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LDH: lactato desidrogenase
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PNFF: p-nitrofenilfosfato

PNFFase: p-nitrofenilfosfatase

Tris: tris-(hidroxietil)aminoetano

U: Unidade de atividade enzimatica

vc: velocidade inicial corrigida

V: velocidade méxima
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RESUMO

No presente trabalho foram estudadas a caracterizagao cinética e as propriedades
bioquimicas da (Na*, K*)-ATPase branquial dos estagios ontogenéticos juvenil e adulto
do camardo de 4gua doce M. amazonicum. Em ambos os estagios de desenvolvimento
foi expressa uma (Na*, K*)-ATPase com peso molecular de 105 kDa. A estimulacio da
atividade (Na*, K*)-ATPase de animais adultos pelo ATP apresentou comportamento
michaeliano (V=181,8+77,83 U mg’; Ky=0,1120,01 mmol L™). Entretanto a
estimulacdo da atividade (Na*, K)-ATPase pelo Mg®* (V=174,7+74,76 U mg™;
Ko5=0,27+0,05 mmol L™ n=2,5), Na* (V=175,5+75,12 U mg™; Kq5=4,73+0,81 mmol
LY n=1,9), K" (V=171,2473,28 U mg™; Kg5=1,00+0,17 mmol L?; n=1,2) e NH,"
(V=194,2+63,34 U mg™; Kos= 4,76+2,15 mmol L™; n=1,9) ocorreu segundo cinética
cooperativa. Nos animais juvenis, a modulacio da atividade (Na*, K*)-ATPase pelo
ATP, também apresentou comportamento michaeliano (V=189,52+32,45 U mg™*; Ky=
0,14+0,02 mmol L™). O mesmo foi observado para o K* (V=178,56+30,58 U mg™; Ky=
1,30+0,22 mmol L™) e o NH," (V=205,91+3526 U mg™; Ky=1,88+0,32 mmol L™).
Para 0 Mg®* (V=168,35+28,83 U mg™; Kos=0,51+0,09 mmol L?; n=35) e o Na'
(V=165,48+28,33 U mg™; Kos=4,92+0,84 mmol L™; n=1,3), a estimulacio da enzima
ocorreu através de interagBes sitio-sitio. Na presenca de K* e NH," a atividade da
enzima de animais adultos, foi estimulada 30% e 0 Ky 5 aumentou 3 vezes. Ja 0s animais
juvenis, apresentaram um aumento de 12% na velocidade maxima e o Ko s aumentou 2
vezes. Na presenca de K* a atividade ATPase total dos animais adultos foi inibida 62%
pela ouabaina com K;=114+2,41 pmol L. J& para os animais juvenis, a inibicdo foi da
ordem de 87% com K;=91,22+15,62 umol L™. Na presenca de NH," a inibicéo pela
ouabaina da atividade ATPase total dos animais adultos foi da ordem de 70% com
Ki=57,95+17,04 umol L™ enquanto para os juvenis a inibicdo foi da ordem de 85% com
Ki=53,98+9,24 pmol L™,
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ABSTRACT

In the present work studied the Kkinetic characterization and biochemical
properties of the (Na’, K')-ATPase gill ontogenetic stages of juvenile and adult
freshwater prawn M. amazonicum. In both stages of development was expressed as a
(Na*, K")-ATPase with molecular weight of 105 kDa. The stimulation of activity (Na”,
K*)-ATPase by ATP in adult animals showed a michaeliano (V=181.8+77.83 U mg™,
Km=0.11+0.01 mmol L ). However the stimulation of activity (Na*, K*)-ATPase by
Mg®* (V=174.7+74.76 U mg™, Kg5=0.27+0.05 mmol L™, n=2.5), Na" (V=175.5+75.12
U mg™, Kos=4.73+0.81 mmol L™, n=1.9), K* (V =171.2+73,28 U mg™, K¢5=1.000.17
mmol L™, n=1,2) and NH," (V=194.2+63.34 U mg™, Kg5=4, 76+2.15 mmol L™, n=1.9)
was second cooperative kinetics. In juvenile animals, modulation of the activity (Na",
K*)-ATPase by ATP, exhibited behavior michaeliano (V=189.52+32.45 U mg™,
Km=0.14+0.02 mmol L™). The same was observed for K* (V=178.56+30.58 U mg™,
Km=1.30£0.22 mmol L) and NH," (V=205.91+35.26 U mg *, Ku=1.88+0.32 mmol
LY. For Mg? * (V=168.35+28.83 U mg™, K5=0.51 + 0.09 mmol L™, n=3.5) and Na"
(V=65.48+28 mmol L™, 33 U mg™, Ko5=4.92+0.84 mmol L™, n=1.3), stimulation of the
enzyme occurred through site-site interactions. In the presence of K™ and NH,4" the
enzyme activity of adult animals, was stimulated 30% and Ko s increased by 3 times.
Already the young animals showed a 12% increase in speed and Kgs increased by 2
times. In the presence of K ATPase activity of the total adult animals was inhibited
62% by ouabain with Ki=114+2.41 mmol L™. As for the juvenile animals, the inhibition
was approximately 87% with Ki=1.22+15.62 mmol L™. In the presence of NH;" by
ouabain inhibition of total ATPase activity of adult animals was about 70% with
Ki=57.95+17.04 mmol L™ while for juveniles the inhibition was approximately 85%
with K;=53.98 + 9.24 mmol L™.
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1.0 INTRODUCAO
1.1A(Na', K)-ATPase
A (Na+, K+)-ATPase (E.C.3.6.1.37) foi uma das primeiras proteinas de

membrana com funcdo enzimatica descoberta, € uma ATPase do tipo P envolvida no
transporte de cétions, caracterizada pela formacdo de um intermediério fosforilado
durante o ciclo catalitico (Horisberger, 2004; Morth et al., 2009). Esta enzima integral
da membrana celular acopla a hidrélise do fosfato y do ATP, ao transporte de dois ions
potassio para o meio intracelular e dois ions sédio para 0 meio extracelular. (Kaplan,
2002; Jorgensen et al., 2003; Horisberger, 2004; Martin, 2005).

A (Na+, K+)-ATPase nativa é um heterodimero constituido pelas subunidades o ¢
B e uma recentemente identificada subunidade y (FIGURA 1). A subunidade o
apresenta peso molecular de 110 kDa e possui quatro isoformas sendo que a o €
encontrada na maioria dos epitélios. Ela € constituida de dez segmentos transmembrana
formando alcas extra e intracelulares. As alcas extracelulares sdo mais curtas, com
excecdo da alca formada pelos segmentos M7-M8, que constitui uma importante regido
de interagao com a subunidade B (Lingrel & Kuntzweiller, 1994; Kaplan, 2002). As
alcas intracelulares formam trés dominios denominados A, N e P, responsaveis por
mediar o caminho que da acesso ao sitio de ligacdo dos céations (Kaplan, 2002;
Jorgensen et al.; 2003; Horisberger, 2004; Toustrup-Jensen & Vilsen, 2005). Os
dominios N e P formados pela alca entre os segmentos M4-M5 sdo essenciais para
ligacdo de nucleotideos, contendo o sitio de ligacdo do ATP. O dominio A formado
pelos segmentos M2-M3 tem importante atuagdo em relagdo a afinidade da (Na*, K*)-
ATPase para o ATP, atuando como regulador (Daly et al., 1997; Kaplan, 2002).
Mutagdes realizadas no C terminal da subunidade a, revelaram que interagdo entre, esta
regido e a alca citoplasmatica formada pelos segmentos transmembrana M8 e M9, e
com o segmento M5, modulam a afinidade da enzima pelos fons Na', e dirigem
mudangas conformacionais (Toustrup-Jensen et al., 2009; Yaragatupalli et al., 2009).
Residuos presentes na alca extracelular formada pelos segmentos M3-M4, apresentam
grande influencia na afinidade da enzima para o K*, indicando que este pode ser um
possivel caminho para ligacdo destes ions a enzima (Eguchi et al., 2005). A Asp®®
devido a sua carga negativa favorece o afastamento do dominio A dos dominios N e P
(Belogus et al., 2009). Os residuos Tyr'®’ Tyr'®® e Arg®® sdo indispensaveis para a
interagdo do Na* no lado extracelular da membrana, revelado pela incapacidade do



sodio de impulsionar a transicdo de E;P para E;P em mutantes mesmo em altas

concentragdes. Estes dados demonstram que o C-terminal controla a afinidade pelo Na*

935

de ambos os lados da membrana e sugerem que Arg™ constitui um importante elo de

ligac&o entre o C-terminal e o sitio de ligacio do Na* (Toustrup-Jensen et al., 2009).

X FXYD
Extracelular / n
Z ZZ
A ” %
’ ” 2
’9 1
Intracelular .
C

FIGURA 1. Topologia de membrana da (Na*, K*)-ATPase.

O modelo proposto apresenta a subunidade o da (Na‘, K")-ATPase com dez segmentos
transmembrana formando algas extra e intracelulares e a subunidade § com um Unico segmento
transmembrana interagindo com os segmentos M7/M8 da subunidade a. A subunidade y uma
peguena proteina que interage com o M9 da subunidade a. Modificado de Geering et al. (2008).

A subunidade [ apresenta apenas um dominio transmembrana de
aproximadamente 55 kDa, que interage diretamente com os segmentos transmembrana
M7-M10 da subunidade o (Morth et al., 2007). Altamente glicosilada esta subunidade
apresenta o N terminal (30 residuos) voltado para o meio intracelular, e a maior parte
(serca de 300 dos 370 residuos) voltada para o meio extracelular (Kaplan, 2002). Esta

subunidade tem funcdo de chaperona, atuando na estabilizacdo e no enovelamento
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correto da subunidade a, e orientando a inser¢do da (Na*, K*)-ATPase na membrana
plasmaética ( Hasler et al., 2001; Jorgensen et al., 2003; Becker et al., 2004; Morth et al.,
2007; Faller, 2008; Geering, 2008). A subunidade B também modula a atividade
catalitica da enzima, alem do transporte de K" e Na" (Lutsenko & Kaplan, 1993;
Geering, 2001; Kaplan, 2002; Martin, 2005; Durr et al., 2009).

A subunidade y é uma pequena proteina (9 kDa), integrante de uma familia de
reguladores denominada FXYD. Ela possui um dnico segmento transmenbrana,
posicionado ao lado do segmento M9 da subunidade o, que estabiliza o complexo ay
através de interaces com aminoaciados especificos (Faller, 2008). Através de
mutagénese sitio-dirigida, modelagem molecular e microscopia eletronica observou-se

que, as FXYD interagem com residuos localizados em uma cavidade da subunidade a,

formada pelos segmentos M2-M4-M9. Estudos em relagdo a interagdes da (Na+, K+)-
ATPase e a FXYD1 em micelas de SDS, revelaram que o segmento transmembrana M2
da subunidade o ¢ a FXYDI estdo proximos, sendo provavel a estabilizacdo desta

interacdo por anéis aromaticos (Teriete et al., 2007; Dempski et al., 2008). E expressa
de maneira tecido-especifica e ndo necessaria para a atividade da (Na+, K+)-ATPase, e

interagdes entre a subunidade y e a (Na+, K+)-ATPase foram demonstradas pela primeira

vez através de ligacdo covalente com derivados fotoreativos da ouabaina (Garty &

Karlish, 2006). A subunidade y interage de maneira especifica com a (Na+, K+)-ATPase
alterando as afinidades aparentes da enzima para Na*, K*, ATP e V atuando também
como inibidor (Dempski et al., 2008). Estes efeitos cinéticos apesar de modestos podem
ter importancia fisiol6gica, contudo podem também ser apenas resultado das interacdes

entre a subunidade y e a (Na , K')-ATPase (Garty & Karlish, 2006; Faler, 2008).

A ATPase tipo P melhor caracterizada estruturalmente é a Ca’*-ATPase de
reticulo sarcoplasmatico (SERCA), para a qual foram determinadas estruturas
tridimensionais para diferentes estados conformacionais a nivel de resolucdo atdbmica
(Toyoshima et al., 2000, 2004, 2007; Sorensen et al., 2004; Toyoshima & Mizutani,
2004; Olesen et al., 2004; Jensen et al., 2006). Recentemente a estrutura cristalina do
complexo off da (Na®, K'-ATPase) de rim de porco foi determinada por Morth e
colaboradores (2007), sendo que a subunidade a ¢ muito semelhante a da Ca?*-ATPase,
validando os modelos anteriormente utilizados para a estrutura tridimensional da (Na",
K")-ATPase, baseados na homologia de seqiiencias de aminoacidos, e na semelhanca

das caracteristicas gerais da estrutura tridimensional entre as duas enzimas (Rice et al.,
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2001; Martin, 2005). Entretanto existem algumas diferencas significativas entre as
subunidades o das duas enzimas, tais como a disposi¢do espacial de alguns segmentos
transmembrana, e do segmento citoplasmatico C-terminal, que podem ser relevantes
para a seletividade dos ions transportados. Por outro lado, embora a arquitetura dos

dominios citoplasmaticos seja muito similar nas duas enzimas, o dominio N é menor na

(Na+, K+)-ATPase, enquanto o dominio P apresenta uma alca extra, que possivelmente
esta envolvida na interagdo com proteinas regulatérias (Morth et al., 2007).

S&o conhecidas quatro isoformas para a subunidade a, e trés da subunidade J,
codificadas por diferentes familias de genes. A isoforma ay € a Unica presente no rim, e
a isoforma predominante na maioria dos tecidos. Isoforma o, € predominante no
musculo esquelético, mas também é encontrada no cérebro, coracdo, olhos e tecido
adiposo. A isoforma o3 é essencialmente encontrada no cérebro (neurdnios), € a oy €
expressa apenas no testiculo (Woo et al., 2000). Estas diferentes isoformas da
subunidade o apresentam propriedades cinéticas distintas, em relacdo a estimulagédo por
Na®, K*, ATP e a inibicdo pela ouabaina (Blanco & Mercer, 1998; Crambert et al.,
2000; Mobasheri et al., 2000; Segall et al., 2000; Lingrel et al., 2003). Homdlogos
diretos da subunidade a dos vertebrados ainda ndo foram descritos em invertebrados
(Emery et al., 1998; Okamura et al., 2003). Duas isoformas da subunidade o foram
descritas em Artemia salina e Artemia franciscana, sem correspondéncia direta com as
isoformas encontradas em vertebrados. (Baxter-Lowe et al., 1989; Cortas et al., 1989;
Macias et al., 1991; GarciaSaez et al., 1997; Cortas & Edelman, 1998; Jorgensen &
Pedersen, 2001).

