cinéticos V (velocidade máxima), KM (constante de Michaelis-

Menten), K0,5 (constante de dissociação aparente) e nH (coeficiente de Hill) foram 

calculados empregando-se o software SigrafW (Leone et al., 2005a). As constantes de 

dissociação do complexo enzima-inibidor (KI) foram determinadas graficamente de 

acordo com Dixon (1953). Os valores dos parâmetros cinéticos mostrados nas tabelas 

representam a média ± desvio padrão e foram calculados a partir de dados de três 

preparações diferentes (N= 3). As curvas apresentadas são aquelas onde se obteve o 

melhor ajuste dos dados e cada figura é uma curva representativa de uma preparação 

microsomal de brânquias. 
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3.0 – RESULTADOS 

 

3.1 – Estudo da fração microsomal. 

Os microsomas obtidos dos pares de brânquias posteriores do siri eurialino 

Callinectes danae aclimatado à salinidade de 15‰ mostraram uma atividade ATPase 

total de aproximadamente 319,78 ± 17,68 U/mg. Para a atividade PNFFase total esse 

valor foi cerca de 2,4 vezes menor (131,8 ± 75,7 U/mg). A atividade ATPase residual ao 

redor de 10% (29,99 ± 1,77 U/mg) determinada em presença de ouabaína 3,0 mM, 

sugere que aproximadamente 90% da atividade medida (289,79 ± 16,02 U/mg) 

corresponde à (Na+,K+)-ATPase. Os 10% restantes, representando a diferença entre as 

atividades ATPase total e ATPase insensível à ouabaína, sugerem a presença de outras 

ATPases. A análise da atividade PNFFase da preparação de membrana na presença de 

ouabaína 3,0 mM mostrou uma atividade residual de 32,97 ± 1,4 U/mg,  mostrando que 

a atividade K+-fosfatase da (Na+,K+)-ATPase corresponde a aproximadamente 75% da 

atividade PNFFase total medida, sugerindo a presença de outras fosfatases na fração 

microsomal de tecido branquial de C. danae. 

 A análise da atividade ATPase da fração microsomal de animais aclimatados à 

salinidade de 15 ‰, por centrifugação em gradiente contínuo de sacarose (10 a 50%), 

revelou a presença de um único pico protéico, coincidente com as atividades (Na+,K+)-

ATPase e ATPase insensível à ouabaína (Figura 1). A inibição parcial da atividade 

ATPase total por ouabaína indica de fato que além da (Na+,K+)-ATPase estão presentes 

outras ATPases. 

 Na Figura 2, está mostrado o resultado da centrifugação em gradiente contínuo 

de sacarose (10 a 50%) da fração microsomal de animais aclimatados a 15 ‰. Em 

condições saturantes de PNFF e de íons Mg2+ e K+, a atividade PNFFase da enzima 

revelou também a presença de um único pico de proteína com atividade fosfatase total 

da ordem de 17,8 ± 0,89 U/mL. A inibição pela ouabaína sugere fortemente que este 

pico corresponde a atividade K+-fosfatase da enzima. Além disso, a presença de uma 

atividade PNFFase insensível a ouabaína sugere a presença de fosfatases contaminantes 

na preparação. 
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Figura 1 – Centrifugação em gradiente contínuo de sacarose de 10 a 50% da 

fração microsomal de tecido branquial de Callinectes danae. 

 A fração microsomal (0,9 mg de proteína) foi aplicada a um gradiente contínuo 
de sacarose de 10 a 50% (p/p), em tampão Imidazol 20 mM, pH 6,8. Após centrifugação 
a 180000g durante 2 h, a 4ºC, frações de 0,5 mL foram coletadas a partir do fundo do 
tubo e analisadas em relação à atividade ATPase total (�); atividade (Na+,K+)-ATPase 
(�); atividade ATPase insensível à ouabaína (
); concentração de proteína (�) e 
concentração de sacarose (�). A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, 
em tampão Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo MgCl2 5 mM, NaCl 100 mM, KCl 10 mM, 
NADH 0,14 mM, FEP 2 mM, 49 U PQ e 94 U LDH, num volume final de 1,0 mL. Os 
experimentos foram realizados em duplicata usando-se três diferentes homogeneizados 
de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de 
um dos homogeneizados de brânquias. 
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Figura 2 – Centrifugação em gradiente contínuo de sacarose de 10 a 50% da 

fração microsomal de tecido branquial de Callinectes danae. 

 A fração microsomal (0,9 mg de proteína) foi aplicada a um gradiente contínuo 
de sacarose de 10 a 50% (p/p), em tampão Imidazol 20 mM, pH 6,8. Após centrifugação 
a 180000g durante 2 h, a 4ºC, frações de 0,5 mL foram coletadas a partir do fundo do 
tubo e analisadas em relação à  atividade PNFFase total (�); atividade K+-fosfatase 
(
); atividade insensível à ouabaína (�); concentração de proteína (�) e concentração 
de sacarose (�). A atividade de cada alíquota foi medida continuamente a 25ºC, em 
tampão Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo PNFF 10 mM, MgCl2 10 mM e KCl 15 mM, 
num volume final de 1,0 mL. Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se 
três diferentes homogeneizados de brânquias (N=3). A figura apresentada corresponde a 
uma curva representativa de um dos homogeneizados de brânquias. 
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Figura 3 – Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes 

(SDS-PAGE) e Western blot de frações microsomais do tecido branquial de 

Callinectes danae. 

A eletroforese foi realizada em gradiente de gel de poliacrilamida (5% a 20%) 
usando 4 µg de proteína para revelação com nitrato de prata e 45 µg de proteína para 
eletrotransferência em papel de nitrocelulose. Após a corrida, metade do gel foi corada 
com nitrato de prata e a outra submetida a eletrotransferência para membrana de 
nitrocelulose. A membrana de nitrocelulose foi incubada com o anticorpo monoclonal 
alfa-5 (diluição 1:10) durante 1h, a 25oC, e com o anticorpo secundário anti IgG de 
camundongo, acoplado a fosfatase alcalina (diluição 1:7500) durante 1h, a 25oC.  A- 
coloração com nitrato de prata. B- Western blot de animais. 1) Recém-coletados. 2) 
aclimatados a 15 ‰. 3) aclimatados a 33 ‰. 
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A Figura 3 mostra a eletroforese em gel de poliacrilamida em condições 

desnaturantes (Figura 3A) e o Western blot (Figura 3B) das frações microsomais de 

brânquias de C. danae obtidas a partir de animais recém-coletados em salinidade de 33 

‰ (não aclimatados) e aclimatados a salinidades de 15 e 33‰ por um período de 10 

dias. Além de pequenas diferenças nos padrões eletroforéticos, observa-se um aumento 

significativo da proporção relativa da subunidade α da (Na+,K+)-ATPase em relação à 

proteína total na fração microsomal do tecido branquial de animais aclimatados à 

salinidade de 15‰ quando comparados aos animais aclimatados a 33‰. Entretanto, 

proporções similares de subunidade α foram observadas no tecido branquial de animais 

recém-coletados a salinidade de 33‰ e aclimatados a 15‰. 
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3.2 – Caracterização da atividade ATPase da (Na+,K+)-ATPase 

O efeito da concentração de ATP sobre a atividade (Na+,K+)-ATPase 

microsomal de brânquias de C. danae aclimatado à salinidade de 15‰ está apresentado 

na Figura 4. A estimulação da atividade da enzima pelo ATP, em condições saturantes 

de Mg2+, Na+ e K+, ocorre através de uma curva de saturação monofásica apresentando 

interações sítio-sítio (nH= 1,2). Concentrações de ATP variando de 10-5 a 5.10-3 M 

estimularam a atividade da enzima até valores da ordem de 298,8 ± 16,7 U/mg, e com 

K0,5 de 174,2 ± 9,8 µM. Nesse caso, a atividade basal foi da ordem de 12,9 ± 0,7 U/mg. 

A atividade ATPase insensível à ouabaína também foi estimulada pelo substrato na 

mesma faixa de concentrações (inserção da Figura 4), indicando a presença de ATPases 

diferentes da (Na+,K+)-ATPase na preparação, em perfeita concordância com o 

resultado da análise em gradiente de sacarose (ver Figura 1). 

A Figura 5 mostra o efeito da concentração dos íons Mg2+ sobre a atividade 

(Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de C. danae aclimatado à 

salinidade de 15‰. Na presença de ATP e de íons Na+ e K+ em concentrações 

saturantes, os íons Mg2+ estimularam a atividade da enzima numa faixa de 

concentrações entre 10-4 M e 10-3 M, com V= 299,2 ± 14,1 U/mg e K0,5= 767,3 ± 36,1 

µM. A estimulação ocorreu através de uma simples curva de saturação, que obedece a 

uma cinética cooperativa (nH= 1,8). Concentrações de Mg2+ acima de 7 mM inibiram a 

atividade (Na+,K+)-ATPase (resultado não mostrado). É importante destacar que a 

atividade insensível à ouabaína também foi estimulada 9,4 % por íons Mg2+, na mesma 

faixa de concentrações (inserção da Figura 5).  

A modulação da atividade (Na+,K+)-ATPase branquial de C. danae aclimatado à 

salinidade de 15‰ por íons Na+ está mostrada na Figura 6. Em condições saturantes de 

íons Mg2+ e K+ e de ATP, a estimulação da atividade da enzima ocorreu através de uma 

simples curva de saturação, sendo observados efeitos cooperativos (nH= 1,4). A 

atividade específica determinada foi de 308,9 ± 15,7 U/mg, com uma constante de 

afinidade aparente para os íons Na+ de K0,5= 7,8 ± 0,4 mM. Interessantemente, a 

atividade insensível à ouabaína não foi estimulada por íons Na+, mantendo-se constante  

em torno de 20,8 ± 0,9 U/mg (inserção da Figura 6), o que aparentemente descarta a 

presença de Na+-ATPases na preparação microsomal de brânquias de C. danae. 

O efeito da concentração dos íons potássio sobre a atividade (Na+,K+)-ATPase 

branquial de C. danae aclimatado à salinidade de 15‰ está representado na Figura 7. 

Na presença de concentrações saturantes de ATP e de íons Mg2+ e Na+, o íon K+ estimu- 
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Figura 4 – Modulação da atividade (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de 

tecido branquial de Callinectes danae pelo ATP em animais aclimatados a 

salinidade de 15‰. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo MgCl2 5 mM, NaCl 100mM, KCl 10 mM, NADH 0,14 mM, 
FEP 2 mM, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição de 17,4 µg de 
proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. Os experimentos foram realizados 
em duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 
apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de 
brânquias. Inserção: atividade ATPase total (�) e insensível à ouabaína (�). 
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Figura 5 – Modulação da atividade (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de 

tecido branquial de Callinectes danae pelos íons magnésio em animais aclimatados 

a salinidade de 15‰. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, NaCl 100mM, KCl 10 mM, NADH 0,14 mM, FEP 2 
mM, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição de 17,4 µg de proteína, 
conforme descrito em Materiais e Métodos. Os experimentos foram realizados em 
duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 
apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de 
brânquias. Inserção: atividade ATPase total (�) e insensível à ouabaína (�). 
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Figura 6 – Modulação da atividade (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de 

tecido branquial de Callinectes danae pelos íons sódio em animais aclimatados a 

salinidade de 15‰. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, MgCl2 5 mM, KCl 10 mM, NADH 0,14 mM, FEP 2 
mM, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição de 17,4 µg de proteína, 
conforme descrito em Materiais e Métodos. Os experimentos foram realizados em 
duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 
apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de 
brânquias. Inserção: atividade ATPase total (�) e insensível à ouabaína (�). 
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lou a atividade da enzima através de interações sítio-sítio (nH= 1,6) através de uma 

simples curva de saturação até valores da ordem de 300,6 ± 15,3 U/mg, com K0,5= 1,6 ± 

0,08 mM. Ao contrário dos íons Na+, os íons K+ estimularam 9,8 % a atividade ATPase 

insensível à ouabaína no intervalo de concentração entre 1 e 10 mM (inserção da Figura 

7), sugerindo portanto a presença de atividade de K+-ATPases contaminantes. 

A modulação da atividade (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal do tecido 

branquial de C. danae aclimatado à salinidade de 15‰ pelos íons NH4
+ na presença de 

concentrações saturantes de ATP e de íons Mg2+ e Na+ é mostrada na Figura 8. A 

estimulação ocorreu através de uma curva de saturação monofásica apresentando efeitos 

cooperativos (nH= 1,3), com valores máximos de atividade específica de 345,1 ± 19,0 

U/mg, e valor de K0,5= 6,0 ± 0,3 mM. A atividade insensível à ouabaína não foi 

estimulada pelos íons NH4
+, e a atividade específica permaneceu constante, em torno de 

8,64 ± 0,47 U/mg em toda a faixa de concentrações estudada. 

Na Tabela 1 estão resumidos os parâmetros cinéticos obtidos para a estimulação 

da atividade (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal do tecido branquial de C. danae 

aclimatado a salinidade de 15 ‰ por ATP e pelos íons Mg2+ e Na+. 

 

Tabela 1 - Parâmetros cinéticos obtidos para a estimulação da atividade (Na+,K+)-

ATPase da fração microsomal de tecido branquial de C. danae aclimatado à 

salinidade de 15‰ por ATP e íons magnésio, sódio, potássio e amônio. 

 

A atividade da enzima foi medida usando 17,4 µg de proteína em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, num volume final de 1,0 mL. Os dados representam a média ± desvio 
padrão e foram calculados usando-se três preparações diferentes (N= 3).  

 
Efetor V (U/mg) K0,5 nH 

ATP 298,8 ± 16,7 174,2 ± 9,8 µM 1,2 

Mg2+ 299,2 ±14,0 767,3 ±36,1 µM 1,8 

Na+ 308,9 ± 15,7 7,8 ± 0,4 mM 1,4 

K+ 300,6 ± 15,3 1,6 ± 0,08 mM 1,6 

NH4
+ 345,1 ± 19,0 6,0 ± 0,3 mM 1,3 
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Figura 7 – Modulação da atividade (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de 

tecido branquial de Callinectes danae pelos íons potássio em animais aclimatados a 

salinidade de 15‰. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão 
trietanolamina 50 mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, MgCl2 5mM, NaCl 100mM, 
NAD+ 1 mM, fosfato de sódio 0,5 mM, gliceraldeído-3-fosfato 1 mM, 12 U GAFDH e 
9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 17,4 µg de proteína, conforme descrito 
em Materiais e Métodos. Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se três 
diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a 
uma curva representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade 
ATPase total (�) e insensível à ouabaína (�). 
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Figura 8 – Modulação da atividade (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de 

tecido branquial de Callinectes danae pelos íons amônio em animais aclimatados a 

salinidade de 15‰. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão 
trietanolamina 50 mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, MgCl2 5mM, NaCl 100mM, 
NAD+ 1 mM, fosfato de sódio 0,5 mM, gliceraldeído-3-fosfato 1 mM, 12 U GAFDH e 
9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 17,4 µg de proteína, conforme descrito 
em Materiais e Métodos. Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se três 
diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a 
uma curva representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade 
ATPase total (�) e insensível à ouabaína (�). 
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Na Figura 9 é mostrada a estimulação da atividade (Na+,K+)-ATPase dos 

microsomas de tecido branquial de C. danae aclimatado à salinidade de 15‰ por íons 

K+ em presença de íons NH4
+ . Na presença de concentrações saturantes de íons Na+ e 

Mg2+ e de ATP, e na presença de íons NH4
+ (0 a 50 mM), o aumento da concentração 

dos íons K+ estimulou a atividade da enzima em até 44%. A estimulação da atividade 

pelo íon K+, modulada pela presença de íons NH4
+ ocorreu através de curvas de 

saturação monofásicas, tendo sido observados efeitos cooperativos (Figura 9). É 

interessante notar que a atividade da enzima foi modulada sinergisticamente pelos íons 

K+ na presença de diferentes concentrações fixas de íons NH4
+ e que a atividade 

específica aumentou de 300,6 ± 15,3 U/mg para 514,6 ± 26,2 U/mg (Figura 9). Além 

disso, foi observado um significativo aumento na afinidade aparente da enzima pelo íon 

K+ da ordem de 10 vezes (diminuiu de 1,6 ± 0,08 mM para 0,157 ± 0,008 mM) (Figura 

10). As atividades ouabaína insensíveis não foram estimuladas por íons NH4
+ 

(resultados não mostrados). Concentrações crescentes do cloreto de colina até 50 mM 

não exerceram nenhum efeito estimulatório sobre a atividade da enzima, o que descarta 

a possibilidade da estimulação da atividade da enzima por íon K+ em presença de 

concentrações fixas de íons NH4
+ ser devida a efeitos de força iônica (resultados não 

mostrados). 

O efeito de concentrações crescentes de íons NH4
+ sobre a atividade (Na+,K+)-

ATPase dos microsomas de tecido branquial de C. danae aclimatado a 15‰ de 

salinidade na presença de íons K+ é mostrado na Figura 11. Similarmente ao observado 

para os íons K+, observa-se uma estimulação da atividade da enzima pelo íon NH4
+ 

mesmo em condições saturantes de ATP e de íons Mg2+, Na+ com a utilização de 

diferentes concentrações de íons K+. A estimulação da atividade da enzima pelo íon 

NH4
+ também ocorreu através de curvas de saturação monofásicas bem como foram 

observadas interações cooperativas entre os sítios. Embora tenha sido observado um 

aumento da atividade específica da enzima de 345,1 ± 19,0 U/mg para 516,8 ± 27,9 

U/mg, não foram observadas variações significativas nos valores de nH e K0,5 com o 

aumento da concentração de íons K+ (Figura 12). Não foram observados efeitos 

estimulatórios do íon NH4
+ sobre a atividade insensível à ouabaína. Além disso, a 

utilização de cloreto de colina em substituição aos íons NH4
+ descartam a possibilidade 

da estimulação da enzima ser resultante de efeitos da força iônica (dados não 

mostrados). 
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Figura 9 – Modulação da atividade (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de 

tecido branquial de Callinectes danae pelos íons potássio na presença de íons 

amônio em animais aclimatados a salinidade de 15‰. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão 
trietanolamina 50 mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, MgCl2 5mM, NaCl 100mM, 
NAD+ 1 mM, fosfato de sódio 0,5 mM, gliceraldeído-3-fosfato 1 mM, 12 U GAFDH e 
9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 17,4 µg de proteína, conforme descrito 
em Materiais e Métodos. Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se três 
diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a 
uma curva representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Concentrações de 
NH4Cl empregadas:  0 mM (
), 5 mM (�), 10 mM (�), 30 mM (�) e 50 mM (�). 
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Figura 10 – Variação dos parâmetros cinéticos para a modulação da atividade 

(Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes danae 

pelos íons potássio na presença de íons amônio em animais aclimatados a 

salinidade de 15‰. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão 
trietanolamina 50 mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, MgCl2 5 mM, NaCl 100 mM, 
NAD+ 1 mM, fosfato de sódio 0,5 mM, gliceraldeído-3-fosfato 1 mM, 12 U GAFDH, 9 
U FGQ e de concentrações fixas de íons amônio. A reação foi iniciada pela adição de 
17,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. Todos parâmetros 
cinéticos foram obtidos de experimentos realizados em duplicata usando-se três 
diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). Os dados correspondem a uma curva 
representativa de um dos homogeneizados de brânquias.  
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Figura 11 – Modulação da atividade (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de 

tecido branquial de Callinectes danae pelos íons amônio na presença de íons 

potássio em animais aclimatados a salinidade de 15‰. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão 
trietanolamina 50 mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, MgCl2 5mM, NaCl 100mM, 
NAD+ 1 mM, fosfato de sódio 0,5 mM, gliceraldeído-3-fosfato 1 mM, 12 U GAFDH e 
9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 17,4 µg de proteína, conforme descrito 
em Materiais e Métodos. Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se três 
diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a 
uma curva representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Concentrações de 
KCl empregadas:  0 mM (
), 2 mM (�), 3 mM (�), 5 mM (�) e 10 mM (�). 
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Figura 12 – Variação dos parâmetros cinéticos para a modulação da atividade 

(Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes danae 

pelos íons amônio na presença de íons potássio em animais aclimatados a 

salinidade de 15‰. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão 
trietanolamina 50 mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, MgCl2 5mM, NaCl 100mM, 
NAD+ 1 mM, fosfato de sódio 0,5 mM, gliceraldeído-3-fosfato 1 mM, 12 U GAFDH, 9 
U FGQ e de concentrações fixas de íons potássio. A reação foi iniciada pela adição de 
17,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. Todos parâmetros 
cinéticos foram obtidos de experimentos realizados em duplicata usando-se três 
diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). Os dados correspondem a uma curva 
representativa de um dos homogeneizados de brânquias. 
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Os parâmetros cinéticos obtidos para a estimulação da atividade (Na+,K+)-

ATPase da fração microsomal do tecido branquial de C. danae aclimatado a salinidade 

de 15 ‰ pelos íons K+ e NH4
+ estão reunidos na Tabela 2.  