Mais recentemente foi sugerida por Blanco (2005) a existéncia de duas novas
isoformas da subunidade B. A combinagdo dessas isoformas expressadas seletivamente
em diferentes tecidos da origem a varias izoenzimas com propriedades cinéticas
distintas. Embora todas as possiveis combinacdes aff resultem em enzimas
cataliticamente ativas, ainda ndo é conhecido se in vivo, essa associa¢do de isoformas
particulares é regulada, de maneira a favorecer a expressdo de apenas algumas
isoenzimas. Além disso, a relevancia fisioldgica dessa diversidade de isoformas ainda
ndo esta esclarecida (Mijatovic et al., 2007).

O mecanismo de reagdo de hidrolise do ATP acoplada ao transporte de ions pela
(Na*, K)-ATPase, envolve grande mudancas conformacionais entre as duas formas da
enzima (FIGURA 2), denominadas E; que apresenta alta afinidade pelo Na*
citoplasmatico, e E, que apresenta alta afinidade pelo K* extracelular (Kaplan, 2002;
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FIGURA 2. Esquema integrado do ciclo funcional da (Na*, K*)-ATPase.

O esquema mostra a direcéo do ciclo reacional impulsionada pela razdo ATP/ADP. Os estados
conformacionais E; e E, da enzima apresentam diferentes afinidades para K e Na’ e
movimentos dos dominios A, N e P levam a fosforilagdo e defosforilacdo da enzima revelando
os sitios de ligac&o dos cations. Modificado de Horisberger et al. (2004).

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

Numa etapa inicial (etapa 1) a enzima encontra-se na conformacgéo E;, o ATP
esta ligado ao seu sitio, e a ligagdo dos ions Na* a enzima provoca um rearranjo dos
segmentos transmembrana da subunidade o, que € propagado para os dominios
citoplasmaticos, induzindo o posicionamento adequado do residuo de aspartato que sera
fosforilado pelo ATP. Para tal, uma ampla rotagdo do dominio N posiciona o fosfato y
do ATP perto do sitio de fosforilagdo, nesta posicdo, o ATP parece atuar como ponte

entre os dominios N e P, desta forma, a clivagem desta ponte leva a transferéncia do
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fosfato y para D*"

(etapa 2). Segundo, ocorre a liberagdo de uma molécula de ADP, e 0
dominio A gira em torno de 30° no eixo horizontal, levando a um amplo movimento de
translacdo do primeiro segmento transmembrana no meio intracelular responsavel pela
oclusdo dos ions sodio (etapa 3). Esta conformacédo de alta energia denominada E;~P
relaxa rapidamente para a conformacdo E,~P, onde um canal que d& acesso ao meio
extracelular é aberto (etapa 4), e o primeiro Na™ ¢ liberado levando a reorientacdo dos
sitios de ligacdo de céations do meio citoplasméatico para o meio extracelular, a
desocluséo dos dois ions Na* restantes leva a transicdo para a forma E,P, com liberacio
dos ions Na* para fora da célula (etapa 5). Dois fons K" extracelulares ligam-se a
enzima levando a conformacdo E,P(2K) (etapa 6), o que resulta na defosforilagdo do
residuo D*"®, e ocluso dos fons potassio (etapa 7). A ligacdo do ATP acelera a mudanca
conformacional de E, para E; desocluindo os jons K* (etapa 8) e deixando livres os sitio
de ligacdo que sdo ocupados por trés ions sodio (etapa 9) reiniciando o ciclo. (Kaplan,
2002; Jorgensen et al., 2003; Horisberger, 2004).

A (Na', K")-ATPase apresenta um sitio de ligacio para cardiotonicos
evolutivamente conservado. Atualmente acredita-se que esterdides cardiotdnicos
enddgenos, capazes de ligar-se especificamente a enzima, atuam fisiologicamente como
moduladores da sua agdo em diversos organismos (Dostanic-Larson et al., 2006; Nesher
et al., 2007). A ouabaina um glicosideo cardiotbnico intensamente estudado, inibe
especificamente a atividade catalitica e o transporte i6nico da (Na*, K*)-ATPase, através
da interacdo com uma fenda na superficie extracelular, envolvendo mdltiplos grupos
funcionais localizados na subunidade o € em menor extensdo na subunidade B (Croyle
et al., 1997; Crambert et al., 2004). Ao interagir com a porcao extracelular da (Na*, K*)-
ATPase, a ouabaina se liga com maior afinidade a forma E,P (Paula et al., 2005).
Recentemente Ogawa e colaboradores (2009) investigaram a localizacdo do sitio de
ligacdo do inibidor ouabaina a (Na*, K*)-ATPase, através do estudo cristalografico da
enzima na conformacdo E; contendo a ouabaina ligada ao seu sitio, mostrando que 0s
residuos de aminoéacidos localizados nos segmentos transmembrana desempenham um
papel chave na ligagdo do inibidor a enzima, confirmando que a ouabaina interage com
a (Na*, K')-ATPase pelo lado extracelular, mas indicando que seu sitio encontra-se
inserido na membrana, localizado em uma cavidade formada pelos segmentos
transmembrana M1, M2, M4, M5 e M6, muito préximo ao sitio de ligagdo do K", isto
poderia explicar porque a ligagdo da ouabaina é tdo lenta, contudo, estes resultados

serdo confirmados pelo estudo cristalografico da enzima na conformagéo E, (Qiu et al.,
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2005). A (Na®, K")-ATPase assim como outras ATPases do tipos P, também é
fortemente inibida por ortovanadato, que mimetiza o estado de transicdo da
fosforilacdo/desfosforilacdo da enzima na forma E,. O ortovanadato liga-se
covalentemente a enzima, blogueando o ciclo reacional (Boxenbaum et al., 1998;
Fedosova et al., 1998).

A (Na’, K")-ATPase pode hidrolisar substratos como o para-fenilfosfato
(PNFF), a vantagem em utilizar este pseudo-substrato € que sua hidrolise pode ser
medida de forma direta e continua, enquanto a analise da hidrolise do ATP exige a
utilizacdo de um ensaio descontinuo, seguida da liberacdo de fosfato inorganico, ou o
ensaio continuo mas com uso de sistemas indiretos como Piruvato Kinase - Lactato
desidrogenase onde a oxidacdo do NADH é quantificada (Gache et al., 1977). O
esquema cinético desta reacdo ainda ndo esta totalmente esclarecido, um ponto duvidoso
envolve a presenca ou ndo de uma conformagdo onde o K™ esta ocluido. Desta forma o
fon estaria preso no interior da proteina, e o canal de acesso ao meio extra ou
intracelular ndo estaria exposto, sendo necessario uma mudanca de conformacao para
sua dissociacdo. Entretanto mesmo que a atividade para-nitrofenil fosfatase (pNPPase),
e a desfosforilacdo envolvam a hidrolise do grupo fosfato, e ambos sejam estimulados
por K*, o lado a partir da qual o K* se liga é diferente nos dois casos. Os ions potassio
extracelulares estimulam a desfosforilagdo enquanto os intracelulares estimulam a
atividade pNPPase (Gache et al., 1977; Gatto et al., 2007).

Belda e colaboradores (2001) confirmaram que o ciclo catalitico das ATPases
tipo P ndo segue uma sequéncia rigida de reacOes, através da caracterizacdo detalhada
do ciclo reacional da Ca**-ATPase do reticulo sarcoplasmatico, utilizando p-nitrofenil
fosfato como substrato doador de energia. Na presenca de Ca®* (E.Ca®") a adicdo de
PNPP leva & formacdo do intermediario fosforilado E;PCa®". A forma pela qual o Ca**
se dissocia da enzima leva a dois ciclos cataliticos E; e E,. Quando a dissociagdo Ca**
dentro das vesiculas leva a liberacao de P; para 0 meio externo, ha um ciclo de E»-E; que
produz uma translocacao vetorial de Ca* do citoplasma para o compartimento lumenal.
Quando a liberacgdo de P; ocorre em primeiro lugar, o Ca®* dissocia para o meio externo
através do ciclo E;. A interagdo com o pNPP pode produzir intermediarios fosforilados
sem ligacdo com o Ca** (E,P) originando o ciclo Es.



1.2 A (Na*, K")-ATPase e a osmorregulagdo nos crustaceos

Ao invadir meios diluidos os crustaceos necessariamente enfrentam influxo
osmotico de agua e perdas de sal por difusdo através de superficies permedaveis, estes
processos alteram o volume e composicdo dos fluidos corporais destes animais
(Pequeux, 1995; Kirschner, 2004). Diferentes grupos estabeleceram-se com éxito nos
ambientes de agua doce e salobra, através de um conjunto de mecanismos fisioldgicos
que se desenvolveram ao longo do processo evolutivo, permitindo o controle do volume
intracelular e o balanco de solutos (Pequeux, 1995; Lucu et al., 2000).

A osmorregulacdo compreende um conjunto de mecanismos fisiolégicos que
permitem ao animal, controlar o teor de &gua e osmolitos intra e extracelulares,
mantendo a concentracdo osmotica de seus fluidos relativamente constante,
independente da salinidade do meio externo (Pequeux, 1995). Além do ambiente
marinho ancestral os crustaceos habitam uma grande variedade de biétopos. A invasdo
da agua doce por estes animais parecem ter evoluido através de duas adaptagdes
principais: mecanismos eficientes de regulacdo hiper-osmotica e i6nica e independéncia
da agua salobra para completar seu ciclo ontogenético (Mantel & Farmer, 1983;
Charmantier, 1998; Anger, 2001).

Os principais mecanismos de regulacdo idnica e osmotica nos crustaceos de agua
doce incluem absorcéo ativa de Na' através de um epitélio branquial especializado e
baixa permeabilidade a 4gua, juntamente com a excrec¢do de urina isosmética ou diluida
pelas glandulas antenais (Augusto et al., 2009). Nestes animais a captura de ions sodio
apresenta um comportamento cinético michaeliano, e é dependente de sua concentracao,
ja que aumentos na concentracdo de amobnio no meio externo inibem a captura de ions
sddio levando a suposi¢do que um trocador Na'/H* pode estar envolvido (Kirschiner,
2004).

Uma evidéncia para indicar determinada proteina como relevante na
osmorregulacdo, € a alteracdo de sua expressdao ou atividade apds o organismo ser
submetido a aclimatacdo em altas ou baixas salinidades, especialmente quando essas
alteracOes sdo observadas em 6rgdos osmorregulatorios como as branquias (Saez et al.,
2009). Estas alteragdes na expressdo da enzima, em resposta a aclimatacdo foram
relatadas por Belli e colaboradores (2009) que realizaram um Western blotting da fracao
microsomal de tecido branquial de Macrobrachium amazonicum, utilizando anticorpo
monoclonal para a subunidade a da (Na®, K")-ATPase de aves, realizando uma

comparagao entre animais recém capturados e aclimatados a 21S, onde foi observado
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uma mudanca quantitativa na expressdo da enzima resultante da aclimatacéo.
Resultados semelhantes foram relatados por Gargon e colaboradores (2009) para o siri
Callinectes ornatus.

O transporte dos fons Na* do citoplasma das células epiteliais para a hemolinfa,
ocorre principalmente através de uma (Na®, K")-ATPase localizada na membrana
basolateral do epitélio branquial (Towle & Weihrauch, 2001). Um modelo para a
absorcdo de Na*, e CI" através do epitélio branquial em crustaceos estd mostrado na
Figura 3. Em hiperosmoreguladores fortes, 0 Na* é absorvido através de canais Na*
sensiveis a amilorida na membrana apical e pela (Na’, K*)-ATPase na membrana
basolateral (FIGURA 3. A). Trocadores CI'/HCO; presentes na membrana apical atuam
no transporte do ion cloreto do meio externo para as células epiteliais, sendo que o
transporte até a hemolinfa ocorre através de canais CI° presentes na membrana
basolateral. Os canais K* localizados na membrana basolateral, geram um potencial
elétrico negativo nas células epiteliais, favorecendo a saida do CI” do citoplasma para a
hemolinfa. Uma V-ATPase apical gera aumento do HCOj3 celular que favorece a
absorcdo de CI transapical, levando a hiperpolarizacdo celular, gerando a entrada
transapical de Na* e favorecendo também a saida do CI através da membrana
basolateral (Freire et al., 2008).

O modelo apresentado para hiperosmorreguladores fracos estd mostrado na
Figura 3. B. Semelhantemente ao observado para os hiperreguladores fortes, um canal
K" esta presente na membrana basolateral, atuando na geragio do potencial elétrico e
canais CI basolaterais transportam o ion cloreto para hemolinfa, enquanto canais K*
localizados na membrana apical geram substrato para um co-transportador Na'/K*/2CI,
que favorecem a natureza eletrogénica deste transporte. A absorcdo de uma fracdo
aparentemente variavel de NaCl ocorre atraves da acdo de trocadores apicais, onde a
hidratacdo do CO, catalisada pela anidrase carbonica fornece o substrato celular para
esses trocadores (Freire et al., 2008).

Em agua doce a maioria dos crustaceos sdo hiperosmaticos em relagdo ao meio
externo, ou seja, mantém a concentragdo osmotica e iénica de sua hemolinfa maiores
que as do meio externo. Nestas condigdes, estes animais enfrentam a perda de ions por
difusdo e ganho de agua, sendo necessario um gasto energético para manter as
concentragfes da hemolinfa, este gasto energético € minimizado pela reducdo da
permeabilidade a ions e/ou agua. Estes animais apresentam diferentes afinidades,

estabelecidas por caracteristicas de cada uma destas espécies em relacdo a invasao deste
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FIGURA 3. Osmorregulacdo em crustaceos.