 

Tabela 2 - Parâmetros cinéticos obtidos para a estimulação da atividade (Na+,K+)-

ATPase da fração microsomal de tecido branquial de C. danae aclimatado à 

salinidade de 15‰ por íons potássio e amônio. 

 

A atividade da enzima foi medida usando 17,4 µg de proteína em tampão 
trietanolamina 50 mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, MgCl2 100 mM, NaCl 100 mM, 
num volume final de 1,0 mL. Os dados representam a média ± desvio padrão e foram 
calculados usando-se três preparações diferentes (N= 3).  

 

[KCl] (mM) [NH4Cl] (mM) V (U/mg) K0,5 (mM) nH 

Variável 0 300,6 ± 15,3 1,6 ± 0,1 1,7 

Variável 5 398,7 ± 19,1 1,7 ± 0,1 1,5 

Variável 10 426,7 ± 21,2 0,469 ± 0,023 1,3 

Variável 30 480,9 ± 22,9 0,355 ± 0,017 2,0 

Variável 50 514,6 ± 26,2 0,157 ± 0,008 1,1 

0 Variável 345,1 ± 19,0 6,0 ± 0,3 1,3 

2 Variável 384,5 ± 18,3 7,6 ± 0,36 1,5 

3 Variável 448,9 ± 22,3 9,6 ± 0,5 1,7 

5 Variável 496,9 ± 24,7 7,2 ± 0,4 1,3 

10 Variável 516,8 ± 27,9 6,4 ±0,3 1,4 

 

 

A Figura 13 mostra o efeito da concentração de ouabaína sobre a atividade 

ATPase total da fração microsomal do tecido branquial de C. danae aclimatado à 

salinidade de 15 ‰. Concentrações de ouabaína da ordem de 3 mM inibiram cerca de 

90% da atividade ATPase. O padrão de inibição corresponde ao modelo de um único 

sítio de ligação do inibidor à enzima e o valor de KI, estimado graficamente, foi de 45,1 

± 2,5 µM (inserção da Figura 13). Na presença de 50 mM de íons NH4
+, o valor de KI 

foi de 22,7 ± 1,1 µM (dados não mostrados). 
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Figura 13 – Efeito da concentração de ouabaína na atividade ATPase da (Na+,K+)-

ATPase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes danae aclimatado 

a salinidade de 15‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25oC, em tampão Hepes 
50 mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, MgCl2 5 mM, NaCl 100 mM, KCl 10 mM, 
NADH 0,14 mM, FEP 2 mM, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição 
de 17,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. A atividade 
específica correspondente a 100% foi de 319,8 ± 17,7 U/mg. O experimento foi 
realizado empregando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 
apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados. 
Inserção: representação de Dixon.  
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Figura 14 – Efeito da concentração de ortovanadato na atividade ATPase da 

(Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes danae 

aclimatado a salinidade de 15‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25oC, em tampão Hepes 
50 mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, MgCl2 5 mM, NaCl 100 mM, KCl 10 mM, 
NADH 0,14 mM, FEP 2 mM, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição 
de 17,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. A atividade 
específica correspondente a 100% foi de 319,78 ± 17,68 U/mg. O experimento foi 
realizado empregando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 
apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados. 
Inserção: representação de Dixon.  
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A inibição da atividade ATPase total dos microsomas de tecido branquial de C. 

danae aclimatado a salinidade de 15 ‰ por concentrações crescentes de ortovanadato é 

mostrada na Figura 14. Concentrações de ortovanadato da ordem de 100 µM inibiram a 

atividade em cerca de 90%, similarmente ao observado para a ouabaína. O valor de KI 

calculado a partir da representação de Dixon (inserção da Figura 14) foi da ordem de 

1,31 ± 0,06 µM. 

 A fim de se estimar a porcentagem relativa dos diferentes tipos de 

contaminações presentes, a preparação microsomal foi ensaiada na presença de 

diferentes inibidores. Na Tabela 3 está representado o efeito desses vários inibidores 

sobre a atividade ATPase total dos microsomas de tecido branquial de Callinectes 

danae aclimatado à salinidade de 15 ‰. 

 

 

Tabela 3 - Efeito de diversos inibidores sobre a atividade ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de C. danae aclimatado a salinidade de 15‰ 

 

A atividade da fração microsomal foi realizada usando-se 17,4 µg de proteína em 
tampão Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo ATP 2 mM, MgCl2 5 mM, NaCl 100 mM e KCl 
10 mM num volume final de 1,0 mL. Os dados obtidos representam a média ± desvio 
padrão e foram calculados a partir de três preparações diferentes (N= 3). 

 

Inibidor Atividade residual 

(%) 

V (U/mg) 

Controle 100 319,8 ± 17,7 

Ouabaína (3 mM) 9,4 29,9 ± 1,8 

Ortovanadato (0,1 mM) 10,0 31,9 ± 1,5 

Ouabaína (3 mM) + Ortovanadato (0,1 mM) 9,4 30,9 ± 2,1 

Ouabaína (3 mM) + Teofilina (5mM) 8,8 28,2 ± 1,4 

Ouabaína (3 mM) + Ácido etacrínico (2 mM) 2,5 7,9 ± 0,43 

Ouabaína (3 mM) + Oligomicina (1 µg/mL) 6,2 19,9 ± 1,2 

Ouabaína (3 mM) + Tapsigargina (0,5 µM) 8,1 25,9 ± 1,3 

Ouabaína (3 mM) + Bafilomicina A1 (0,4 µM) 8,7 27,9 ± 1,7 

Ouabaína (3 mM) + Etanol 8,1 25,9 ± 1,4 

Ouabaína (3 mM) + DMSO 9,4 29,9 ± 1,7 
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Em condições saturantes de ATP e de íons Mg2+, Na+ e K+ e na ausência de 

inibidores, a atividade da enzima foi de 319,78 ± 17,68 U/mg. Comparado com o valor 

da atividade residual obtida na presença de 100 µM de ortovanadato (31,98 ± 1,91 

U/mg), sugere que aproximadamente 90% da atividade ATPase medida corresponde a 

uma ATPase do tipo P. Por outro lado, a atividade insensível à ouabaína (atividade 

residual em presença de ouabaína 3 mM) corresponde a 29,99 ± 1,77 U/mg, sugerindo 

fortemente que a atividade P-ATPase inibida por ortovanadato corresponde à atividade 

da própria (Na+,K+)-ATPase. Já os inibidores bafilomicina A1, a tapsigargina, a teofilina 

e a oligomicina não apresentaram efeitos significativos sobre a atividade insensível a 

ouabaína, sugerindo que a fração de membranas não apresenta atividade V-ATPase, 

(Ca2+)-ATPase, fosfatases ou F0F1-ATPase, respectivamente. Embora a inibição de 

cerca de 7,5% da atividade insensível a ouabaína pelo ácido etacrínico 2,0 mM, sugere a 

presença de uma (Na+)-ATPase e/ou (K+)-ATPase, os dados das figuras 6 e 7, descartam 

inequivocamente a possibilidade da preparação estar contaminada por uma atividade 

ATPase estimulada por Na+. 

A Figura 15 resume de uma maneira bastante clara os efeitos dos diferentes 

inibidores na preparação microsomal de brânquias de C. danae aclimatado a salinidade 

de 15 ‰. 
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Figura 15 – Efeito de diversos inibidores sobre a atividade ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de C. danae aclimatado a salinidade de 15‰. 

A atividade da fração microsomal foi realizada usando-se 17,4 µg de proteína em 
tampão Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo 2 mM de ATP, 5 mM de MgCl2, 100 mM NaCl e 
10 mM KCl num volume final de 1,0 mL. Os dados obtidos representam a média ± desvio 
padrão e foram calculados a partir de três preparações diferentes (N= 3). Atividade 
ATPase total (    ); Atividade residual relativa ao(s) inibidor(es) (    ); Atividade ATPase 
contaminante  (   ) e Atividade (Na+,K+)-ATPase (    ). Ctl: controle, Oua: ouabaína, 
Van: ortovanadato, Eta: ácido etacrínico, Oli: oligomicina, DMSO: dimetilsulfóxido, 
Tap: tapsigargina, Baf: bafilomicina e Teo: teofilina. 

  

 

 

 

 



                                                                                                          Douglas Chodi Masui 
 

 60 

3.1 –Caracterização da atividade K+-fosfatase da (Na+,K+)-ATPase. 

A Figura 16 mostra o efeito da concentração do PNFF sobre a atividade 

PNFFase da (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de C. danae. 

Em condições saturantes de íons Mg2+ e K+, a estimulação da atividade da enzima pelo 

PNFF ocorreu através de simples curva de saturação que apresentou características 

cooperativas (nH= 1,2). A atividade especifica observada foi de 102,9 ± 4,3 U/mg e o 

valor de KM foi 1,7 ± 0,1 mM. A atividade basal para estimulação da atividade K+-

fosfatase pelo PNFF foi desprezível (< 1 %). Na inserção é mostrado o efeito do 

aumento da concentração de PNFF na atividade PNFFase total e na atividade insensível 

a ouabaína. 

A modulação da atividade PNFFase da (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal 

de tecido branquial de C. danae pelos íons magnésio é mostrada na Figura 17. Em 

condições saturantes de PNFF e KCl, concentrações de íons Mg2+ variando entre 10-4 M 

e 10-2 M estimularam a atividade K+-fosfatase da preparação. A curva de saturação 

monofásica, apresentando interações sítio-sítio (nH= 1,2) resultou em uma atividade 

especifica de 93,7 ± 2,3 U/mg e o valor de KM foi 1,4 ± 0,03 mM. Na inserção é 

mostrado o efeito do aumento da concentração de íons magnésio na atividade PNFFase 

total e na atividade insensível a ouabaína. 

 A figura 18 mostra a modulação da atividade PNFFase da (Na+,K+)-ATPase da 

fração microsomal de tecido branquial de C. danae pelos íons potássio. Em condições 

saturantes de PNFF e íons Mg2+, na ausência de íons amônio, a estimulação da atividade 

da enzima pelos íons K+ ocorreu de acordo com uma cinética cooperativa (nH= 1,8). O 

valor de K0,5 estimado nessas condições foi de 2,9 ± 0,1 mM, e a atividade especifica foi 

94,9 ± 3,5 U/mg. Concentrações superiores a 20 mM em íons K+ provocaram inibição 

da atividade da enzima. A atividade basal encontrada foi de aproximadamente 0,6 ± 

0,022 U/mg. Na inserção é mostrado o efeito do aumento da concentração dos íons 

potássio na atividade PNFFase total e na atividade insensível a ouabaína. 

O efeito da concentração dos íons amônio sobre a atividade PNFFase da 

(Na+,K+)-ATPase dos microsomas de brânquias de Callinectes danae é mostrado na 

figura 19. No intervalo de concentração de íon NH4
+ entre 10-3 M a 10-1 M, a enzima 

apresentou interações sitio-sitio (nH= 2,9) e a atividade especifica máxima foi 106,2 ± 

2,2 U/mg com K0,5 da ordem de 9,8 ± 0,2 mM. Concentrações de íons NH4
+ superiores a 

60 mM provocaram inibição da atividade da enzima (resultados não mostrados). A ati- 
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Figura 16 – Modulação da atividade PNFFase da (Na+,K+)-ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de Callinectes danae pelo PNFF. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo MgCl2 10 mM e KCl 15 mM. A reação foi iniciada pela adição 
de 16,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. Os experimentos 
foram realizados em duplicata usando-se pelo menos três diferentes homogeneizados de 
brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um 
dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNFFase total (�) e insensível 
à ouabaína (�). 
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Figura 17 – Modulação da atividade PNFFase da (Na+,K+)-ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de Callinectes danae pelos íons magnésio. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo PNFF 10 mM e KCl 15 mM.  A reação foi iniciada pela adição 
de 16,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. Os experimentos 
foram realizados em duplicata usando-se menos três diferentes homogeneizados de 
brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um 
dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNFFase total (�) e insensível 
à ouabaína (�). 
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Figura 18 – Modulação da atividade PNFFase da (Na+,K+)-ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de Callinectes danae pelos íons potássio. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo PNFF 10 mM e MgCl2 10 mM.  A reação foi iniciada pela 
adição de 16,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. Os 
experimentos foram realizados em duplicata usando-se pelo menos três diferentes 
homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 
representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNFFase 
total (�) e insensível à ouabaína (�). 
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Figura 19 – Modulação da atividade PNFFase da (Na+,K+)-ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de Callinectes danae pelos íons amônio. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo PNFF 10 mM e MgCl2 10 mM.  A reação foi iniciada pela 
adição de 16,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. Os 
experimentos foram realizados em duplicata usando-se pelo menos três diferentes 
homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 
representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNFFase 
total (�) e insensível à ouabaína (�). 
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vidade basal foi considerada desprezível (3,11 ± 0,06 U/mg) . Na inserção é mostrado o 

efeito do aumento da concentração dos íons amônio na atividade PNFFase total e na 

atividade insensível a ouabaína. 

 A figura 20 mostra a modulação da atividade PNFFase da (Na+,K+)-ATPase da 

fração microsomal de tecido branquial de C. danae pelos íons potássio. Em condições 

saturantes de PNFF e íons Mg2+ e NH4
+, não foi observada nenhuma estimulação da 

atividade da enzima pelos íons K+. Observa-se que entre 10-4 M e 10-2 M para os íons 

NH4
+ a atividade máxima foi de 103,6 ± 4,6 U/mg, uma vez que a enzima já está 

totalmente saturada pelos íons NH4
+. Concentrações superiores a 20 mM de íons K+ 

provocaram inibição da atividade da enzima. Na inserção é mostrado o efeito do 

aumento da concentração dos íons potássio na atividade PNFFase total e na atividade 

insensível a ouabaína. 

 O efeito da concentração dos íons amônio sobre a atividade PNFFase da 

(Na+,K+)-ATPase dos microsomas de brânquias de Callinectes danae é mostrado na 

figura 21. Similarmente, os íons NH4
+ não provocaram nenhuma estimulação da 

atividade da enzima, em condições saturantes de PNFF, e de íons Mg2+ e K+. No 

intervalo entre 10-4 M e 10-2 M, a atividade máxima foi 102,6 ± 3,8 U/mg e esse valor é 

justificado uma vez que a enzima está saturada pelos íons K+. Concentrações de íons 

amônio superiores a 80 mM provocaram inibição da atividade da enzima. Na inserção é 

mostrado o efeito dos íons amônio nas atividades PNFFase total e insensível à ouabaína. 

O efeito da concentração dos íons sódio sobre a atividade PNFFase da fração 

microsomal de tecido branquial de C. danae é mostrado na Figura 22. Na presença de 

condições saturantes de PNFF e de íons magnésio e potássio, os íons Na+ atuaram como 

inibidores da atividade da enzima para concentrações superiores a 10-2 M. 

Concentrações de íons sódio da ordem de 100 mM inibiram completamente a atividade 

da enzima. Na inserção é mostrada a representação de Dixon para a determinação de KI, 

que é da ordem de 22,7 ± 1,7 mM. 

 A tabela 4 resume os valores dos parâmetros cinéticos estimados para a 

atividade K+-fosfatase da (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de 

C. danae em relação aos diferentes efetores. 
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Fig 20 – Modulação da atividade PNFFase da (Na+,K+)-ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de Callinectes danae pelos íons potássio, na 

presença de ions amônio. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo PNFF 10 mM, MgCl2 10 mM e NH4Cl 50 mM.  A reação foi 
iniciada pela adição de 16,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 
Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se pelo menos três diferentes 
homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 
representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNFFase 
total (�) e insensível à ouabaína (�). 
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Figura 21 – Modulação da atividade PNFFase da (Na+,K+)-ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de Callinectes danae pelos íons amônio na 

presença de íons potássio. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo PNFF 10 mM, MgCl2 10 mM e KCl 15 mM.  A reação foi 
iniciada pela adição de 16,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 
Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se pelo menos três diferentes 
homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 
representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNFFase 
total (�) e insensível à ouabaína (�). 
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Figura 22 – Efeito da concentração de íons sódio sobre a atividade PNFFase da 

(Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes danae. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo PNFF 10 mM, MgCl2 10 mM e KCl 15 mM. A reação foi 
iniciada pela adição de 16,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 
A atividade na ausência de inibidor corresponde a 132,8 ± 9,94 U/mg. Os experimentos 
foram realizados em duplicata usando-se pelo menos três diferentes homogeneizados de 
brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um 
dos homogeneizados de brânquias. Inserção: representação de Dixon. 
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Tabela 4 - Parâmetros cinéticos estimados para a atividade K+-fosfatase da 

(Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de C. danae em 

relação a diferentes efetores. 

 

A atividade da fração microsomal foi estimada usando-se 16,4 µg de proteína em 
tampão Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo 10 mM de PNFF, e os diferentes efetores num 
volume final de 1,0 mL. Os dados obtidos representam a média ± desvio padrão e foram 
calculados a partir de pelo menos três preparações diferentes (N= 3). 

 

Efetor V (U/mg) K0,5 (mM) nH 

PNFF 102,9 ± 4,3 1,7 ± 0,1 1,2 

Mg2+ 93,7 ± 2,3 1,4 ± 0,03 1,2 

K+ 94,9 ± 3,5 2,9 ± 0,1 1,8 

NH4
+ 106,2 ± 2,2 9,8 ± 0,2 2,9 

 

 

A Figura 23 mostra o efeito da concentração de ouabaína sobre a atividade 

PNFFase da (Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes 

danae. Na presença de concentrações saturantes de PNFF e de íons magnésio e potássio, 

uma única curva foi observada no intervalo de concentração de ouabaína entre 10-4 e 10-

3 M. Concentrações da ordem de 3 mM de ouabaína inibiram aproximadamente 75% da 

atividade K+-fosfatase. Na inserção é mostrada a representação de Dixon para a 

determinação do valor de KI, que foi da ordem de 142,0 ± 7,1 µM. 

O efeito da concentração de ortovanadato sobre a atividade PNFFase da 

(Na+,K+)ATPase da fração microsomal de tecido branquial de C. danae está mostrado 

na figura 24. Em condições saturantes de PNFF e de íons Mg2+ e K+, o ortovanadato 

inibiu a totalmente a atividade fosfatase da enzima. Na inserção é mostrada a 

representação de Dixon para a determinação do KI, que é da ordem de 28,1 ± 1,4 nM. 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                          Douglas Chodi Masui 
 

 70 

 

 

 

 

Figura 23 – Efeito da concentração de íons ouabaína sobre a atividade PNFFase da 

(Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes danae. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo PNFF 10 mM, MgCl2 10 mM e KCl 15 mM. A reação foi 
iniciada pela adição de 16,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 
A atividade na ausência de inibidor corresponde a 131,8 ± 5,7 U/mg. Os experimentos 
foram realizados em duplicata usando-se pelo menos três diferentes homogeneizados de 
brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um 
dos homogeneizados de brânquias. Inserção: representação de Dixon. 
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Figura 24 – Efeito da concentração de ortovanadato sobre a atividade PNFFase da 

(Na+,K+)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes danae. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 
mM, pH 7,5, contendo PNFF 10 mM, MgCl2 10 mM e KCl 15 mM. A reação foi 
iniciada pela adição de 16,4 µg de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 
A atividade na ausência de inibidor corresponde a 131,8 ± 5,7 U/mg. Os experimentos 
foram realizados em duplicata usando-se pelo menos três diferentes homogeneizados de 
brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um 
dos homogeneizados de brânquias. Inserção: representação de Dixon. 
 

 

 

 

 

 

20

40

60

80

100

8 7 69

A
ti
v
id

a
d
e

 R
e
s
id

u
a

l 
(%

)

- Log [Ortovanadato] (M)

20

40

8040
1
/V

C
(U

/m
g

)-1
x
1
0

3

[Ortovanadato]  (nM)



                                                                                                          Douglas Chodi Masui 
 

 72 

4.0 – DISCUSSÃO 

 

4.1 – Estudo da fração microsomal. 

A relação existente entre a atividade (Na+,K+)-ATPase branquial medida em 

diferentes espécies de crustáceos e o processo de regulação osmótica e iônica desses 

animais em relação à exposição desses organismos a ambientes de salinidade variável 

tem sido objeto de estudo de vários autores (Harris & Bayliss, 1988; Péqueux, 1995; 

Piller et al., 1995; Corotto & Holliday, 1996; Lima et al., 1997; Lucu & Flik, 1999; 

Lucu & Devescovi, 1999; Flik & Haond, 2000; Towle & Weihrauch, 2001; Lucu & 

Towle, 2003; Furriel et al., 2004; Leone et al., 2005b). Contudo, pouco se conhece a 

respeito das características cinéticas da enzima obtida nesses animais (Furriel et al., 

2001). Além de participar do processo de captura ativa de íons Na+ para a homeostase 

osmo-iônica, a (Na+,K+)-ATPase encontrada no epitélio branquial também pode 

desempenhar um papel crucial na excreção de compostos nitrogenados nos crustáceos 

(Péqueux, 1995; Weihrauch et al, 1999, 2002, 2004; Towle & Weihrauch, 2001; Masui 

et al., 2002, 2003; Furriel et al., 2004; Kirschner, 2004; Leone et al., 2005b). 