Mecanismo de transporte para absorc¢ao transbranquial de sédio em osmorreguladores fortes (A)
e fracos (B). Modificado de Freire et al. (2008).

ambiente, e podem ser divididos em dois grupos amplos em relacdo a regulacdo
osmética. O primeiro grupo, formado pelos Branchipoda e alguns copépodes
apresentam baixa osmolalidade da hemolinfa de até 200 mOsm/Kg, 0 segundo grupo
Malacrostaca apresentam osmolalidades maiores de 200-500 mOsm/Kg. Alguns
decapodes como Macrobrachium australiense e Macrobrachium rosembergii produzem
urina hipoosmética em relacdo ao meio externo para minimizar 0 gasto energético
relacionado a osmorregulagao (Mantel & Farmer, 1983).

Como mencionado anteriormente a independéncia da salinidade para completar
seu ciclo de vida é um fator determinante na invasdo da agua doce pelos crustaceos. O
estabelecimento destes animais em meios diluidos é determinado pela habilidade de
cada uma das fases de desenvolvimento em adaptar-se ao novo ambiente. Alguns
animais migram entre diferentes ambientes durante seu ciclo de vida, sendo que as
diferentes fases de desenvolvimento destes animais enfrentam um meio externo com
diferentes salinidades, logo a forma como o animal osmorregula seus fluidos corporais

deve alterar-se durante a ontogénese, considerando que mudancas morfoldgicas durante
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o desenvolvimento do animal levam a mudancas fisiologicas, aumentando a tolerancia a
salinidade. Trés possiveis padrdes de ontogenia osmorregulagdo foram descritos por

Charmantier (1998) e estdo apresentadas na Figura 4.
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FIGURA 4. Diferentes padrbes de ontogenia da osmorregulacdo. Modificado de
Charmantier (1998).

Na fase embrionaria 0s ovos podem estar expostos ao meio externo onde séo
osmoticamente protegidos por uma membrana, neste caso 0s animais podem
permanecer osmoconformadores durante seu ciclo de vida ou adquirir a capacidade de
osmorregular durante a fase pds-embrionaria. Quando os ovos séo incubados junto aos
plebpodos da fémea, permanecem em bolsas fechadas onde ficam osmoticamente
protegidos e progressivamente desenvolvem a capacidade de osmorregular
permanecendo osmorreguladores durante todo seu ciclo de vida.

1.3 O camar&o Macrobrachium amazonicum

O camardo M. amazonicum (FIGURA 5) pertence a familia Palaeomonidae e
esta amplamente distribuido na América do Sul, desde a Venezuela até a Argentina. No
Brasil, apresenta importante potencial pesqueiro e de cultivo devido a caracteristicas
como répido desenvolvimento e facil manutencdo em cativeiro (Sampaio et al., 2007;
Moraes-Valenti & Valenti, 2007; Maciel & Valenti, 2009).

Segundo Jahilal e colaboradores (1993), os palaemonideos do género
Macrobrachium (Bate, 1868), sdo um grupo de crustaceos originarios de ancestrais
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marinhos no inicio do Pleistoceno e que posteriormente migraram para agua doce,
podendo ter havido mais de uma onda de migracdo e portanto, seus membros Sao
encontrados habitando toda a gama de habitats, dos animais puramente marinhos aos
animais habitantes de aguas interiores. Devido a esse fato, eles podem apresentar
diversos tipos de padres de desenvolvimento. A evolugdo € um processo continuo,
sendo bastante dificil de definir claramente os padrbes de desenvolvimento em tipos
distintos. No entanto, em funcdo do nimero de estagios larvais, trés tipos basicos
podem ser amplamente reconhecidos: Tipo | (tipo prolongada ou Normal), Tipo Il (tipo
parcialmente Abreviada) e Tipo Il (tipo completamente abreviado). O camardo M.
amazonicum pertence ao grupo tipo I. Este grupo pode ser dividido em dois grupos,
dependendo do numero de estagios larvais (por nimero de ecdises). O grupo IA, com
mais de 10 fases larvais e do grupo IB, compreendendo 8 ou 9 estagios larvais.

Algumas populacdes deste género completam seu ciclo de vida em &gua doce,
enquanto outras necessitam da dgua salobra nos primeiros estagios de desenvolvimento
para completar seu ciclo de vida que compreende ovo, larva, juvenil e adulto. A fase
embrionaria ocorre em um periodo de 12-18 dias e neste periodo a fémea permanece em
agua doce. As larvas necessitam de ambientes com salinidade em torno de 10-12 e esta
fase abrange um periodo de 20-23 dias apresentando de 9-11 estagios larvais, onde os
estagios 1-V1 sdo zoeas e 0s estagios finais sdo decapoditos. O primeiro juvenil aparece
em média 20-22 dias ap0s a eclosdo dos ovos, neste estagio 0s animais vivem em agua
doce, ainda ndo apresentam maturacdo gonadal e as estruturas morfoldgicas que
permitem diferenciar os érgdos reprodutivos ndo estdo visiveis (Moraes-Riodades &
Valenti, 2004; Maciel & Valenti, 2009). Na aquicultura a fase juvenil é divididaem | e
I onde, os juvenis recentes (juvenil 1) pesam de 0,02 a 0,2 gramas e 0s juvenis tardios
(juvenil 1) pesam entre 1,2 a 1,5 gramas. O local e de estocagem e as condicdes de
temperatura e densidade populacional variam nestes dois estagios juvenis (Zimmermann
& Sampaio, 2008).

Devido a sua capacidade de hiper-regular as concentracfes osmoticas e idnicas
de sua hemolinfa em ambientes de salinidade varidvel e a dependéncia de certas
populacdes em relacdo a agua salobra para a reproducdo, M. amazonicum é considerado
um recente invasor do ambiente de agua doce (Magalhdes, 1985). Estudos realizados
por Santos e colaboradores (2007) em uma popula¢do de um reservatorio proximo a

Sertdozinho (em S&o Paulo, Brasil a 400 km do mar), embrides e adultos
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FIGURA 5. O camardo de agua doce Macrobrachium amazonicum
Modificado de Maciel & Valenti (2009)

apresentaram melhor percentagem de sobrevivéncia em agua doce e 0s estagios larvais
em salinidades de 6 a 25, entretanto animais adultos desta populagdo ndo apresentaram
altos indices de mortalidade a 25S por até 10 dias de aclimatagdo sendo que em 7 dias a
30S a mortalidade foi de 90%.

As brénquias de crustaceos eurialinos tém um papel fundamental na
osmorregulacdo ibnica. Em perfundidos de brénquias isoladas do caranguejo-azul
Callinectes danae, por exemplo, a inibicdo da (Na*, K*)-ATPase pela ouabaina bloqueia
mais de 50% da absorcdo de Na® do meio externo para a hemolinfa. Caracteristicas
tipicas deste epitélio celular incluem membrana superficial grandemente elaborada,
particularmente na regido basolateral que estd em contato direto com o fluido corporal e
numerosas células ricas em mitocondrias, que fornecem ATP para 0S processos que
requerem energia (Towle & Weihrauch, 2001).

O camardo de agua doce M. amazonicum possui sete pares de pleurobranquias
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(FIGURA 6. A), localizadas na cdmara branquial cefalotoraxica e constituidas de duas
hemi-lamelas filobranquiadas, projetando-se de uma base triangular caracterizadas pela

presenca de um ou mais eixos de simetria (FIGURA 6. B).

posl

FIGURA 6. Morfologia da branquia de um camarao decapode de agua doce.

Um resumo de localizagdo e diagrama mostrando a anatomia geral da sexta, branquia posterior
direita (A) e de uma lamela branquial componente (B) no camardo de agua doce Olfersi
Macrobrachium. A hemolinfa flui através dos vasos eferentes laterais (ev), passando pelo canal
externo marginal (mc), através da hemilamella (hl) por meio de branquiais capilares (gc) para os
canais interiores marginais, e de volta através do vaso centra aferente (av). A secdo transversal
de uma hemilamela (C) mostra as células pilares (pc), o septo intralamelar (is), canal da
hemolinfa (hc) e canal marginal lateral (cm). Modificado de Freire et al. (2008) e Freire &
McNamara (1995).

A analise ultraestrutural do epitélio branquial do camardo M. amazonicum
revelou muitas semelhangas ao encontrado para Macrobrachium olfersii (FIGURA 6).
O eixo é achatado e contém dois vasos aferentes (av) e um eferente (ev) conectados
através de duas hemi-lamelas (hl). O epitélio branquial estd localizado abaixo de uma

cuticula fina e consiste de células pilares (pc) achatadas dispostas em ambos os lados
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das lamelas (FIGURA 6. C). As células pilares exibem espessas projecOes apicais, que
se estendem radialmente abaixo da cuticula, conectando-se as projecBes adjacentes
através de complexos juncionais. O corpo celular suporta uma camada basal simples de
células septais intra-lamelares, formando um sistema de lacunas, na forma de
compartimentos irregulares através do qual flui a hemolinfa (hc). A interface entre a
superficie das projecOes apicais inferiores e a hemolinfa é simples e ndo forma dobras
ou amplificacdes, consistindo de projecdes da membrana basal apoiadas por uma lamina
basal. As juncdes entre as projecoes das células pilares e as células adjacentes consiste
de uma pequena estrutura similar a um desmossomo, seguida por juncfes septadas e
uma longa regido de justaposicdo entre as membranas celulares, levando ao espaco da
hemolinfa (FIGURA 6. C). O septo intralamelar é extenso e consistindo de células
septais justapostas caracterizadas por mitocdndrias abundantes, e cercado por
numerosas e profundas invaginacdes da membrana celular. A interface entre as células
do septo e da hemolinfa é altamente amplificada, composta por longas e estreitas
invaginacBes que se estendem profundamente no citoplasma da célula septal
longitudinalmente, cada uma associada ou perto de uma ou mais mitocéndrias proximas
a membrana celular de ambos os lados de cada invaginacdo, formando uma unidade
bem estruturada (Belli et al., 2009).

1.4 A (Na*, K"-ATPase excrecdo de compostos nitrogenados nos crustaceos

Os crustaceos sdo amoniotéicos e excretam compostos nitrogenados na forma de
amonia. Nestes animais a amonia excretada origina-se principalmente do catabolismo
de proteinas e aminoacidos sendo que, sua toxicidade leva a diversos distarbios
fisioldgicos logo, a presenca de mecanismos efetivos de excrecdo se torna importante
para que as concentracdes bioldgicas ndo ultrapassem os limiteis toleraveis (Weihrauch
et al., 2004). A forma idnica da aménia (NH4") pode permear as membranas bioldgicas
devido a suas propriedades hidrofilicas, assim o NH," difunde-se pelas bicamadas
lipidicas muito lentamente, desta forma, sua passagem pela membrana ocorre através de
proteinas associadas ou transportadoras. Estudos realizados em Callinectes sapidus,
Eriocher sinensis, Carcinus maenas e M. rosenbergii revelaram uma correlacdo entre
excrecdo de amonia e absorcdo de sodio. Utilizando vesiculas de membranas do epitélio
branquial e perfusio de branquias isoladas obteve-se indicios de que o NH4 pode
substituir o K* no co-transporte de Na* em uma (Na®, K*)-ATPase localizada na

membrana basolateral do epitélio branquial, ja que nestes experimentos a ouabaina
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bloqueia a excrecdo de amdnia, apoiando a idéia de que uma (Na’, K')-ATPase
funcional é essencial para este processo (Weihrauch et al., 1998; Towle & Weihrauch,
2001).
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FIGURA 7. Modelo para excrecdo ativa de amdnia através das branquias do

caranguejo eurialino C. danae.

(1) Uma (Na*, K*)-ATPase localizada na membrana basolateral, que apresenta segundo sitio de
ligagdo para o NH," quando esta totalmente saturada com K*. (2) canais K* sensiveis ao Cs*
localizados na membrana basolateral, ndo discriminam entre K* e NH,". (3) juncdo septada. (4)
Transportador Na*/NH," (H"), localizado na membrana apical, ativo particularmente durante a
extrusdo transcelular de NH,". (5) Canais permeaveis a cations sensiveis a amilorida, presentes
na cuticula permitem a difusdo de NH," para o meio externo. (6) Uma V-ATPase e (7) uma
proteina analoga a Rhesus de mamiferos também participam da excre¢do. Modificado de Masui
et al. (2005).

Masui e colaboradores (2005) apresentam um modelo onde a (Na*, K*)-ATPase
é responsavel por direcionar o transporte do ion amdnio para o meio externo (FIGURA
7). Neste modelo a (Na*, K)-ATPase ¢ a forca motriz principal no transporte de NH4"
para fora da célula, onde o fon amdnio pode substituir o K* no transporte de Na* ou, ser
transportado através de um segundo sitio, exposto quando a enzima estd saturada com
K*. No transporte do NH," para o citoplasma das células do epitélio branquial também
estdo presentes canais K*, que ndo discriminam entre K e NH4* e um transportador de

amonia recentemente descrito, Rhesus-like, que pode mediar transferéncia de ions NH,"
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através das membranas celulares. Uma vez no citoplasma o ion aménio pode ser
transportado para o espaco subcuticular por exocitose em vesiculas acidificadas por uma
V-ATPase ou através de um transportador Na'/NH," (H") presente na membrana apical,
sendo levado para 0 meio externo através de estruturas permeaveis a cations sensiveis a
amilorida presentes na cuticula.

Foram relatados estimulagdo sinergistica da (Na®, K")-ATPase de varios
crustaceos na presenca de ions potassio e aménio (Masui et al., 2002; Furriel et al 2004;
Santos et al., 2007; Garcon et al., 2007). Efeitos como incrementos da velocidade
méaxima e modulagdo da afinidade foram observados na presenca dos dois ions.

Crustaceos de agua doce como o M. amazonicum realizam absorcdo de Na* de
um meio extracelular com baixas concentracdes, sendo que a excrecdo de NH4" a favor
de seu gradiente de concentracdo acoplada a absorcdo de Na* de meios diluidos pode

representar um importante mecanismo fisioldgico adaptativo (Furriel et al., 2004).
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Caracterizagdo e comparagdo das propriedades bioquimicas e cinéticas da (Na',
K")-ATPase branquial em diferentes estagios ontogenéticos do camardo M. amazonicum

recém capturado.