 O único pico protéico obtido para os microsomas analisados em gradiente 

contínuo de sacarose (pico entre 30 e 40 % de sacarose) foi similar ao encontrado para 

Callinectes danae recém-capturado à salinidade de 33 ‰ (Masui et al., 2003) e também 

para o camarão de água doce Macrobrachium olfersii (Furriel et al., 2001). 

Similarmente ao observado para C. danae recém-capturado a 33 ‰ de salinidade 

(Masui et al., 2002, 2003), a análise das atividades PNFFase total (Masui et al., 2005a) e 

ATPase total do animal aclimatado à salinidade de 15‰ mostraram a presença de um 

pico único de atividade. A inibição parcial das atividades ATPase total e PNFFase total 

por ouabaína sugere a presença de outras ATPases e/ou fosfatases. Isto também foi 

observado por Furriel et al. (2000) em M. olfersii, mas difere dos resultados obtidos 

para a enzima de C. danae em animais recém-capturados a 33 ‰ de salinidade em que 

se observou inibição total pela ouabaína (Masui et al., 2002, 2003). 

Os microsomas de tecido branquial obtidos de C. danae aclimatado à salinidade 

de 15 ‰ apresentaram uma atividade ATPase insensível à ouabaína correspondente a 

aproximadamente 10% da atividade ATPase total. Atividades ATPase insensíveis à 

ouabaína também foram demonstradas para microsomas provenientes do tecido 

branquial de outros caranguejos braquiúros, sendo freqüentemente descrita a presença 

de outras enzimas tais como Ca2+-ATPase (Wheatly, 1999), Na+-ATPase e/ou K+-



                                                                          A (Na+,K+)-ATPase de Callinectes danae 

 73 

ATPase (Proverbio et al., 1991) além de fosfatases (Lovett et al., 1994). Entretanto, para 

C. danae recém-capturado a salinidade de 33 ‰, as atividades ATPase e PNFFase 

medidas correspondem unicamente à (Na+,K+)-ATPase (Masui et al., 2002, 2003). 

A presença de uma única banda imunoespecífica, com Mr da ordem de 110 kDa 

dos microsomas de tecido brânquial de C. danae obtidos a partir de animais recém-

capturados na salinidade de 33 ‰ e de animais aclimatados às salinidades de 15‰ e 

33‰ sugere a presença de uma única isoforma da subunidade α da (Na+,K+)-ATPase 

em cada uma dessas condições. Valores de Mr semelhantes foram relatados para a 

enzima de várias fontes (Pressley, 1996; Furriel et al., 2000; Donnet et al., 2001; Towle 

et al., 2001; Masui et al., 2002, 2005a; Lucu & Towle, 2003). É importante destacar que 

mesmo empregando quantidades semelhantes de proteína (30µg) foi observada uma 

diferença significativa de marcação o que sugere mudanças quantitativas na expressão 

da enzima do tecido branquial em cada condição de aclimatação específica. Medidas da 

atividade (Na+,K+)-ATPase de tecido branquial de Carcinus maenas realizadas por 

Henry et al. (2002) mostraram atividades específicas similares em animais aclimatados 

às salinidades de 32 ‰ e a 10 ‰, o que poderia indicar a ocorrência de mecanismos de 

resposta rápida a flutuações constantes de salinidade do ambiente modulando a 

atividade da enzima já presente no tecido branquial e portanto a captura ativa de íons. Já 

os dados relatados para Callinectes sapidus mostram aparentemente que animais 

aclimatados as salinidades de 35‰ e 5‰ não apresentam mudanças notáveis nas 

proporções relativas de mRNA e de proteína da subunidade α da (Na+,K+)-ATPase das 

brânquias  posteriores (Towle et al., 2001). Em Pachgrapsus marmoratus e 

Chasmagnathus granulatus, respondem a um aumento nas proporções relativas de 

mRNA durante a aclimatação a mudança para uma menor salinidade (Lucu & Towle, 

2003; Luquet et al., 2005). 

 

4.2 – Caracterização da atividade ATPase da (Na+,K+)-ATPase. 

A atividade específica da (Na+,K+)-ATPase encontrada em crustáceos estuarinos 

ou de água doce varia desde valores de aproximadamente 100 até 600 U/mg (Neufeld et 

al., 1980; D´Orazio & Holliday, 1985; Holliday, 1985; Lucu & Pavicic, 1995; Piller et 

al., 1995; Corotto & Holliday, 1996; Furriel et al., 2000, 2004). A atividade (Na+,K+)-

ATPase encontrada em C. danae aclimatado à salinidade de c (V= 298,83 ± 16,73 

U/mg) foi semelhante à observada para os animais recém-capturados a 33‰ de 
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salinidade (Masui et al., 2002). Esse valor é relativamente menor quando comparado ao 

obtido para a atividade (Na+,K+)-ATPase de C. sapidus (Neufeld et al., 1980; Lovett & 

Watts, 1995; Lucu et al., 2000; Lucu & Towle, 2003). Curiosamente, esse valor de 

atividade é muito similar aos obtidos para outras espécies aclimatadas à água do mar 

(Harris & Bayliss, 1988; D’Orazio & Holliday, 1985; Lucu et al., 2000). Estudos 

realizados em outras espécies de caranguejos mostraram que a atividade (Na+,K+)-

ATPase branquial aumenta em resposta a aclimatação a baixa salinidade (Holliday, 

1985; D’Orazio & Holliday, 1985; Harris & Bayliss, 1988; Corotto & Holliday, 1996; 

Henry et al, 2002). Apesar dessas medidas mostrarem claramente a relação entre a 

adaptação à salinidade do meio e a atividade da (Na+,K+)-ATPase branquial, as 

diferenças entre os valores relatados por diferentes autores podem estar associadas aos 

procedimentos empregados para obtenção da enzima, bem como para a determinação da 

atividade, ou ainda a características específicas de cada espécie. Deve-se considerar 

também que muitos dos valores citados representam determinações de atividade 

realizadas em condições de concentração de substrato e de íons arbitrariamente 

escolhidas sem a prévia caracterização cinética da enzima. 

 A modulação da atividade da (Na+,K+)-ATPase dos vertebrados pelo ATP é 

caracterizada pela presença de uma família de sítios de alta afinidade com valores de 

K0,5 compreendidos entre 0,1 e 1 µM, e outra família de sítios de baixa afinidade, com 

valores de K0,5 entre 0,01 e 0,4 mM (Neufeld & Levy, 1969; Kanazawa et al., 1970; 

Robinson, 1976; Glynn, 1985; Ward & Cavieres; 1993). No entanto, a caracterização 

desses sítios de alta afinidade ainda permanece controversa (Martin & Sachs, 2000), já 

que as atividades encontradas correspondem a menos de 10% da atividade total medida 

(Glynn, 1985; Ward & Cavieres, 1998; Masui et al., 2002). A ausência de sítios de alta 

afinidade para o ATP na enzima obtida de C. danae aclimatado a salinidade de 15 ‰ 

está de acordo com o encontrado para enzima de outros crustáceos (Gache et al., 1977; 

D'Orazio & Holliday, 1985; Holliday, 1985; Tentes & Stratakis, 1991; Corotto & 

Holliday, 1996; Furriel et al., 2000; Lucu & Towle, 2003), mas contrasta com o relatado 

para a enzima obtida de C. danae recém-capturado, para a qual foi observada a presença de 

um sítio de alta afinidade para o ATP (Masui et al., 2002). O valor de K0,5 encontrado para 

a estimulação da atividade da enzima obtida de C. danae aclimatado a salinidade de 15 ‰ 

pelo ATP mostrou para sítio de baixa afinidade foi da ordem de K0,5 de 174,20 ± 9,75 µM. 

A atividade basal da enzima, dos animais aclimatados a salinidade de 15 ‰, correspondeu 
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a menos de 5,0 % da atividade (Na+,K+)-ATPase. O emprego de técnicas mais sensíveis 

pode contribuir para elucidar da presença ou não de sítios de alta afinidade para o ATP na 

enzima obtida de C. danae aclimatado. O valor de K0,5 para o ATP foi cerca de 3,17 

vezes maior que o encontrado para a enzima obtida de animais recém-capturados 

(Masui et al, 2002), o que pode indicar a presença de uma isoforma diferente da enzima. 

Por outro lado, o valor de K0,5 para o ATP de C. danae aclimatado à salinidade de 15 ‰ 

mostrou-se semelhante aos valores obtidos para outras espécies de crustáceos 

aclimatados a água doce, como o encontrado nos microsomas de brânquias de M. 

olfersii (Furriel et al., 2000) e no homogeneizado de brânquias de Macrobrachium 

rosenbergii (Wilder et al., 2000), sugerindo a presença de uma mesma isoforma entre 

essas espécies em ambiente menos salino. Todavia, valores da mesma ordem de 

grandeza também foram observados para a enzima de membrana axonal do caranguejo 

marinho Cancer pagurus (Balerna et al., 1975; Gache et al., 1977). Interessantemente, o 

valor de K0,5 encontrado em homogeneizado de brânquias de C. sapidus aclimatado a 

água do mar (Neufeld et al., 1980; Lucu & Towle, 2003) foi da mesma magnitude. 

Constantes de afinidade para o ATP com valores 9,0 vezes maiores foram encontrados 

nos homogeneizados de brânquias de Potamom potamios aclimatados a água doce 

(Tentes & Stratakis, 1991), de Uca minax (Wanson et al., 1984) e glândulas renais de 

Procambarus clarkii (Sarver et al., 1994). Valores de K0,5 para o ATP de 

aproximadamente 600 µM foram observados para a enzima obtida de homogeneizados 

de brânquias de U. pugnax (Holliday, 1985), de Uca pugilator (D’Orazio & Holliday, 

1985) e de Hemigrapsus nudus (Corotto & Holliday, 1996) aclimatados a 100% de água 

do mar. Estudos realizados empregando frações de membrana do tecido branquial de 

Eriocheir sinensis, mostraram que aparentemente não ocorreram diferenças 

significativas entre os valores de K0,5 para o ATP em animais aclimatados a água doce 

ou água do mar (Péqueux, et al., 1984).  

O complexo Mg-ATP é o verdadeiro substrato da enzima, e a presença dos íons 

Mg2+ é essencial para a hidrolise do ATP (Glynn, 1985; Furriel et al., 2000; Masui et al., 

2002).  Ainda não está estabelecido qual é o número de sítios de ligação para os íons 

magnésio na molécula da enzima e nem os passos da reação de  hidrólise que são afetados 

por estes íons (Glynn, 1985; Jorgensen & Pedersen, 2001). Aparentemente, os íons 

magnésio atuam de forma crucial nas mudanças conformacionais envolvidas na hidrólise 

do ATP e no transporte dos íons sódio e potássio (Grisham & Mildvan, 1974; Jorgensen et 

al., 1998a, 2001, 2003; Patchornik et al., 2002).  O valor de K0,5 para os íons magnésio 
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obtido para enzima de C. danae aclimatado a 15 ‰ (767,31 ± 36,06 µM) é semelhante ao 

encontrado para a enzima dos animais recém-capturados (Masui et al., 2002). Esse valor 

de K0,5 foi similar ao encontrado para enzima obtida do tecido branquial de M. olfersii 

(Furriel et al., 2000) e é semelhante ao obtido para C. sapidus aclimatado a 100% de 

água do mar (Neufeld et al., 1980) e para a enzima de membrana axonal de C. pagurus 

(Gache et al., 1976). Entretanto, contrasta com o valor obtido para enzima do 

caranguejo de água doce P. potamios (Tentes & Stratakis, 1991), com K0,5 de 4,0 mM. 

Valores elevados de K0,5 para os íons Mg2+ foram encontrados para H. nudus (Corotto 

& Holliday, 1996), U. pugilator (D’Orazio & Holliday, 1985) e U. pugnax (Holliday, 

1985), e também para a enzima do tecido renal de P. clarkii (Sarver et al., 1994), 

quando os animais foram aclimatados à água do mar. Da mesma forma que observado 

para enzima dos microsomas de brânquias de C. danae recém-capturado (Masui et al., 

2002, 2005b) e para a enzima de membrana axonal de C. pagurus (Gache et al., 1976), a 

modulação da atividade ATPase da enzima pelos íons Mg2+ sugere a presença de 

múltiplos sítios ligantes. 

A (Na+,K+)-ATPase dos vertebrados apresenta diferentes isoformas para a 

subunidade α que apresentam afinidades distintas pelos íons Na+ e K+ (Levenson, 1994; 

Therien et al., 1996; Blanco & Mercer, 1998; Sweeney & Klip, 1998; Crambert et al., 

2000; Segall et al 2001; Lopez et al., 2002). Além disso, as isoenzimas constituídas pela 

mesma isoforma da subunidade α em associação com diferentes isoformas da 

subunidade β também apresentam diferentes afinidades por estes íons (Blanco et al., 

1998; Therien et al., 1996; Geering, 2001). As diferenças nas afinidades da enzima 

pelos íons Na+ e K+ aparentemente são dependentes do tecido e do organismo em que 

são expressas, sugerindo que fatores da membrana ou pós-traducionais participam da 

regulação das propriedades cinéticas da enzima (Sweadner, 1989; Levenson,  1994; 

Therien et al., 1996; Lopez et al., 2002). 

 Os crustáceos aquáticos bem adaptados a meios diluídos desenvolveram várias 

estratégias para manter a osmolalidade de seus fluidos extracelulares relativamente 

constante frente a mudanças de salinidade do meio (Péqueux, 1995; Lucu & Towle, 

2003; Kirschner, 2004). Dentre essas estratégias destaca-se o aumento da afinidade por 

íons sódio na (Na+,K+)-ATPase importante para a captura ativa desses íons em 

ambientes menos salinos (Péqueux, 1995; Lucu & Towle, 2003). A (Na+,K+)-ATPase 

dos crustáceos de água doce apresenta maior afinidade aparente por íons Na+ que 
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aquelas dos crustáceos de água salobra; essa afinidade é ainda menor para a enzima dos 

crustáceos marinhos (Lucu & Towle, 2003). A constante de afinidade aparente obtida 

para estimulação da atividade (Na+,K+)-ATPase pelo íon Na+, para enzima obtida de 

frações de membrana do tecido branquial de C. danae aclimatado a 15 ‰ de salinidade, 

é semelhante ao valor da constante de afinidade observado para a enzima de C. danae 

recém-capturado a 33 ‰ de salinidade (Masui et al., 2002). Resultados análogos foram 

encontrados por Genovese et al. (2004) em Chasmagnathus granulata, onde os valores 

de K0,5 para os íons Na+ foram aproximadamente iguais para as enzimas de animais 

aclimatados a 10, 30 ou 45 ‰ de salinidade. Além disso, o valor de K0,5 encontrado 

para C. danae aclimatado a salinidade de 15 ‰ foi similar ao encontrado para M. 

olfersii (Furriel et al., 2000) e M. rosenbergii (Wilder et al., 2000). Curiosamente, 

Harris & Bayliss (1988) encontraram para a enzima branquial de C. maenas um valor de 

K0,5 para os íons Na+ menor em animais aclimatados a 100 % de água do mar em 

relação aos animais aclimatados a 40%. Siebers et al. (1983), relataram, porém, para a 

mesma espécie, um aumento da afinidade da enzima por esses íons quando os animais 

foram aclimatados a salinidade de 10‰. Afinidades para os íons Na+ variando de 0,06 a 

0,26 mM foram também relatados para outras espécies de crustáceos (Harris & Bayliss, 

1988). 

A (Na+,K+)-ATPase dos vertebrados apresenta constantes de afinidade para os 

íons K+ que variam muito pouco entre as isoenzimas, e que oscilam entre 0,5 a 2,5 mM 

(Robinson & Pratap, 1991; Levenson, 1994; Vilsen, 1995; Therien et al., 1996; Specht 

et al., 1997). O valor de K0,5 observado para os íons K+ para a enzima de C. danae 

aclimatado a 15 ‰ de salinidade foi similar ao encontrado para animais recém-

capturados a 33 ‰ (Masui et al., 2002, 2005b) e está em concordância com aqueles 

encontrados para a enzima branquial de P. potamios (Tentes & Stratakis, 1991) e M. 

olfersii (Furriel et al., 2000). Valores similares foram observados para a enzima das 

brânquias de C. sapidus (Neufeld et al., 1980) e para a enzima de membranas axonais de 

C. pagurus (Gache et al., 1976). Constantes de afinidades para os íons K+ elevadas 

também foram encontrados para animais mantidos em 100 % de água do mar (Neufled 

et al., 1980; Corotto & Holliday, 1996; Holliday, 1985; D'orazio & Holliday, 1985; 

Winkler, 1986; Wanson et al., 1984). A presença de múltiplos sítios de ligação para os 

íons potássio (nH= 1,7) também foi relatada para membrana axonal de caranguejo (Gache 

et al., 1976).  Estes resultados contrastam com o comportamento “Michaeliano” observado 
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para a (Na+,K+)-ATPase obtida de U. pugnax (Holliday, 1985) e de U. pugilator 

(D´Orazio & Holliday, 1985). 

A substituição dos íons K+ por NH4
+ na estimulação da atividade da (Na+,K+)-

ATPase encontrada nos vertebrados foi descrita por vários autores (Robinson, 1970, 

Kurtz & Balaban, 1986; Skou & Esmann, 1992; Wall, 1996,1997; Wilkie, 1997; Wall et 

al.,1999). Estudos realizados para a enzima obtida do tecido branquial de varias 

espécies de crustáceos mostraram resultados similares (Holliday, 1985; Towle et al., 

1976; Towle & Weihrauch, 2001; Lucu & Towle, 2003; Weihrauch et al., 2002,2004; 

Masui et al., 2002; Furriel et al., 2004). Por outro lado, a participação dos íons NH4
+ 

como contra-íons no transporte de íons Na+ mediado pela (Na+,K+)-ATPase (Towle & 

Holleland, 1987) foi demonstrada empregando vesículas de membrana obtidas a partir 

do tecido brânquial de C. sapidus. Estudos de perfusão de brânquias isoladas de C. 

maenas confirmam esses resultados (Lucu et al., 1989).  O valor de K0,5 para os íons 

NH4
+ encontrado para a enzima de C. danae aclimatado a 15 ‰ de salinidade (6,04 ± 

0,333 mM) é similar àquele encontrado para a enzima do animal recém-capturado à 

salinidade de 33 ‰ (Masui et al., 2002) e para M. olfersii (Furriel et al., 2004). Valores 

semelhantes também foram observados para a enzima obtida de membrana axonal de 

caranguejo (Skou, 1960; Rossi et al., 1978). Já para a enzima de vertebrados, o valor da 

afinidade aparente para os íons NH4
+ varia entre 3,3 mM (Landon & Norris, 1963) e 6,1 

mM (Robinson, 1970). Uma menor afinidade da enzima pelos íons NH4
+ em relação aos 

íons K+ (cerca de 3,7 vezes) também foi observada para os animais recém-capturados 

(Masui et al., 2002), para M. olfersii (Furriel et al., 2004), além da enzima de 

membranas axonais de caranguejo (Skou, 1960; Rossi., 1978). Nos vertebrados, a 

relação entre as afinidades para NH4
+ e K+ variou de 8,1 a 5,0 (Landon & Norris, 1963; 

Robinson, 1970). A presença de múltiplos sítios de ligação para o íon NH4
+ (nH= 1,3) 

encontrada para enzima dos animais aclimatados a 15 ‰ de salinidade também foi 

descrita para membranas axonais de C. pagurus (Rossi et al., 1978), mas difere do 

observado para enzimas obtidas de C. danae recém-capturado (Masui et al., 2002) e 

também de M. olfersii (Furriel et al., 2004), em que se observou a presença um único 

sítio de ligação para esses íons. Além disso, uma maior estimulação da atividade 

(Na+,K+)-ATPase pelos íons NH4
+ em relação aos íons K+ foi observada também em C. 

danae recém-capturado a salinidade de 33 ‰ (Masui et al., 2002), P. potamios (Tentes 

& Stratakis, 1991), M. olfersii (Furriel et al., 2004), U. pugnax (Holliday, 1985) e para a 
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enzima de outras fontes (Robinson, 1970; Landon & Norris, 1963; Skou, 1962; Schoner 

et al., 1967). 