2.2 Objetivos especificos

Em relacdo a animais adultos e juvenis I, i) obtencéo das fracdes de membrana
ricas em (Na®, K*)-ATPase branquial, que serdo utilizadas para medidas de atividade e
determinacéo do peso molecular. ii) comparagdo da abundancia da enzima por western
blot, para investigar possiveis mudancas relacionadas a ontogenia do animal. iii)
caracterizagio das propriedades cinéticas da (Na", K*)-ATPase expressa de branquias
em relacdo a hidrolise dos substratos ATP e PNFF, para investigar mudancas nos
parametros cinéticos da enzima em relacdo aos ligantes ATP, sodio, potassio e aménio
durante a ontogénese. iv) estudo da modulacdo da atividade da enzima pelos ions
potassio e amodnio, para investigar a presenca ou ndo de estimulacdo sinergistica da
enzima, possivelmente relacionada a um mecanismo de reducdo do custo energético

para absorcao de sodio a partir de um meio externo com baixas concentragdes.
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3.0 MATERIAL E METODOS

Tris, ATP (sal de tris), p-nitrofenilfosfato, ouabaina, ortovanadato de sddio,
acido etacrinico, imidazol, acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-etanolsulfonico,
fosfoenolpiruvato, NAD®, NADH, piruvato quinase, lactato desidrogenase,
fosfoglicerato quinase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e 3-fofogliceraldeido dietil
acetal e alameticina foram adquiridos da Sigma Chem. Co (USA). Trietanolamina,
acido etilenodiamino tetracético, dimetilsulfoxido e acido cloridrico foram adquiridos
da Merck. Bafilomicina A; (Darmstadt, Alemanha), tapsigargina, oligomicina e 0s
inibidores de protease (benzamidina 1 mmol L™, antipaina 5 umol L™, leupeptina
5 umol L™ e pepstatina A 1 umol L™) foram adquiridos da Calbiochem (Darmstadt,
Alemanha). Todos os demais reagentes empregados foram de grau analitico. O
anticorpo monoclonal o-5 para a subunidade o da (Na*, K*)-ATPase foi obtido do
Developmental Studies Hybridoma (lowa, USA). Todas as solugfes foram preparadas
utilizando-se agua ultrapura apirogénica tratada em equipamentos MilliRO e MilliQ
(Bedford, USA).

3.1 Coleta dos animais

O camardo Macrobrachium amazonicum foi cultivado no Laboratério de
Carcinicultura (CAUNESP), Jaboticabal, Sdo Paulo, Brazil com matrizes originarias do
nordeste do estado do Pard, Brasil (1° 1325"S, 48° 17'40"W). Os camardes juvenis | e
adultos foram coletados dos tanques de criacdo e transportados para o laboratério de
Bioguimica do departamento de Quimica da FFCLRP/USP — Ribeirdo Preto — SP, na

mesma a agua do local da coleta.

3.2 Desseccdo das Branquias

Para cada homogeneizado os animais foram anestesiados por resfriamento em
gelo picado, e as branquias foram imediatamente removidas e transferidas para tampéo
de homogeneizacao gelado (TH), constituido por tamp&o imidazol 20 mmol L™, pH 6,8,
contendo sacarose 250 mmol L™, EDTA 6 mmol L™, Tris 6 mmol L™ e um coquetel
inibidores de protease (benzamidina 1 mmol L™, antipaina 5 mmol L™, leupeptina
5 mmol L™ e pepstatina A 1 mmol L™).
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3.3 Preparacéo da fracdo microsomal do tecido branquial

Apds a remocgdo, as branquias foram homogenizadas em tampdo de
homogeneizacdo (20 mL/ grama de peso Umido) usando um homogeneizador Potter.
Em seguida o extrato bruto foi centrifugado a 10.000 g durante 35 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi armazenado em gelo e o pellet foi resuspendido para 0 mesmo volume
de tampdo de homogeneizacdo, e centrifugado novamente nas mesmas condig¢oes
anteriores. Os dois sobrenadantes foram reunidos e centrifugados a 100.000 g durante
2 horas a 4 °C. O pellet resultante foi resuspendido em tamp&o imidazol 20 mmol L™,
pH 6,8, contendo sacarose 250 mmol L™, tris 6 mmol L™ e o coquetel inibidor de
protease (benzamidina 1 mmol L™, antipaina 5 mmol L™, leupeptina 5 pmol L™ e
pepstatina A 1 pmol L™) na proporcéo de 15 mL de tamp&o por grama de peso seco.
Aliquotas de 0,5 mL foram congeladas com uma mistura de gelo seco / acetona e

estocadas a 20°C e descongeladas antes de seu uso.

3.4 Centrifugacdo em gradiente de densidade de sacarose

Uma aliquota da fracdo microsomal contendo de 3 a 4 mg de proteina foi
aplicada em um gradiente continuo de sacarose 10% a 50% (p/p) em tampéo imidazol
20 mmol L, pH 6,8 e centrifugada a 180000 g em uma centrifuga Hitachi 55P-72
usando um rotor vertical (PVV50T2) durante 3 horas a 4°C. Fraces de 0,5 mL foram
coletadas a partir do fundo do tubo com o auxilio de uma bomba peristaltica a
analisadas em relacdo as atividades PNFFase, ATPase, concentracdo de proteina e
indice de refragdo (usando um refratrébmetro BioBrix 2WAJ).

3.5 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

A eletroforese em condicGes desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizada em
gradiente de poliacrilamida (5-20%) conforme descrito por Laemmli (1970). O gel foi
separado em duas partes onde, uma delas foi corada utilizando nitrato de prata e a outra
foi utilizada para analise western blotting. O padrdo de peso molecular utilizado foi o

Full-Range Rainbow da Amersham (Piscataway, USA).

3.6 Western blotting
Apbs a eletroforese (SDS-PAGE), o gel foi submetido a uma eletrotransferéncia
utilizando um sistema Hoefer, empregando membranas de nitrocelulose (Towbin et al.,

1979). Para o blotting, a membrana de nitrocelulose foi incubada com caseina para
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blogueio dos sitios inespecificos. A imunodetecgdo foi realizada no sistema Milipore
SNAP .id (Bedford, USA). A membrana foi incubada com anticorpo monoclonal alfa-5
(diluido 1:10) a 25°C, durante 30 minutos. Apds 3 lavagens com tampdo TBS/Tween
(Tris.HCI 50 mmol L?, pH 8,0 contendo NaCl 150 mmol L™ e Tween 20 0,1%), a
membrana foi incubada com o anticorpo antimouse 1gG, conjugado a fosfatase alcalina
(diluido 1:7500), a 25°C, durante 30 minutos. A incorporacdo especifica do anticorpo
foi revelada em tampéo Tris-HCI, pH 9,5 contendo NaCl 100 mmol L™, MgCl, 5 mmol
L™, 0,2mmol L* NBT e 0,8 mmol L' BCIP.

3.7 Dosagem de ions e osmolalidade da hemolinfa

A hemolinfa dos animais adultos foi obtida a partir da regido pericaria dos
animais com o auxilio de uma seringa de insulina acoplada a uma agulha #25-8 e
acondicionada em Eppendorf de 0,5 mL. Para a dosagem, a hemolinfa foi diluida
(1:125) em HNO3 1%, e os fons Na*, K*, Ca?* e Mg®* foram quantificados utilizando um
espectrofotometro de absorcdo atdmica Shimadzu A-A680 acoplado a um registrador
Shimadzu PR-5 Graphic printer. Para minimizar a interferéncia do Na* na dosagem de
K" foi adicionado CsCl 0,1%. O LaNOsz 1% foi utilizado como supressor de
interferéncias na dosagem de Ca*" e Mg?*. O fon cloreto foi quantificado através da
titulagdo (Metron Herisou, Modelo E 485) de 10uL de amostra com nitrato de mercurio
empregando S-difenilcarbazona como indicador. A osmolalidade da hemolinfa foi

determinada utilizando-se 10uL de amostra em um osmometro de pressdo de vapor
(Wescor, Model 5500).

3.8 Determinacéo da atividade p-nitrofenilfosfatase (PNFFase)

A hidrolise do PNFF foi determinada continuamente, a 25°C, acompanhando-se
a liberagdo do fon p-nitrofenolato (ga10nm, pH 75=13.160 Mcm™). As condigbes padréo
foram: tampao Hepes 50 mmol L™ pH 7,5, contendo PNFF 10 mmol L™, MgCl, 5 mmol
L e KCI 10 mmol L™, em um volume final de 1 mL. A atividade PNFFase total
também foi determinada em presenca de ouabaina 3 mmol L™. A diferenca entre a
atividade PNFFase total medida na auséncia e na presenca de ouabaina corresponde a
atividade K*-fosfatase da fragdo microsomal.

Uma unidade (U) de enzima foi definida como a quantidade de enzima que
hidrolisa 1,0 nmol de substrato por minuto, em condigdes padrdes. A atividade PNFFase

também foi medida ap6s 10 minutos de pré-incubacédo da preparacdo com alameticina

21



(1 mg/mg de proteina), a 25°C (Bonnafous et al., 1982). Este ensaio foi realizado com o
objetivo de verificar se na fragdo microsomal existem vesiculas seladas. Todos 0s

ensaios foram realizados em duplicata usando trés preparacdes diferentes.

3.9 Determinacéao da atividade ATPase

A atividade ATPase foi determinada continuamente, a 25°C empregando-se o
sistema de associacdo PQ/LDH, onde a hidrolise do ATP é acoplada a oxidacdo do
NADH (Rossi et al., 1978).

(Ma", K*)-ATPase
/—\
ATP +
ADP NADH /NﬁD
Fosfoenolpiruvato — \/ »  Piruvato ML . = Lactato
Piruvato quinase Lactato desidrogenase

A oxidagdo do NADH foi acompanhada em 340nm (€340nm, pH 7,5= 6200 M'lcm‘l)
em um espectrofotdmetro Hitachi U-3000 equipado com células termostatizadas. As
condicbes padrdo dos ensaios foram: Hepes 50 mmol L*, pH 7,5, contendo ATP
2 mmol L*, MgCl, 5 mmol L? KCI 20 mmol L* NADH 0,2 mg/mL, FEP
1,15 mg/mL, PQ 20U e LDH 78U em um volume final de 1 mL.

A atividade enzimatica também foi medida usando o sistema de associagdo
GAFDH/FGQ, onde a hidrélise do ATP é acoplada a redugdo do NAD".

(Na*, K")-ATPase

¥ N\

Napt NADH p ATP
Gliceraldeido-3P +P1—_~_-~ . Ghecerato-1,3-PP Av » Glicerato-3-P
Gliceraldeido-3-P- Fosfogliceratoquinase
desidrogenase

A formagédo do NADH foi acompanhada em 340 nm  (&zaonm, pH 7,5= 6200 M
cm™). As condicBes padrdo dos ensaios foram: TEA 50 mmol L™, pH 7,5, contendo
ATP 2 mmol L™, MgCl, 5 mmol L™, NaCl 50 mmol L™, NAD* 1,4 mg/mL, fosfato de
sodio 1 mmol L%, gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol L?, FGQ 9U e GAFDH 12U em um

volume final de 1 mL.
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A reacéo foi iniciada pela adicdo da enzima ao meio de reagéo e controles sem a
adicdo da enzima com a finalidade de se determinar a hidrdlise espontanea do substrato
nas condicdes do ensaio.

Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa
1nmol de substrato por minuto. Todos os experimentos foram realizados em duplicata
usando-se pelo menos trés preparagdes diferentes (N=3). A atividade ATPase também
foi medida ap6s 10 minutos de pré-incubacéo da preparacdo com alameticina 1mg/mg
de proteina, a 25°C (Bonnafous et al., 1982).

3.10 Tratamento das enzimas do sistema de acoplamento

As suspensfes cristalinas das enzimas PQ/LDH foram aliquotadas e
centrifugadas a 14000 rpm, 4°C durante 15 minutos em uma centrifuga refrigerada
Eppendorf 5813. O pellet foi ressuspenso em 500 pL de Hepes 50 mmol L™ pH 7,5 e
logo apos transferido para um filtro Microcon e lavado 3 vezes com o mesmo tampéo a
10000 rpm, 4°C durante 20 minutos para remocdo dos ions amoénio. Para o sistema
FGQ/GAFDH as enzimas foram tratadas do mesmo modo, mas utilizando o tampao

Trietanolamina 50 mmol L™, pH 7,5 contendo DTT 1 mmol L™.

3.11 Preparacéo da solucao de gliceraldeido-3-fosfato

A solucdo de gliceraldeido-3-fosfato 20 mmol L™, foi preparada imediatamente
antes do uso, através da hidrélise de 12,5 mg de 3-fosfogliceraldeido dietil acetal em
I1mL de &gua ultrapura, com 150uL. de HCI concentrado (d=1,18g/mL). A mistura foi
mantida em banho de dgua em ebulicdo durante 2 minutos e neutralizada até o pH 7,5

com 25uL de trietanolamina pura (d=1,12 g/mL).

3.12 Dosagem de proteina
A concentracdo de proteina foi determinada através do procedimento descrito

por Read & Northcote (1981), usando soroalbumina bovina como padréo.

3.13 Tratamento dos dados cinéticos
Os parametros cinéticos V (velocidade maxima), Ky (constante de Michaelis-
Menten), Kys (constante de dissociacdo aparente) e ny (coeficiente de Hill) foram

calculados empregando-se o software SigrafW (Leone et al., 2005b). As constantes de
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dissociagdo do complexo enzima-inibidor (K;) foram determinadas de acordo com
Dixon (1953).

Os valores dos parametros cinéticos mostrados nas tabelas representam a média
+ desvio padrdo e foram calculados a partir de dados de trés preparacdes diferentes
(N=3). As curvas apresentadas sdo aquelas onde se obteve o melhor ajuste de dados e

cada figura é uma curva representativa de uma preparacdo microsomal de branquias.
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4.0 RESULTADOS

4.1 Estudo da fragdo microsomal da fase adulta de desenvolvimento

O gradiente em densidade de sacarose da fracdo microsomal de tecido branquial
de M. amazonicum em estagio adulto de desenvolvimento esta representado na Figura 8.
A. Um pico de atividade foi observado entre 25-34 % de sacarose (pico I) com um valor
méximo de atividade de 12,9 U mg™. Um segundo pico localizado em fracdes mais
densas (39-43% de sacarose) apresentou um valor maximo de atividade de 7,3 U mg™.
A atividade PNFFase de ambos os picos foi inibida parcialmente na presenca de
ouabaina 3 mmol L™ sugerindo a presenca de outras fosfatases na preparacao.