Desde os primeiros estudos cinéticos da (Na+,K+)-ATPase branquial nesta 

espécie (Masui et al., 2002, 2003, 2005a,b) foi observou-se a presença de uma 

estimulação sinergística na atividade ATPase pelos íons K+ e NH4
+ nos animais recém 

capturados (Masui et al., 2002). Essa característica sugere um possível papel fisiológico 

da enzima no processo de excreção ativa de compostos nitrogenados que, nos 

crustáceos, ocorre em grande parte através das brânquias na forma de amônia. 

Resultados similares foram observados para o camarão de água doce M. olfersii (Furriel 

et al., 2004). Os resultados obtidos para C. danae aclimatado a salinidade de 15 ‰ no 

presente trabalho mostram também essa estimulação sinergística na atividade da enzima 

entre íons K+ e NH4
+ (Figuras 9, 10 e 11 e 12).  O valor da afinidade aparente pelos íons 

NH4
+ na presença de íons K+ (Figura 11) foi bastante próximo do obtido para C. danae 

recém-capturado a salinidade de 33 ‰ (Masui et al., 2002) e também para a enzima de 

M. olfersii (Furriel et al., 2004). Entretanto, a estimulação da atividade (Na+,K+)-

ATPase por íons K+ em presença de concentrações saturantes de íons NH4
+ (Figura 9) 

mostrou um aumento da afinidade aparente da enzima de cerca de 35 vezes quando 

comparada à enzima obtida de animais recém-capturados à salinidade de 33 ‰ (Masui 

et al., 2002). Já em M. olfersii, essa modulação sinergística da atividade da enzima por 

íons K+ em presença de íons NH4
+ em concentração saturante não foi observada (Furriel 

et al., 2004). Experimentos complementares se fazem necessários para estabelecer os 

mecanismos que regem este aumento de afinidade da enzima para os íons K+ e sua 

possível importância para a excreção ativa de compostos nitrogenados nesses animais.  

A maioria dos crustáceos aquáticos são amoniotélicos, excretando compostos 

nitrogenados na forma de amônia (NH3 + NH4
+) (Kormanik & Cameron, 1981 

Weihrauch et al., 1998, 1999, 2004). A urina primária nos caranguejos aquáticos é 

formada via ultrafiltracao nas glândulas antenais e contribui para a regulação do teor de 

água e de cátions divalentes no animal (Mantel & Farmer, 1983), mas não exerce um 

papel significativo na excreção de compostos nitrogenados que ocorre principalmente 

via epitélio branquial (Regnault, 1987; Weihrauch et al., 1999,2004). Em C. sapidus 

menos de 2% do total de amônia é eliminada como urina via glândula antenal (Cameron 

& Batterton, 1978; Weihrauch et al., 2004).  Inicialmente, foi sugerido que a excreção 

de amônia através das brânquias de crustáceos ocorreria por simples difusão de NH3, a 

favor de seu gradiente. Outros autores, porém, sugerem fortemente que uma parte da 
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amônia produzida é excretada sob a forma de íons NH4
+ (Lucu et al., 1989; Pressley et 

al., 1981; Siebers et al., 1985; Weihrauch et al., 1998, 1999). Estudos de transporte 

transepitelial de íons NH4
+ através de brânquias isoladas e perfundidas de C. maenas, C. 

pagurus e E. sinensis  mostraram sensibilidade a ouabaína, sugerindo a participação da 

(Na+,K+)-ATPase neste processo (Lucu et al., 1989; Péqueux & Gilles, 1981; 

Weihrauch et al., 1998, 1999, 2002, 2004). Acredita-se que os íons NH4
+ podem ser 

ativamente excretados contra seu gradiente de concentração, no epitélio branquial 

substituindo os íons K+ na (Na+,K+)-ATPase, em certos caranguejos braquiúros 

(Weihrauch et al., 1998, 1999). Em C. maenas, a extrusão de íons NH4
+ para o meio 

externo pode envolver seqüestro em vesículas de membrana acidificadas por uma H+-

ATPase tipo-V (Weihrauch et al., 2002). Aparentemente, os íons NH4
+ também podem 

ser trocados por íons H+ e levados ao meio externo por um trocador Na+/H+ localizado 

na membrana apical (Morris, 2001; Weihrauch et al., 1998, 1999, 2002, 2004). 

Nesse sentido, os resultados obtidos até o presente momento permitem propor o 

seguinte modelo para a excreção de íons amônio através das brânquias de C. danae 

(Painel 6) (Masui et al., 2005b). Canais de K+, sensíveis a Cs+, (Riestenpatt et al., 1996) 

seriam incapazes de discriminar entre os íons K+ e NH4
+, e dessa forma, translocariam 

os íons NH4
+ da hemolinfa para o citoplasma (Weihrauch et al., 2002,2004; Lucu et al., 

1989; Towle & Holleland, 1987). Sugere-se ainda a participação de um transportador de 

amônia (RhCM) identificado nessa espécie de crustáceo neste processo (Marini et al., 

2000; Weihrauch et al., 2004). Os íons NH4
+ dissociam-se em NH3 e H+ no citoplasma, 

e a NH3 resultante se difunde para o interior de vesículas acidificadas por uma H+-

ATPase tipo V. Essas vesículas contendo NH4
+ são transportadas via microtúbulos até o 

lado apical da célula, onde se fundem com a membrana liberando os íons NH4
+ no 

espaço subcuticular via exocitose, e finalmente através de estruturas sensíveis a 

amiloride na cutícula (Weihrauch et al., 1998, 2002, 2004). 

Os caranguejos bênticos podem encontrar concentrações de amônia no ambiente 

que excedem os valores de íons NH4
+ normalmente encontrados em sua hemolinfa, o 

que pode levar a um influxo de íons NH4
+ (Rebelo et al., 1999; Masui et al., 2002, 

2003). Callinectes danae é um caranguejo bêntico que freqüentemente se enterra no 

sedimento podendo estar sujeito a altas concentrações de amônia, da ordem de 2 a 3 

mM (Weihrauch et al., 1999; Rebelo et al., 1999). Assim, um mecanismo eficiente de 

excreção de íons NH4
+ via (Na+,K+)-ATPase contra seu gradiente de concentração, ativo 
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mesmo em presença de concentrações saturantes de íons K+, pode ser fisiologicamente 

relevante para os animais desta espécie. 

Segundo Mantelatto & Fransozo (2000), animais da espécie C. danae são 

freqüentemente encontrados em locais da baia de Ubatuba sujeitos à influência de água 

doce e apresentando grandes quantidades de matéria orgânica no substrato, o que sugere 

que freqüentemente ficam expostos a altas concentrações de amônia. Assim, a presença 

de um mecanismo eficiente para sua excreção ativa no tecido branquial se faz 

necessária, sugerindo que a seleção de uma (Na+,K+)-ATPase que seja modulada 

diretamente por íons NH4
+ poderia contribuir evolutivamente para a sobrevivência desta 

e de outras espécies de caranguejos bênticos. A excreção de amônia contra seu gradiente 

de concentração aparentemente é afetada pela permeabilidade do epitélio branquial, 

sendo maior nos animais marinhos e estuarinos como C. pagurus e C. maenas, se 

comparados a animais tolerantes a água doce como E. sinensis (Weihrauch et al., 1999, 

2004). 

 O valor de KI calculado para a inibição da atividade (Na+,K+)-ATPase de 

microsomas de brânquias de C. danae aclimatado à salinidade de 15 ‰, pela ouabaína, 

na ausência de íons NH4
+ é cerca de 3,3 vezes menor que o determinado para a enzima 

do animal recém-capturado, e é aproximadamente 2 vezes menor se comparado na 

presença de íons NH4
+ (Masui et al., 2002). As diferenças encontradas nos valores de KI 

em C. danae podem sugerir a expressão de um isoenzima diferente. A expressão de 

diferentes isoformas da subunidade α da (Na+,K+)-ATPase em brânquias de peixes em 

proporções relativas que se alteram em reposta a aclimatação a diferentes salinidades 

(Pagliarani et al., 1991; Lee et al., 1998; Feng, et al., 2002; Richards, et al., 2003), assim 

como a presença de duas isoformas mostrando diferentes afinidades para os íons sódio 

nas brânquias de C. granulata (Castilho et al., 2001) suportam esta hipótese. 

Comparações entre as enzimas de C. danae aclimatado a 15 ‰ e de animais recém-

capturados (Masui et al., 2002) não mostraram diferenças significativas na afinidade da 

enzima pelos íons Na+. Contudo, o aumento significativo na afinidade aparente da 

enzima para íons K+ na presença de NH4
+ (37 vezes maior) em animais aclimatados a 15 

‰ de salinidade, quando comparado com a afinidade aparente observada nos animais 

recém-capturados (Masui et al., 2002), sugere que a expressão de uma isoforma 

diferente pode estar mais relacionada com os mecanismos de excreção de amônia nessas 

condições. Valores maiores de KI para a inibição da atividade (Na+,K+)-ATPase pela 

ouabaína foram relatados por Neufeld et al. (1980) para enzima do tecido branquial de 
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C. sapidus, e também para a enzima dos caranguejos braquiúros adaptados à água do 

mar (Corotto & Holliday, 1996; Holliday,1985; D'orazio & Holliday, 1985). Entre os 

crustáceos de água doce, valores similares foram relatados para M. rosenbergii (Stern et 

al., 1984), embora valores discrepantes tenham sido observados para M. olfersii (Furriel 

et al., 2002). Em P. potamios, o KI para ouabaína foi de 0,5 mM (Tentes & Stratakis, 

1991) e para enzima de C. maenas, o valor foi de 0,29µM em animais aclimatados a 10 

‰ (Postel et al., 1998). A constante de inibição por ortovanadato para C. danae 

aclimatado a 15 ‰ de salinidade foi cerca de 8,5 vezes menor em relação à enzima dos 

animais recém-capturados (Masui et al., 2002). Contudo, este valor foi semelhante ao 

observado por Furriel et al. (2000) para M. olfersii e também para a enzima de outras 

fontes (Holleland & Towle, 1990; Skou & Esmann, 1992). 