Para 0s animais em estagio juvenil | a utracentrifugacdo da fracdo microsomal
de tecido branquial em um gradiente continuo de sacarose de 10 a 50% esta
representada na Figura 8. B. Utilizando PNFF como substrato foram obtidos dois picos
de atividade, o pico I entre 32-35% de sacarose com uma atividade K*-Fosfatase de 4,86
U mL™ e o pico Il entre 37-42% de sacarose com uma atividade K*-Fosfatase de 2,96
U mL™. A atividade PNFFase de ambos os picos foi parcialmente inibida na presenca
de ouabaina 3 mmol L™*, sendo que o pico | apresentou inibicdo de aproximadamente
82% e o pico 11 66% da atividade PNFFase total.

A utracentrifugacdo da fracdo microsomal de tecido branquial de M.
amazonicum em estagio adulto em um gradiente continuo de sacarose de 10 a 50% em
relacdo a atividade ATPase esta representado na Figura 9. A. Observa-se a presenca de
dois picos de atividade onde o pico I corresponde a uma densidade de sacarose entre 26-
34% e apresenta com uma atividade (Na*, K*)-ATPase de 12,25 U mL™. O pico Il
corresponde a uma densidade de sacarose entre 36-41% de. Na presenca de ouabaina
3 mmol L? a atividade ATPase do pico | foi inibida 85% e do pico Il foi inibida
40%.Estes dados sugerem que na preparagdo estdo presentes outras ATPases diferentes
da (Na", K)-ATPase.

Na Figura 9.B esta mostrada a utracentrifugacdo da preparacdo da fracéo
microsomal de tecido branquial de M. amazonicum em estagio juvenil I em um
gradiente continuo de sacarose de 10 a 50%, em relacdo a atividade ATPase. Observa-se
a presenca de dois picos de atividade onde o pico I corresponde 23-36% sacarose com
um valor maximo de atividade (Na*, K*)-ATPase de 16,16 U/mL, e o pico Il entre 38-
44% de sacarose. Na presenca de ouabaina 3 mmol L™ a atividade ATPase de ambos 0s

picos foi parcialmente inibida: 88% para o pico | e 76% o pico Il.
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4.2 Eletroforese e western blotting

A eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) e o western blotting estdo mostrados
na Figura 12. As trés primeiras colunas (A, B, C) mostram o resultado da coloracdo com
prata, para juvenil I, juvenil 1l e adulto de M. amazonicum. Pode-se observar algumas
diferencas em relagdo a expressdo quantitativa da enzima nas bandas obtidas para
animais juvenis | em relacdo aos juvenis Il e adultos, porém os valores para a massa
molecular da enzima se mostram muito semelhantes. Para o ensaio por western blotting
mostrado nas trés dltimas colunas (D, E, F) obteve-se uma banda em cada um dos trés

estagios de desenvolvimento com um peso molecular de 105 kDa.

4.3 Dosagem de ions da hemolinfa

Os valores obtidos para a dosagem de ions da hemolinfa de M. amazonicum em
estagio adulto de desenvolvimento estdo mostrados na Tabela 1. A osmolalidade da
hemolinfa foi de 326,71+20,73 mOsm/Kg H0.

TABELA 1. Dosagem de ions da hemolinfa de M. amazonicum na
fase adulta de desenvolvimento.

Na* crt K* Mg ca””
(mmol LY (mmol L™ (mmolL™?) (mmolL™?) (mmolL™
201,6+0,06 208,0+0,011 9,9+0,002 1,6+0,001 14,28+0,004

4.4 Caracterizacgdo da atividade K*-fosfatase da (Na*, K*)-ATPase

A fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum em estagio adulto
apresentou uma atividade PNFFase da ordem de 112,0 U mg™, sendo que 82,0 U mg™
corresponde a atividade K*-fosfatase, e 30,0 U mg™ corresponde a atividade PNFFase
insensivel a ouabaina. Para animais em estagio juvenil | a fragdo microsomal do tecido
branquial revelou presenca de atividade Fosfatase total da ordem de 80,0 U mg™. A
atividade fosfatase insensivel a ouabaina foi de 15,7 U mg™, resultando em uma
atividade K*-fosfatase da ordem de 64,7 U mg™.

Na Figura 11.A esta mostrada a modulagio da atividade K*-fosfatase da fragio

microsomal de tecido branquial de M. amazonicum em estagio adulto pelo PNFF. Em
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Figura 8. Centrifugacdo em gradiente continuo de sacarose de 10 a 50% da fracao
microsomal de tecido branquial de M. amazonicum em relacdo a atividade
PNFFase.

A fracdo microsomal (3,76 mg de proteina) foi aplicada a um gradiente continuo de sacarose de
10 a 50% (p/p), em tamp&o imidazol 20 mmol L™, pH 6,8. Ap6s centrifugagdo a 180000 g
durante 3 horas, a 4 °C, fracbes de 0,5 mL foram coletadas a partir do fundo do tubo e
analisadas em relagdo a atividade PNFFase total (A); atividade K'-fosfatase (A); atividade
insensivel a ouabaina (O0); concentracdo de proteina (@) e concentragdo de sacarose (©). A
atividade da cada aliquota foi medida continuamente a 25°C em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo PNFF 10 mmol L, MgCl, 5 mmol L™ e KCI 10 mmol L™, em um volume final
de 1,0 mL. Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se trés diferentes
homogeneizados de brénquias (N=3). A figura apresentada corresponde a uma curva
representativa de um dos homogeneizados de branquias. Animais adultos (A) e juvenis (B).
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Figura 9. Centrifugacdo em gradiente continuo de sacarose de 10 a 50% da fracao
microsomal de tecido branquial de M. amazonicum em relacéo a atividade ATPase.

A fracdo microsomal (1,9 mg (A) e 4,53mg (B) de proteina) foi aplicada a um gradiente
continuo de sacarose de 10 a 50% (p/p), em tampdo imidazol 20 mmol L™, pH 6,8. Apds
centrifugacgdo a 180000g durante 3 horas, a 4°C, fragfes de 0,5 mL foram coletadas a partir do
fundo do tubo e analisadas em relagdo a atividade ATPase total (0); atividade (Na®, K*)-ATPase
(A); atividade insensivel a ouabaina (A); concentragdo de proteina (®) e concentragcdo de
sacarose (0). A atividade da cada aliquota foi medida continuamente a 25°C em tampdo Hepes
50 mmol L™, pH 7,5, contendo ATP 2 mmol L™, MgCl, 5 mmol L™, NaCl 50 mmol L™, KCI 20
mmol L™, NADH 0,14 mmol L™, FEP 2 mmol L, PQ 20U e LDH 78U, em um volume final de
1,0 mL. Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se trés diferentes
homogeneizados de brangquias (N=3). A figura apresentada corresponde a uma curva
representativa de um dos homogeneizados de branquias. Animais adultos (A) e juvenis (B).
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Figura 10. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢es desnaturantes
(SDS-PAGE) e Western Blotting da fracdo microsomal de tecido branquial de M.

amazonicum.

A eletroforese foi realizada em um gradiente de gel de poliacrilamida de 5 a 20%, usando 4 ug
de proteina para a revelagdo com prata e 160 ug para a analise por Western blotting. Apds a
corrida, uma das metades do gel foi corada com nitrato de prata e a outra submetida a
eletrotransferéncia para membrana de nitrocelulose. Coloragdo com nitrato de prata de M.
amazonicum em estagio juvenil | (A), juvenil Il (B) e adulto (C) de desenvolvimento; Western
blotting de M. amazonicum em estdgio juvenil | (D), juvenil Il (E) e adulto (F) de
desenvolvimento.
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condicBes saturantes de ions potassio e magnésio, 0 aumento da concentracdo de PNFF
resultou numa Unica curva de saturacdo que apresentou interagdes sitio-sitio (hy=1,5).

A atividade especifica maxima foi de V=82,69+2,34 U mg™ apresentando um
valor de Kgs igual a 1,52+0,44 mmol L™. A atividade insensivel a ouabaina, nessas
condicBes, foi estimulada por PNFF até valores de 33,69 U mg™, sugerindo a presenca
de outras fosfatases na fragdo microsomal.

Utilizando a fracdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum em
estagio juvenil | obteve-se o perfil mostrado na Figura 11.C. Em condicGes saturantes
de ions potéssio e magnésio, 0 aumento da concentracdo de PNFF resultou em uma
Unica curva de saturacdo que apresentou interacGes sitio-sitio (ny=1,2). A atividade
especifica maxima de V=71,3+1,15 U mg™ apresentando um valor de Kos igual a
1,45+0,28 mmol L. Na presenca de ouabaina 3 mmol L™ observou-se estimulacéo pelo
PNFF (15,14 U mg™), sugerindo a presenca de outras fosfatases na fragio microsomal.

A modulacdo da atividade K'-fosfatase da fragdo microsomal de tecido
branquial de M. amazonicum em estagio adulto de desenvolvimento por ions magnésio
esta representada da Figura 12.A. A atividade da enzima foi estimulada por fons Mg
em concentracBes que variam entre 10° a 10 M, em concentracdes saturantes de fons
potéssio e PNFF.

A estimulacdo méxima da enzima pelos ions magnésio ocorreu através de uma
curva de saturacdo simples que apresentou interacBes cooperativas (ny= 2,0). A
atividade maxima calculada nessas condicdes foi de VV=84,5+3,1 U mg™.

O valor de Ky calculado para estimulagdo da atividade K*-fosfatase pelos ions
Mg?®* foi de 1,0+0,16 mmol L. Concentracdes acima de 10 mmol L™ de fons magnésio
provocaram inibicdo da atividade K'-fosfatase. A atividade insensivel a ouabaina
também foi estimulada por fons magnésio, até valores de 30 U mg™. A inibic4o parcial
da ativiade PNFFase sugere a presenca de outras fosfatases na fragdo microsomal
sensiveis a0 magnésio.

A modulagdo por fons magnésio da atividade K*-fosfatase da fragcdo microsomal
de tecido branquial de M. amazonicum em estagio juvenil | de desenvolvimento esta
representada da Figura 12.C. A estimulacdo maxima da atividade pelos ions magnésio
ocorreu atraves de uma curva simples de saturacdo que apresentou interagoes
cooperativas (ny= 1,4). A atividade méxima calculada nessas condigdes foi de

V:73,04iO,18Umg'1.O valor de Kgs calculado para estimulagdo da atividade
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Figura 11. A modulagdo da atividade K*-fosfatase da fragdo microsomal de tecido

branquial de M. amazonicum pelo PNFF.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo MgCl, 5 mmol L™ e KCI 10 mmol L?, em um volume final de 1 mL. A reacao foi
iniciada pela adigdo de 20,2 pg (A) e 9,44 pg (B) de proteina. Os experimentos foram realizados
em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de branquias. A figura
corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de branquias. Insercéo (B e
D): Efeito da concentragdo do PNFF sobre a atividade PNFFase total (e) e atividade PNFFase
insensivel a ouabaina (o). Animais adultos (A) e juvenis (C).
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Figura 12. A modulacéo da atividade K*-fosfatase da fracdo microsomal de tecido

branquial de M. amazonicum pelos ions magnésio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7.5, contendo PNFF 10 mmol L™ e KCI 10 mmol L™, em um volume final de 1 mL. A reacdo
foi iniciada pela adicdo de 20,2 ug (A) e 9,44 ug (B) de proteina. Os experimentos foram
realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de branquias. A
figura acima corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de brénquias.
Insercdo (B e D): Efeito da concentracdo do MgCl, sobre a atividade PNFFase total (e) e
atividade PNFFase insensivel a ouabaina (o). Animais adultos (A) e juvenis (C).
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K*-fosfatase pelos fons Mg** foi da ordem de 1,0+0,48 mmol L™. A atividade insensivel
a ouabaina também foi estimulada por ions magnésio apresentando valores de 14,26 U
mg, sugerindo que outras fosfatases presentes na fracdo microsomal sdo sensiveis aos
ions magnesio.

A figura 13.A representa a modulacdo da atividade K'-fosfatase da fracéo
microsomal de tecido branquial de M. amazonicum na fase adulta de desenvolvimento
pelos fons potassio. O aumento da concentracdo de K* entre 10° até 102 mol L™
provocou uma estimulacdo da atividade da enzima, através de uma curva de saturacao
monofésica que apresentou interagdes sitio-sitio (ny= 1,9). Sob condigdes saturantes de
PNFF e ions magnésio, a atividade especifica méxima determinada foi da ordem de
V=858+1,27 U mg™, apresentando um valor Kgs=1,91+0,81 mmol L™. Os fons
potassio estimularam a atividade insensivel a ouabaina até valores de 27,83 U mg™ nesta
mesma faixa de concentragdo, sugerindo a presenca de uma atividade fosfatase sensivel
a fons potassio, diferente da atividade K*-fosfatase.

A Figura 13.C mostra a modulacio da atividade K'-fosfatase da fracéo
microsomal de tecido branquial de M. amazonicum pelos ions potassio na fase de
desenvolvimento juvenil I. O aumento da concentracdo dos ions potassio entre valores
compreendidos entre 10™ até 10 mol L™ provocou uma estimulacdo da atividade da
enzima, segundo uma curva de saturacdo monofasica que apresentou interacdes sitio-
sitio (ny=2,0). Sob condicBGes saturantes de PNFF e ions magnésio, a atividade
especifica méaxima determinada foi de V= 65,7+7,2 U mg™, com Kgs= 1,77+0,21 mmol
L™, Os fons potéssio estimularam a atividade insensivel a ouabaina, até valores da
ordem de 15,12 U mg™ sugerindo a presenca de uma atividade fosfatase sensivel a fons
potassio, diferente da atividade K*-fosfatase.

A Figura 14.A mostra a modulacdo da atividade K'-fosfatase da fracéo
microsomal de tecido branquial de M. amazonicum na fase adulta de desenvolvimento
pelo ion amdnio. A estimulacdo da atividade enzima, em condi¢des saturantes de PNFF
e ions magnesio, ocorreu através de uma curva de saturacdo simples, que apresentou
interacbes sitio-sitio (ny= 1,7). A atividade especifica maxima observada nessas
condices foi da ordem de V= 100 U mg™, apresentando Kg5=9,0+1,76 mmol L. A
atividade PNFFase insensivel a ouabaina foi estimulada até valores méximos de 21,49

U mg™ nessa mesma faixa de concentracao.
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Figura 13. A modulacéo da atividade K*-fosfatase da fracdo microsomal de tecido
branquial de M. amazonicum pelos ions potassio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tampao Hepes 50 mmol
L™, pH 7,5, contendo PNFF 10 mmol L™ e MgCl, 5 mmol L™, em um volume final de
1,0 mL. A reagéo foi iniciada pela adi¢do de 20,2 pg (A) e 9,44 ug (B) de proteina. Os
experimentos foram realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes
homogeneizados de branquias. A figura acima corresponde a uma curva representativa
de um dos homogeneizados de branquias. Insercéo (B e D): Efeito da concentracdo do
KCI sobre a atividade PNFFase total na auséncia (e)e atividade PNFFase insensivel a
ouabaina (o). Animais adultos (A) e juvenis (C).
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A modulacdo da atividade K'-fosfatase da fragdo microsomal de tecido
branquial de M. amazonicum na fase juvenil | de desenvolvimento pelo ion aménio esta
representada na Figura 14.C. A estimulacdo da atividade enzima em condicOes
saturantes de PNFF e ions magneésio, ocorreu através de uma simples curva de
saturacdo, que apresentou interagdes sitio-sitio (ny=2,0). A atividade especifica méxima
observada nessas condicdes foi de V=65,7+0,01 U mg™, apresentando um Kgs de
9,0+3,25 mmol L™. A atividade insensivel a ouabaina foi estimulada essa mesma faixa
de concentracéo de fons aménio até valores da ordem de 6,94 U mg™.

O efeito do Na* sobre a atividade PNFFase total da fragdo microsomal de tecido
branquial de M. amazonicum esta representado na Figura 15.A. A atividade fosfatase
total foi totalmente inibida pelos fons sodio (5,43 U mg™) através de uma curva simples
de inibicdo. O valor de K; calculado foi de 9,82+2,70 mmol L™. Para os animais em
estagio de desenvolvimento juvenil | (Figura 15. C) a atividade fosfatase total (V=64,47
U mg™) foi inibida pelos fons sédio até valores de V=7,00 U mg™. O valor de K
calculado para inibicdo da atividade pelo fons sédio foi de 6,67+0,134 mmol L™ (Figura
15.D).

A Figura 16. A mostra o efeito de concentragdes crescentes de ouabaina na
atividade fosfatase total nos microsomas de branquias de M. amazonicum na fase adulta
de desenvolvimento. Em concentrac@es saturantes de PNFF, ions magnésio e potassio,
inibicdo da atividade fosfatase ocorreu através de uma curva monofasica de inibicéo
pela ouabaina. A atividade PNFFase total foi inibida parcialmente (aproximadamente
70%) com o aumento da concentracdo de ouabaina 10° a 102 mol L. O valor da
constante de dissociacdo do complexo enzima-ouabaina (K;) calculado para a inibicédo
da atividade PNFFase pela ouabaina é 156,0+16,26 umol L™

A Figura 16.C mostra o efeito de concentracbes crescentes de ouabaina na
atividade PNFFase total nos microsomas de bréanquias de M. amazonicum na fase de
desenvolvimento juvenil I. Em concentracdes saturantes de PNFF, ions magneésio e
potéssio, inibicdo da atividade fosfatase foi inibida parcialmente (aproximadamente
80%) para concentrages de ouabaina da ordem de 3mmol L™. A constante de
dissociacdo do complexo enzima-ouabaina (K,) calculada nessas condicGes foi da ordem
de 142,05+57,13 pmol L™ (Figura 16.D).

O efeito da ouabaina sobre a atividade PNFFase total da fracdo microsomal de
tecido branquial de M. amazonicum na fase adulta na presenca de aménio estd

representado na Figura 17.A. Da mesma forma ao observado na auséncia de aménio, a
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Figura 14. A modulacéo da atividade K*-fosfatase da fracdo microsomal de tecido
branquial de M. amazonicum pelos ions amonio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tampao Hepes 50 mmol
L™, pH 7,5, contendo PNFF 10 mmol L™ e MgCl, 5 mmol L™, em um volume final de
1,0 mL. A reagéo foi iniciada pela adi¢do de 20,2 pg (A) e 9,44 ug (B) de proteina. Os
experimentos foram realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes
homogeneizados de branquias. A figura acima corresponde a uma curva representativa
de um dos homogeneizados de branquias. Insercéo (B e D): Efeito da concentracédo do
NH,4ClI sobre a atividade PNFFase total na auséncia (e) e atividade PNFFase insensivel
a ouabaina (o). Animais adultos (A) e juvenis (C).
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Figura 15. Efeito da concentracdo de sodio sobre a atividade PNFFase total da

fracdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum .

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo MgCl, 5 mmol L™ e KCI 10 mmol L™, em um volume final de 1,0 mL. A reacio
foi iniciada pela adicdo de 20,2 pg (A) e 9,44 ug (B) de proteina. Os experimentos foram
realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de branquias. A
figura acima corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de branquias.
Insercdo (B e D): representacdo de Dixon para determinagdo da constante de dissociacdo (K;)
do complexo enzima-inibidor, na qual v, representa a velocidade corrigida para atividade K*-
fosfatase. Animais adultos (A) e juvenis (C).

37



120 -
K=
g
5
- 80 Z" | | |
™ 3 100 150 200
£ [ouabaina] (umol L™}
-
40
A
| l |
5 4 3
Hog [ouabaina] (mol L)
60 C
o 40
£
-

200 300 400
[ouabaina] (umol L)
| | |

5 4 3
Hog [ouabaina] (mol L)

Figura 16. Efeito da concentracio de ouabaina sobre a atividade PNFFase total da
fracdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo MgCl, 5 mmol L™ e KCI 10 mmol L™, em um volume final de 1,0 mL. A reacéo
foi iniciada pela adicdo de 20,2 pg (A) e 9,44 ug (B) de proteina. Os experimentos foram
realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de branquias. A
figura acima corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de branquias.
Insercdo (B e D): representacdo de Dixon para determinagdo da constante de dissociacdo (K;)
do complexo enzima-inibidor, na qual v, representa a velocidade corrigida para atividade K*-
fosfatase. Animais adultos (A) e juvenis (C).
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atividade PNFFase total foi inibida por ouabaina através de uma curva simples de
inibicdo. O aumento da concentracdo de ouabaina entre 10 e 10 mol L™ provocou
uma inibicdo parcial da atividade fosfatase total (80%), e o valor calculado para K; foi
de 47,25+12,99 pmol L™

O efeito da ouabaina sobre a atividade PNFFase total da fracdo microsomal de
tecido branquial de M. amazonicum na fase juvenil | na presenca de amonio esta
representado na Figura 17.C. O aumento da concentracdo de ouabaina entre 10° e 107
mol L™ provocou inibigdo parcial da atividade fosfatase total, e o valor de K; calculado
foi de 117,182, 7umol L™ (Figura 17.D).

A Tabela 2 apresenta os parametros cinéticos obtidos para a modulacdo da
atividade K*-Fosfatase da fragdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum em
relacdo aos efetores PNFF, Mg®*, K*, NH,4" e os valores de K; para o Na* e a ouabaina.

A Figura 18.A mostra o efeito dos ions potéassio na presenca de diferentes
concentragdes de NH," sobre a atividade K*-fosfatase da fragdo microsomal de tecido
branquial de M. amazonicum em estagio adulto de desenvolvimento. Observa-se que a
V ndo é alterada mesmo na presenca de NH;* 50 mmol L. Entretanto, na presenca de
NH;" 0 Kos para a estimulagio pelo K* aumenta cerca de duas vezes (para NH4" 50
mmol L) sugerindo uma diminuicdo da especificidade da enzima pelo potassio na
precenca de NH,".

O efeito dos jons potassio sobre a atividade K*-fosfatase da fracdo microsomal
de tecido branquial de M. amazonicum em estagio juvenil estd mostrada na Figura 18.B.
Observou-se que quando estimulada por ions potassio na presenca de baixas
concentracdes de ions amdnio ocorre uma aumento da afinidade da enzima pelos ions
potassio, e quando o ion amonio esta presente em concentracfes saturantes (50 mmol
L™ a atividade ndo é estimulada.

A variacao dos diferentes parametros cinéticos dos animais adultos em funcédo da
concentragdo do K* para diferentes concentragdes de NH," esta mostrada na Figura 19.
A, B e C. Interessantemente pode-se observar que para concentracdes de NH;" da
ordem de 50 mmol L, a velocidade maxima observada coincide com aquela observada
na auséncia de NH,4".

A variacdo dos parametros cinéticos calculados para a estimulacdo da atividade
K*-Fosfatase da fragdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum em estagio
juvenil | pelo ion potassio na presenca de diferentes concentra¢fes de ions aménio esta

mostrada na Figura 19.D, E e F. Na presenca de concentracdes entre 1 e 50 mmol L™
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Figura 17. Efeito da concentracé@o de ouabaina sobre a atividade PNFFase total da

fracdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum na presenca de ions
amonio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo PNFF 10 mmol L™, MgCl, 5 mmol L™ e NH,CI 50 mmol L™ em um volume final
de 1,0 mL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 20,2 pug (A) e 9,44 ng (B) de proteina. Os
experimentos foram realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) homogeneizados de
branquias diferentes. A figura acima corresponde a uma curva representativa de um dos
homogeneizados de branquias. Insercédo (B e D): representacdo de Dixon para determinacdo da
constante de dissociagéo (K;) do complexo enzima-inibidor, na qual v, representa a velocidade
corrigida para atividade K*-fosfatase. Animais adultos (A) e juvenis (C).
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TABELA 2. Parametros cinéticos calculados para a modulacdo da atividade
K*-fosfatase da fragdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum pelos

ions magnésio, potassio e amoénio e as constantes de inibicdo para o sodio e

ouabaina.

Efetor V(U mg™) Kos (mmol L™ N
Adulto Juvenil Adulto Juvenil  Adulto Juvenil

PNFF 82,7+2,3 71,3+1,15 1,52+0,40 1,45+0,276 1,5 1,2

Mg2+ 84,5131 73,0+0,18 1,09+0,16 1,07+0,481 2,0 14

K* 85,8+1,3 65,7£7,2 191+0,81 1,77+0,212 19 2,0

NH4" 99,4+14,0 65,7+0,01 9,16+1,76 9,40%3,25 1,8 2,0

Ki (mmol L™

Inibidor Adulto Juvenil

Na* 9,82+2,70  6,67+0,134

QOuabaina (k") 0,156+16,26 0,142+0,571

Ouabaina 1474130 0,11740,827

(NH4")

de NH4" atividade foi estimulada até valores 25,6% maiores do que foi estimado na
auséncia de amonio (FIGURA 19.F). Os valores de ny obtidos indicam comportamento
cooperativo (FIGURA 19.D). Os valores de Kys para 0s ions potassio diminuiram em
funcdo do aumento da concentracdo de NH," até valores 3,5 vezes menores em relacio
ao Ky 5 para ions potassio na auséncia de ions aménio (FIGURA 19.E).

A atividade K*-fosfatase da fracdo microsomal de tecido branquial de M.
amazonicum em estagio adulto foi estimulada pelos ions aménio na presenca de ions
potassio como representado na Figura 20.A. Afinidade da enzima pelos ions aménio
aumentou em concentracOes crescentes de ions potassio, sendo que em concentragdes
saturantes de NH;" ndo ocorreu estimulagdo da atividade.