 A ausência de inibição da atividade ATPase insensível à ouabaína por teofilina 

descartou a presença de fosfatases na fração microsomal do tecido branquial de C. 

danae, embora elas tenham sido encontradas em preparações de (Na+,K+)-ATPases 

descritas por Lovett et al. (1994) para o tecido branquial de outros crustáceos. A 

aparente ausência de uma ATPase tipo-V está em concordância com o obtido para a os 

animais recém-capturados (Masui et al., 2002, 2003, 2005a). Aparentemente, uma V-

ATPase poderia desempenhar um papel importante na captura de íons Na+ através do 

epitélio branquial de espécies mais tolerantes ou bem adaptadas a meios diluídos, mas 

não em espécies eurialinas com moderada capacidade osmorregulatória (Zare & 

Greenaway, 1998; Weihrauch et al., 2001; Towle & Weihrauch, 2001). A ausência de 

inibição por tapsigargina contrasta com o observado para preparações de tecido braquial 

de outros caranguejos, que apresentam atividade Ca2+-ATPase (Wheatly, 1999). Por 

outro lado, a inibição parcial da atividade insensível à ouabaína por oligomicina sugere 

fortemente a presença de uma F0F1-ATPase na fração microsomal, o que é coerente com 

o fato deste epitélio apresentar uma grande quantidade de mitocôndrias (Copeland & 

Fitzjarrell, 1968; Towle & Kays, 1986). Por outro lado, a inibição por acido etacrínico 

sugere a presenca de uma Na+-ATPase e/ou K+-ATPase (Proverbio et al., 1991). A 

estimulação da atividade insensível a ouabaína por íons K+ e não por íons Na+ sugere 

que esta atividade possa ser atribuída a uma K+-ATPase. 

 

4.3 – Caracterização da atividade K+-fosfatase da (Na+,K+)-ATPase. 

O processo de regulação osmótica e iônica nos crustáceos 

hiperosmorreguladores tem sido objeto de estudo de vários autores, que estabeleceram 
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uma relação estreita entre esse processo com o aumento da atividade da (Na+,K+)-

ATPase (Péqueux, 1995; Towle, 1997; Lucu & Towle, 2003). A identificação e a 

determinação da atividade (Na+,K+)-ATPase em animais expostos a ambientes de 

salinidade variável tem sido realizada através de medidas empregando o substrato 

fisiológico ATP (Harris & Bayliss, 1988; Piller et al., 1995; Corotto & Holliday, 1996; 

Lima et al., 1997; Lucu & Flik, 1999; Lucu & Devescovi, 1999; Flik & Haond, 2000; 

Lucu & Towle, 2003).  

A capacidade da (Na+,K+)-ATPase também poder hidrolisar o p-nitrofenilfosfato 

(PNFF) tem sido estudada por vários autores (Gache et al., 1977; Glynn, 1985; 

Robinson & Pratap, 1991; Berberian & Beaugé, 1992; Specht et al., 1997; Furriel et al., 

2001; Masui et al., 2003, 2005a; Homareda & Ushimaru, 2005). Existem controvérsias 

a respeito do papel do PNFF em não estar associado ao transporte de cátions ou 

fosforilação da enzima (Glynn, 1985; Robinson & Pratap, 1991; Berberian & Beaugé, 

1992), ou ainda que esse substrato não fisiológico possa realmente promover os passos 

de fosforilação e de transporte na enzima (Yamazaki et al., 1994; Homareda & 

Ushimaru, 2005). Acredita-se que, aparentemente, na ausência de íons Na+, os íons K+ 

aparentemente ativam a reação dos sítios citoplasmáticos no qual os íons Na+ 

usualmente ativam a reação da (Na+,K+)-ATPase (Glynn, 1985; Robinson & Pratap, 

1991; Jorgensen et al., 1998a, b). Estudos de caracterização das propriedades cinéticas 

da enzima nesses animais empregando o PNFF como substrato são muito escassos 

(Furriel et al., 2001; Masui et al., 2003, 2005a). O estudo da atividade K+-fosfatase da 

(Na+,K+)-ATPase realizado em frações de membrana do tecido branquial do siri 

Callinectes danae e do camarão Macrobrachium olfersii proporcionaram novos 

enfoques para utilização do substrato PNFF na caracterização cinética da (Na+,K+)-

ATPase como uma forte ferramenta para ser empregada em estudos mecanísticos bem 

como para estudos comparativos da atividade da enzima nos tecidos branquiais dos 

crustáceos em condições normais ou aclimatados a diferentes salinidades (Furriel et al., 

2001, 2004; Masui et al., 2003, 2005a).  

A atividade específica da (Na+,K+)-ATPase do tecido branquial de C. danae 

aclimatado a 15 ‰ com respeito à hidrólise do PNFF (102,9 U/mg) é um pouco menor 

(1,2 vezes) se comparada com a mesma atividade da fração microsomal do animal 

capturado a 33 ‰, da ordem de 125,4 U/mg (Masui et al., 2003). O valor de K0,5 = 1,7 

mM encontrado para a estimulação da atividade da enzima pelo PNFF bem como a 

presença de uma única família de sítios de hidrólise para esse substrato, são semelhantes 
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ao relatado para enzima do animal capturado a salinidade de 33 ‰ (Masui et al., 2002). 

Além disso, valores similares de afinidade da enzima para o PNFF foram também 

observados para enzima do tecido branquial de M. olfersii (Furriel et al., 2001), 

membranas axonais de Cancer pagurus (Gache et al., 1977; 1979) e outros tecidos de 

vertebrados (Beaugé & Berberian, 1983; Davis & Robinson, 1988). 

Os íons magnésio são reconhecidamente essenciais para ambas as atividades 

ATPase e K+-fosfatase da (Na+,K+)-ATPases obtida de diferentes fontes (Rossi et al., 

1978; Gache et al., 1979; Glynn, 1985; Robinson & Pratap, 1991; Berberian & Beaugé, 

1992; Furriel et al., 2000, 2001; Masui et al., 2002, 2003). A estimulação da atividade 

K+-fosfatase pelos íons magnésio revelou um K0,5 de aproximadamente 1,4 mM 

semelhante ao observado para enzima obtida das frações de membrana de brânquias do 

camarão de água doce M. olfersii (Furriel et al., 2001), do tecido branquial de C. danae 

(Masui et al., 2003), das membranas axonais de Cancer pagurus (Gache et al., 1976, 

1979) e da enzima obtida de vertebrados (Robinson, 1981; Beaugé & Berberian, 1983). 

Já está bem estabelecido que a conformação E2 da (Na+,K+)-ATPase é a 

principal conformação associada na hidrólise do PNFF (Glynn, 1985; Robinson & 

Pratap, 1991; Berberian & Beaugé, 1992 Jorgensen et al., 1998). Na ausência de íons 

sódio, os íons potássio são capazes de ativar a reação de hidrólise (Glynn, 1985; 

Robinson & Pratap, 1991). A inibição da atividade K+-fosfatase por altas concentrações 

de íons sódio resultam aparentemente da competição entre os íons Na+ e K+ pelos sítios 

citosólicos dos íons (Glynn, 1985). Dessa forma, a inibição da atividade K+-fosfatase da 

enzima do tecido branquial de  C. danae por elevadas concentrações de íons Na+ está de 

acordo com os dados relatados para enzima obtida de várias fontes (Gache et al., 1976; 

Glynn, 1985; Furriel et al., 2001). 

A estimulação da atividade K+-fosfatase da (Na+,K+)-ATPase do tecido 

branquial de C. danae pelos íons potássio revelou um K0,5 semelhante ao observado 

para enzima obtida do tecido branquial de M. olfersii (Furriel et al., 2001; 2004), C. 

danae (Masui et al., 2003), membranas axonais de caranguejo (Gache et al., 1976, 

1979), e tecidos de vertebrados (Robinson, 1981; Glynn, 1985). Os íons potássio podem 

ser substituídos pelos íons amônio na atividade K+-fosfatase da enzima encontrada nos 

vertebrados (Robinson, 1970; Kurtz & Balaban, 1986; Skou & Esmann, 1992) com 

também para a enzima dos crustáceos (Holliday, 1985; Towle et al., 1976; Wall, 1996; 

Masui et al., 2002, 2003; Furriel et al., 2004). O valor de K0,5= 9,8 mM para a 

estimulação da atividade K+-fosfatase da (Na+,K+)-ATPase do tecido branquial de C. 
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danae aclimatado a salinidade de 15 ‰ pelos íons amônio é semelhante ao relatado para 

enzima de C. danae encontrado a 33 ‰ (Masui et al., 2003), para o camarão M. olfersii 

(Furriel et al., 2004), para enzima de membranas axonais de caranguejo (Skou, 1960; 

Rossi et al., 1978) e cérebro de rato (Robinson, 1970). Semelhantemente ao observado 

para a atividade K+-fosfatase e atividade ATPase de C. danae capturado a 33 ‰ (Masui 

et al., 2002, 2003) a presença dos íons K+ e NH4
+ não provocou estimulação sinergística 

da enzima do animal aclimatado a 15 ‰.  Isto sugere os íons amônio podem substituir 

os íons potássio ligando-se ao mesmo sítio na estimulação da atividade K+-fosfatase da 

(Na+,K+)-ATPase (Robinson, 1970). Além disso, a inibição da atividade da enzima de 

várias fontes, por excesso de íons potássio ou amônio, provavelmente resulta de uma 

competição entre cátions monovalentes e divalentes (Robinson, 1970; Gache et al., 

1976). 

A inibição parcial da atividade da enzima pela ouabaína sugere a presença de 

outras enzimas na preparação de membranas. Alguns estudos (Robinson 1981; Gache et 

al., 1976) mostraram valores de KI para a ouabaína de 3 µM até valores de 

aproximadamente 200 µM. O valor de KI encontrado para inibição da atividade K+-

fosfatase de C. danae aclimatado a 15 ‰ (142,0 µM) contrasta aos valores 

aproximadamente 6 vezes menores relatados para enzima de tecido branquial de C. 

danae recém-capturado (Masui et al., 2003) e M. olfersii (Furriel et al., 2002), da ordem 

de 830,3 µM e 762,4 µM respectivamente. Contudo, o valor de KI para atividade K+-

fosfatase obtida do animal aclimatado a 15 ‰ é similar ao encontrado para enzima da 

membrana axonal de C. pagurus (Gache et al., 1976) e também coincide com os valores 

relatados para enzima de vertebrados (Skou & Esmann, 1992). O valor para constante 

de inibição da atividade K+-fosfatase pelo vanadato na atividade K+-fosfatase foi de 

aproximadamente 28,06 nM e é semelhante ao observado para a enzima do mesmo 

animal recém-capturado (Masui et al., 2003). Esse valor de KI é similar ao relatado para 

enzima de vertebrados (Beaugé &.Berberian, 1983; Skou & Esmann, 1992). Todavia, o 

valor de KI para o vanadato da enzima de C. danae aclimatado a 15‰ é relativamente 

menor em relação ao encontrado para a atividade K+-fosfatase da fração de membrana 

de brânquias do camarão de água doce M. olfersii (Furriel et al., 2001). Entretanto, os 

resultados não permitem descartar a possibilidade que em uma menor salinidade, novas 

fosfatases possam ser expressas. 
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