A estimulacdo da atividade K'-fosfatase da fragdo microsomal de tecido
branquial de M. amazonicum no estagio juvenil | pelos ions aménio na presenca de ions
potéssio esta representada na Figura 20.B. Na presenca de concentracdes crescentes de

potassio (entre 1 e 10 mmol L™), a afinidade da enzim pelo amdnio aumentou em até
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Figura 18. A modulacéo da atividade K*-fosfatase da fracdo microsomal de tecido

branquial de M. amazonicum pelos ions potassio na presenca de ions amonio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo PNFF 10 mmol L™ e MgCl, 5 mmol L™, em um volume final de 1,0 mL. A
reagdo foi iniciada pela adicdo de 14,6 pg de proteina (A e B). Os experimentos foram
realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de branquias. A
figura acima corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de branquias.
Atividade K*-Fosfatase na presenca de (o) 1 mmol L NH,CI, (¥) 1,5 mmol L™ NH,CI, (V)
2 mmol L NH,CI, (<€) 3 mmol L NH,CI, (m)5 mmol L™ NH,CI, (2) 7 mmol L NH,CI
(A)10 mmol L™ NH,CI, (A) 14 mmol L™ NH,CI, (4) 20 mmol L™ NH,CI, (<) 50 mmol L™
NH,CI1, ¢ (@) na auséncia se NH,CI. Animais adultos (A) e juvenis (B).
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Figura 19. Variacdo dos parametros cinéticos obtidos para a modulacdo da
atividade da K'-Fosfatase da fragdo microsomal de tecido branquial de M.
amazonicum pelo potéssio na presenca de diferentes concentragdes do ion aménio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L, pH
7,5, contendo PNFF 10 mmol L™ e MgCl, 5 mmol L™, em um volume final de 1,0 mL. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de 14,6 pg de proteina. Todos os pardmetros obtidos foram de
experimentos realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de
branquias. Os dados correspondem a uma curva representativa de um dos homogeneizados de
branquias. Animais adultos (A, B, C) e juvenis (D, E, F).
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Figura 20. A modulagdo da atividade K*-fosfatase da fragdo microsomal de tecido
branquial de M. amazonicum pelos ions amodnio na presenca de ions potassio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo PNFF 10 mmol L e MgCl, 5 mmol L, em um volume final de 1,0 mL. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de 14,6 pg de proteina ( A e B). Os experimentos foram
realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) homogeneizados de branquias diferentes. A
figura acima corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de branquias.
Atividade K*-Fosfatase na presenga de (o) 1 mmol L™ KCI, (¥) 1,5 mmol L™ KCI, (V) 2
mmol L™ KCI, (<€) 3 mmol L™ KCI, (m)5 mmol L KCI, (A)10 mmol L™ KCl ¢ (o) na
auséncia se KCI. Animais adultos (A) e juvenis (B).
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Figura 21. Variacdo dos parametros cinéticos obtidos para a modulacdo da
atividade da K'-Fosfatase da fracdo microsomal de tecido branquial de M.
amazonicum em estagio adulto de desenvolvimento pelo aménio na presenca de
diferentes concentracdes do ion potassio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo PNFF 10 mmol L™ e MgCl, 5 mmol L™, em um volume final de 1,0 mL. A
reacéo foi iniciada pela adicdo de 14,6 pg de proteina. Todos os pardmetros obtidos foram de
experimentos realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de
brénquias. Os dados correspondem a uma curva representativa de um dos homogeneizados de
brénquias.
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TABELA 3. Parametros cinéticos calculados para a modulacdo da atividade K*-fosfatase da fragdo microsomal de tecido branquial de

M. amazonicum pelos ions potassio e aménio.

[K'] [NH,] V (U mg™) Kos (mmol L)

(mmol L) (mmol L™ Adulto Juvenil Adulto Juvenil Adulto  Juvenil Adulto  Juvenil
Variavel 0 85,8+1,3 65,68+7,12 1,91+0,81  1,77+0,21 1,9 2,0 - 258
Variével 1 - 88,33+15,53 - 1,92+0,27 - 1,8 - 274
Variavel 5 95,6+3,5 75,13+13,24 1,37+0,05  1,22+0,17 1,3 1,4 756 379
Variavel 7 - 74,71+9,55 - 1,20+0,46 - 1,3 - 354,5
Variavel 10 94,0+3,4 84,62+10,86 1,64+0,06 1,70+0,65 1,6 1,2 384 210,5
Variavel 14 92,5+3,4 ; 2,06+0,08 - 1,9 ; 193 ]
Variavel 20 93,2434 77,34+9,88 3,88+0,14 0,50+0,20 1,8 1,9 52 176
Variavel 50 86,1+3,1 66,69+2,52 - - - - - -

0 Variavel 99,4+14,0 65,72+0,01 9,16+1,76 9,443,25 1,7 2,0 48,5
1 Variavel 111,6+4,6 66,86+8,65 6,47+0,26  5,66+1,68 1,7 1,5 191 81,0
15 Variavel - 65,90+8,52 - 5,30+1,83 1,2 66,5
Variavel 105,1+4,3 63,24+5,79 4,13+0,17  5,12+0,01 1,0 2,0 211 63,5
3 Variavel 104,4+4,3 62,96+2,62 2,97+0,12  3,50+2,13 1,0 2,0 224 79,5
5 Variavel 100,7+4,1 65,70+2,73 2,50+0,10  4,57+1,15 1,5 35 138 59,0
10 Variavel 105,4+4,3 62,54+2,49 - - - - - -
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2,7 vezes. Em concentragBes saturantes de potassio a atividade K*-fosfatase ndo
apresentou estimulagéo.

A afinidade da enzima de animais adultos pelos ions aménio foi modulada na
presenca dos ions K* representado na Figura 21.B, apresentando comportamento
cooperativo (FIGURA 21.A).

A variagdo dos pardmetros cinéticos calculados em animais juvenis para a
estimulacdo da atividade K*-Fosfatase da fragdo microsomal de tecido branquial de M.
amazonicum pelo ion aménio na presenca de diferentes concentracdes de ions potassio
estd mostrada na Figura 22.C, D e E. Em concentrag¢fes crescentes de ions potéssio
observou-se um aumento da afinidade da enzima pelos ions aménio (FIGURA 22. E),
pela diminuicdo no valor do Kos de 9,4+3,25 mmol L™ na auséncia de ions potassio
para 4,57+1,15 mmol L™ na presenca de 5 mmol L™ de K*. A atividade K*-fosfatase
apresentou valores constantes em todas as concentrag@es de ions potassio empregadas, e
os valores de ny indicam comportamento cooperativo para todas as curvas obtidas.

A Tabela 3 apresenta os parametros cinéticos obtidos para a modulacdo da
atividade PNFFase da fracdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum em

relacdo aos ions potéssio e amoénio.

4.5 Caracterizacdo da atividade ATPase da (Na*, K*)-ATPase.

A metodologia empregada na obtencdo da fracdo microsomal do tecido
branquial de M. amazonicum em estagio adulto revelou presenca de atividade (Na*, K*)-
ATPase total da ordem de 204,9 U mg™. A atividade fosfatase insensivel a ouabaina foi
de 172,86 U mg™, apresentando uma atividade (Na*, K*)-ATPase da ordem de 31,23 U
mg™. Enquanto que, para animais em estagio juvenil a fracdo microsomal revelou
presenca de atividade (Na*, K*)-ATPase total da ordem de 221,63 U mg™. A atividade
fosfatase insensivel a ouabaina foi de 29,09 mg?, resultando em uma atividade
(Na*,K*)-ATPase da ordem de 192,54 mg™.

Na Figura 22. A estd mostrada a modulagdo da atividade (Na*, K*)-ATPase da
fragdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum pelo ATP em estagio adulto.
Em condicGes saturantes de ions potassio, sodio e magnésio, o0 aumento da concentracao
de ATP resultou numa unica curva de saturagdo apresentando caracteristicas
michaelianas (ny=1,0). A atividade especifica maxima foi da ordem de VV=181,8+77,83

U mg ™ apresentando um valor de K5=0,87+0,16 mmol L™, A atividade insensivel a
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ouabaina, nessas condigBes, foi estimulada por ATP (352 U mg™?), sugerindo a
presenca de outras fosfatases na fracdo microsomal.

Na Figura 22.C estd mostrada a modulagio da atividade (Na*, K*)-ATPase da
fracdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum em estagio juvenil | pelo
ATP. Em condicfes saturantes de ions potéssio, sodio e magnésio, 0 aumento da
concentracdo de ATP resultou em uma Unica curva de saturagdo que apresentou
comportamento michaeliano. A atividade especifica maxima foi V=189,52+32,45
U mg™ e o um valor de Kgs foi 0,14+0,02 mmol L™. A atividade insensivel a ouabaina,
nessas condi¢cBes também foi estimulada por ATP, e apresentou um valor maximo
V=29,09 U mg™ sugerindo a presenca de outras ATPases na fracdo microsomal.

A modulacio da atividade (Na*, K*)-ATPase da fracio microsomal de tecido
branquial de M. amazonicum por ions magnésio em estagio adulto de desenvolvimento
esta representada da Figura 23.A. A atividade da enzima foi estimulada por Mg®* (10° a
102 mol L™), em concentracdes saturantes de ATP, K* e Na*. A estimulagdo méxima da
enzima pelo Mg®* ocorreu através de uma curva simples de saturacdo que apresentou
interacdes cooperativas (ny=2,5). A atividade maxima calculada nessas condi¢des foi de
V=174,7+748 U mg™' e o valor de Kos calculado foi de 0,27+0,05 mmol L™
Concentragbes acima de 10 mmol L™ de fons magnésio provocaram inibicdo da
atividade K'-fosfatase. A atividade insensivel a ouabaina também foi estimulada por
fons magnésio até valores de 38,48 U mg™, sugerindo a presenca de outras fosfatases na
fracdo microsomal sensiveis a estes ions (Figura 23. B).

A modulagdo da atividade (Na*, K)-ATPase da fragdo microsomal de tecido
branquial de M. amazonicum por ions magnésio em estagio de desenvolvimento juvenil
| esta representada da Figura 23.C. A atividade da enzima foi estimulada por Mg** em
concentracdes que variam entre 10° a 102 mol L?, em concentracdes saturantes de
ATP, ions potassio e sodio. A estimulacdo maxima dos ions magnésio ocorreu atraves
de uma curva simples de saturacdo que apresentou interacdes cooperativas (ny= 3,5). A
atividade maxima calculada nessas condicées foi de VV=168,35+28,9 U mg™. O valor de
Kos calculado para estimulagdo da atividade (Na*, K*)-ATPase pelos fons Mg®* foi de
0,51+0,09 mmol L™. Foi observada também a presenca de outras ATPases sensiveis aos
fons magnésio que foram estimulados até V=29,09 U mg™ nessa mesma faixa de
concentracdo de magnésio.

A Figura 24.A representa a modulagio da atividade (Na*, K*)-ATPase da fragdo

microsomal de tecido branquial de M. amazonicum pelos ions sodio na fase adulta de
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Figura 22. A modulagio da atividade (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal de

tecido branquial de M. amazonicum pelo ATP.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo MgCl, 5 mmol L™, KCI 20 mmol L™, NaCl 50 mmol L™, NADH 0,2 mg/mL, FEP
1,15 mg/mL, PQ 20U e LDH 78U em um volume final de 1mL. A reacgdo foi iniciada pela
adicdo de 10,71 pg (A) e 12,9 ug (B) de proteina. Os experimentos foram realizados em
duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de branquias. A figura acima
corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de branquias. Insercéo (B e
D): Efeito da concentragdo do ATP sobre a atividade ATPase total na auséncia (e) ¢ atividade
ATPase insensivel a ouabaina (o). Animais adultos (A) e juvenis (C).
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Figura 23. A modulacéo da atividade (Na*, K)-ATPase da fracio microsomal de

tecido branquial de M. amazonicum pelo ion magnésio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo ATP 2 mmol L™, KCI 20 mmol L™, NaCl 50 mmol L™, NADH 0,2 mg/mL, FEP
1,15 mg/mL, PQ 20U e LDH 78U em um volume final de 1mL. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de 10,71 pg (A) e 12,9 ug (B) de proteina. Os experimentos foram realizados em
duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de branquias. A figura acima
corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de branquias. Insercéo (B e
D): Efeito da concentragdo de ions magnésio sobre a atividade ATPase total na auséncia (e)e
atividade ATPase insensivel a ouabaina (o). Animais adultos (A) e juvenis (C).
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desenvolvimento. O aumento da concentragdo dos Na“ entre 10* e 10" mol L*
provocou uma estimulacdo da atividade da enzima, através interacdes sitio-sitio (ny=
1,9). Sob condicdes saturantes de ATP, ions magnésio e potassio, a atividade especifica
méxima determinada foi da ordem de V= 1755+75,1 U mg™, e 0 Kgs de 4,73+0,81
mmol L. A atividade insensivel a ouabaina apresentou estimulagdo com valor de 31,23
U mg™, nessa mesma faixa de concentracio de Mg?*.

A Figura 24.C mostra a modulacio da atividade (Na*, K*)-ATPase da fracio
microsomal de tecido branquial de M. amazonicum pelos ions sédio na fase de
desenvolvimento juvenil I. O aumento da concentracdo dos ions sédio entre valores
compreendidos entre 10™ até 10 mol L™ provocou uma estimulacdo da atividade da
enzima, com resultando em uma curva de saturacdo monofésica que apresentou
interacdes sitio-sitio (ny= 1,3). Em condicdes saturantes de ATP, ions magnésio e
potassio, a atividade especifica maxima determinada foi V=16548+283 U mg™,
apresentando Kos= 4,92+0,84 mmol L™. A atividade insensivel a ouabaina também foi
estimulada nessa mesma faixa de concentragéo até valores VV=43,85 U mg™ sugerindo a
presenca de outras ATPases estimuladas pelos ions sédio.

A figura 25. A representa a modulacio da atividade (Na*, K)-ATPase da fragéo
microsomal de tecido branquial de M. amazonicum pelos ions potassio na fase adulta de
desenvolvimento. O aumento da concentracéo dos fons potéssio entre 10° e 10 mol L™
provocou uma estimulacdo da atividade da enzima, através de uma curva de saturacao
monofasica que apresentou interagdes sitio-sitio (ny= 1,2). Em condi¢des saturantes de
ATP, ions magneésio e sddio, a atividade especifica maxima determinada foi da ordem
de V=171,21473,3 U mg™, e 0 Ko foi de 1,0+0,17 mmol L™. Os fons potassio ndo
estimularam a atividade insensivel a ouabaina, nessa mesma maixa de concentracédo
entretanto, observa-se que mesmo de presenca de ouabaina 3 mmol L™ a preparacéo
apresenta uma atividade basal da ordem de 33,69 U mg™ (Figura 25.B).

A Figura 25.C mostra a modulagdo da atividade (Na*, K*)-ATPase da fracio
microsomal de tecido branquial de M. amazonicum na fase juvenil | pelos ions potassio.
O aumento da concentragdo dos fons potassio entre 10 até 10 mol L™, provocou uma
estimulacdo da atividade da enzima, atraves de uma curva de saturacdo monofasica que
apresentou comportamento michaeliano. Em condi¢des saturantes de ATP, ions
magnésio e sodio, a atividade especifica maxima determinada foi de VV=178,56+30,58 U
mg?, com Kos de 1,30+0,22 mmol L™, Na presenca de 3 mmol L™ a atividade da

preparacdo foi 29,99 U mg™?, ndo tendo sido observada nenhuma estimulacdo dessa
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Figura 24. A modulacéo da atividade (Na*, K)-ATPase da fracio microsomal de

tecido branquial de M. amazonicum pelo ion sédio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo ATP 2 mmol L™, MgCl, 5 mmol L™, KCI 20 mmol L™, NADH 0,2mg/mL, FEP
1,15mg/mL, PQ 20U e LDH 78U em um volume final de 1mL. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de 10,71 pg (A) e 12,9 ug (B) de proteina. Os experimentos foram realizados em
duplicata utilizando-se trés (N=3) homogeneizados de brénquias diferentes. A figura acima
corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de branquias. Insercéo (B e
D): Efeito da concentragdo dos ions sodio sobre a atividade ATPase total na auséncia (®) e
atividade ATPase insensivel a ouabaina (o). Animais adultos (A) e juvenis (C).
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Figura 25. A modulacéo da atividade (Na*, K)-ATPase da fracdo microsomal de
tecido branquial de M. amazonicum pelo ion potassio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tampao TEA 50 mmol L™, pH 7,5,
contendo ATP 2 mmol L*, MgCl, 5 mmol L™, NaCl 50 mmol L™, NAD 1,4 mg/mL, fosfato de
s6dio 1 mmol L?, gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol Lt FGQ 9U e GAFDH 12U em um volume
final de 1mL. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 10,71 ug (A) e 12,9 pg (B) de proteina. Os
experimentos foram realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes
homogeneizados de branquias. A figura acima corresponde a uma curva representativa de um
dos homogeneizados de branquias. Insercéo (B, D): Efeito da concentracdo dos ions potassio
sobre a atividade ATPase total na auséncia (®) e atividade ATPase insensivel a ouabaina (0).
Animais adultos (A) e juvenis (C).
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atividade insensivel a ouabaina nessa mesma faixa de concentracdo. Esses resultados
sugerem que na preparagao ndo estdo presentes outras ATPases estimuladas por K.

A Figura 26.A mostra a modulacio da atividade (Na*, K*)-ATPase da fracio
microsomal de tecido branquial de M. amazonicum na fase adulta de desenvolvimento
pelo ion amdnio. A estimulagdo da atividade enzima pelo ion aménio, em condicoes
saturantes de ATP, ions magneésio e sodio, ocorreu através de uma simples curva de
saturacdo, que apresentou interac@es sitio-sitio (ny=1,9). A atividade especifica maxima
observada nessas condicdes foi da ordem de V= 194,18+63,3 U mg™, e um Kgs de
4,76+2,15 mmol L™. Diferentemente ao observado para a estimulacdo da atividade
insensivel a ouabaina por K*, o aumento da concentragio de ions amonio ndo resultou
em uma estimulacio da atividade (Na', K*)-ATPase insensivel a ouabaina. Nessas
condices foi observada uma atividade basal, de aproximadamente 21,87 U mg™,
independente da concentracdo de ions aménio (Figura 26.B).

A atividade (Na*, K*)-ATPase da fragdo microsomal de tecido branquial de M.
amazonicum na fase de desenvolvimento juvenil | foi modulada pelo ion aménio como
mostrado na Figura 26. C. A estimulacdo da atividade enzima pelo ion amonio, em
condicGes saturantes de ATP, ions magnésio e sddio, ocorreu através de uma simples
curva de saturacdo, que apresentou cinética michaeliana. A atividade especifica méxima
observada nessas condic@es foi de V=205,91+35,26 U mg'l, com Kg5=1,88+0,32 mmol
L. Na presenca de 3 mmol L™ a atividade da preparacdo foi 38,56 U mg™, néo tendo
sido observada nenhuma estimulacdo dessa atividade insensivel a ouabaina nessa
mesma faixa de concentracdo. Esses resultados sugerem que na preparacdo ndo estdo
presentes outras ATPases estimuladas por NH,".

A Figura 27.A mostra o efeito de concentracBes crescentes de ouabaina na
atividade ATPase total nos microsomas de branquias de M. amazonicum na fase adulta
de desenvolvimento. Em concentracfes saturantes de ATP, ions magnésio, potassio e
sodio, a atividade ATPase total foi inibida parcialmente (aproximadamente 61,6%)
através do aumento da concentracio de ouabaina com valores compreendidos entre 107
a 10 mol L. O valor da constante de dissociacdo do complexo enzima-ouabaina (K))
foi 114+2,41 pmol L™ (Figura 27.B).

A Figura 27.C mostra o efeito de concentracdes crescentes de ouabaina na
atividade ATPase total nos microsomas de branquias de M. amazonicum na fase de
desenvolvimento juvenil 1. Em concentragcbes saturantes de ATP, ions magnésio,

potassio e sodio, a inibi¢do da atividade ATPase revelou a presenca de uma Unica curva
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Figura 26. A modulacéo da atividade (Na*, K)-ATPase da fracido microsomal de
tecido branquial de M. amazonicum pelo ion aménio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o TEA 50 mmol LY pH 7,5,
contendo ATP 2 mmol L™, MgCl, 5 mmol L™, NaCl 50 mmol L™, NAD 1,4 mg/mL, fosfato de
s6dio 1 mmol L™, gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol L™, FGQ 9U e GAFDH 12U em um volume
final de 1mL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 10,71 ug (A) e 12,9 pg (B) de proteina. Os
experimentos foram realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes
homogeneizados de branquias. A figura acima corresponde a uma curva representativa de um
dos homogeneizados de branquias. Insercéo (B e D): Efeito da concentracdo dos ions potassio
sobre a atividade ATPase total na auséncia (e) e atividade ATPase insensivel a ouabaina (o).
Animais adultos (A) e juvenis (C).
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Figura 27. Efeito da concentracdo de ouabaina sobre a atividade ATPase total da
fracdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum na presenca de ions
potéssio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo ATP 2 mmol L™, MgCl, 5 mmol L™, NaCl 50 mmol L*, KCI 20 mmol L™,
NADH 0,2 mg/mL, FEP 1,15 mg/mL, PQ 20U e LDH 78U em um volume final de 1mL. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de 10,71 ug (A) e 12,9 ug (B) de proteina. Os experimentos
foram realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de branquias.
A figura acima corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de
branquias. Insercdo (B e D): representacdo de Dixon para determinagdo da constante de
dissociacao (K;) do complexo enzima-inibidor, na qual v, representa a velocidade corrigida para
atividade (Na*, K*)-ATPase. Animais adultos (A) e juvenis (C).
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de inibigdo pela ouabaina. A atividade ATPase total foi inibida cerca de 87% com o
aumento da concentracdo de ouabaina entre 107 a 10 M. A constante de dissociacao
do complexo enzima-ouabaina (K,) calculado foi 91,22+15,62 umol L™

Na presenca de NH," o efeito de concentragdes crescentes do inibidor ouabaina
sobre a atividade ATPase total nos microsomas de branquias de M. amazonicum na fase
adulta de desenvolvimento foi muito similar ao obtido na auséncia desse ions (Figura
28.A). Uma curva monofasica de inibicdo foi obtida em concentracGes saturantes de
ATP, ions magnésio, amonio e sodio. Entretanto, na presenca de ions aménio a enzima
apresentou maior afinidade pelo inibidor ouabaina com K;=57,95+17,04 pmol L™
Nessas condicBes concentracdes de ouabaina da ordem de 3 mmol L™ inibiram
aproximadamente 70% da atividade ATPase foi inibida restando uma atividade basal de
40,5 U mg™.

O efeito de concentragdes crescentes de ouabaina na atividade ATPase total nos
microsomas de branquias de M. amazonicum na fase de desenvolvimento juvenil | na
presenca de amonio esta representado na Figura 28.C. Em concentracfes saturantes de
ATP, ions magnésio, sédio e amonio, a inibicdo da atividade ATPase apenas uma Unica
curva de inibicdo foi observada. A atividade ATPase total foi inibida cerca de 85% e o
valor da constante de dissociacdo do complexo enzima-ouabaina (K;) calculado foi
53,98+9,24 pmol L™.

Concentragdes crescentes de ortovanadato (10° a 10 mol L™) inibiram a
atividade ATPase total dos microsomas de branquias de M. amazonicum na fase adulta
de desenvolvimento como mostrado na Figura 29. A. A constante de inibicdo calculada
foi 0,145+0,01 pmol L™,

A inibicdo da atividade ATPase da fracdo microssomal de tecido branquial de M.
amazonicum em estagio juvenil | de desenvolvimento pelo otovanadato ocorreu esta
mostrada na Figura 29.C. Em concentra¢des saturantes de ATP, ions magnésio, sodio e
potassio, a atividade ATPase foi inibida 72% e a constante de dissociagdo enzima-
inibidor calculada foi 0,21+0,04 pmol L™.

Na tabela 4 estdo apresentados os parametros cinéticos para a modulagdo da
atividade (Na*,K")-ATPase pelos ions magnésio, sodio, potassio e amonio e pelo ATP,
bem como os valores de K; para o inibidor ouabaina na presen¢a dos ions aménio e

potassio também sdo mostrados.
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Figura 28. Efeito da concentracdo de ouabaina sobre a atividade ATPase total da
fracdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum na presenca de ions
amonio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o TEA 50 mmol LY pH 7,5,
contendo ATP 2 mmol L™, MgCl, 5 mmol L™, NaCl 50 mmol L*, NH,CI 50 mmol L™, NAD
1,4 mg/mL, fosfato de sodio 1 mmol L™, gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol L*, FGQ 9U e
GAFDH 12U em um volume final de 1mL. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 10,71 ug (A) e
12,9 nug (B) de proteina. Os experimentos foram realizados em duplicata utilizando-se trés
(N=3) diferentes homogeneizados de brénquias. A figura acima corresponde a uma curva
representativa de um dos homogeneizados de brénquias. Insercdo (B e D): representacdo de
Dixon para determinacdo da constante de dissociacdo (K;) do complexo enzima-inibidor, na
qual v, representa a velocidade corrigida para atividade (Na*, K*)-ATPase. Animais adultos (A)
e juvenis (C).
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Figura 29. Efeito da concentracédo de ortovanadato sobre a atividade ATPase total
da fracdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o Hepes 50 mmol L™, pH
7,5, contendo ATP 2 mmol L™, MgCl, 5 mmol L™, NaCl 50 mmol L*, KCI 20 mmol L™,
NADH 0,2 mg/mL, FEP 1,15 mg/mL, PQ 20U e LDH 78U em um volume final de 1mL. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de 10,71 ug (A) e 12,9 ug (B) de proteina. Os experimentos
foram realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de branquias.
A figura acima corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de
branquias. Insercdo (B e D): representacdo de Dixon para determinagdo da constante de
dissociacdo (K,) do complexo enzima-inibidor, na qual v, representa a velocidade corrigida para
atividade (Na*, K*)-ATPase. Animais adultos (A) e juvenis (C).
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TABELA 4: Parametros cinéticos calculados para a modulacdo da atividade
(Na*,K")-ATPase da fragdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum pelo

ATP, ions magnésio, potassio, soédio e amonio.

Efetor V(U mg™?) Kos (mmol L7 Ny

Adulto Juvenil Adulto  uvenil Adulto Juvenil
ATP 181,8+77,83 189,52+32,45 0,11+0,01 0,14+0,02 1.0 1,0
MqCl, 174,7+74,76 168,35+28,83 0,27+0,05 0,51+0,09 25 3,48
NaCl 175,5+75,12 165,48+28,33 4,73£0,81 4,92+0,84 19 1,2
KCI 171,2+73,28 178,56+30,58 1,00+0,17 1,30£0,22 1,2 1,0
NH,CI 194,2+63,34 205,91+35,26 4,76+2,15 1,88+0,32 19 1,0
Inibidor KiCumol L

Adulto Juvenil

Ortovanadato  0,145+0,01 0,21+0,04
Ouabaina (K" 114,3+2,41  91,22+15,62
Ouabaina 57,95+17,04 53,98+9,24
(NH,")

Como mostrado na Figura 30.A em animais adultos os ions potassio estimularam
a atividade (Na*, K*)-ATPase na presenca de concentracdes fixas de amonio. Observa-
se uma estimulacdo sinergistica da velocidade maxima com valores até 32% maiores
quando comparados a estimulacdo da enzima apenas na presenca do potassio. Em todos
0s experimentos realizados a estimulacdo da enzima ocorreu através de uma curva
simples de saturacdo. Os valores de ny obtidos indicam que a estimulacdo da (Na*, K*)-
ATPase pelo potéssio em baixas concentracdes de amonio ocorreu de acordo com a
cinética michaeliana. Na presenca de concentracdes crescentes de aménio, a afinidade
da enzima pelo K* diminuiu cerca de trés vezes (FIGURA 31.B).

Como mostrado na Figura 30.B os ions potassio estimularam a atividade (Na",
K*)-ATPase na presenca de concentraces fixas de aménio nos microsomas de animais
juvenis. Observa-se que o aumento da concentracio de fons NH,* entre 1 e 10 mmol L™
provoca um aumento da atividade basal pelo deslocamento do K* pelo NH,". Entretanto
em concentracdes saturantes de NH4* ndo ocorre estimulagdo da atividade (Na*, K*)-
ATPase. Os valores de ny aumentam com 0 aumento das concentragdes de NH;"
(FIGURA 31.D).
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Figura 30. A modulacéo da atividade (Na*, K*)-ATPase da fracio microsomal de
tecido branquial de M. amazonicum pelos ions potassio na presenca de ions
amonio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tampao TEA 50 mmol L™, pH 7,5,
contendo ATP 2 mmol L™ e MgCl, 5 mmol L™, NaCl 50 mmol L™, NH,CI 30 mmol L™, NAD
1,4 mg/mL, fosfato de sédio 1 mmol LY gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol Lt FGQ 9U e
GAFDH 12U em um volume final de 1,0 mL. A reacéo foi iniciada pela adi¢do de 9,53 pg de
proteina (A e B). Os experimentos foram realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3)
diferentes homogeneizados de branquias. A figura acima corresponde a uma curva
representativa de um dos homogeneizados de branquias. Atividade (Na®, K)-ATPase na
presenca de (A) 0,3 mmol L™ NH,CI, (o) 0,4 mmol L NH,CI, (o) 1 mmol L™ NH,CI, (V) 2
mmol L™ NH,CI, (<) 3 mmol L™ NH,CI, (w) 5 mmol L NH,CI, (A)10 mmol L NH,CI,
(®) 20 mmol L NH,CI, (<) 30 mmol L™ NH,CI, e (e) na auséncia se NH,Cl. Animais
adultos (A) e juvenis (B).
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Figura 31. Variacdo dos parametros cinéticos obtidos para a modulacdo da
atividade da (Na', K")-ATPase da fracdo microsomal de tecido branquial de M.
amazonicum pelo potéssio na presenca de diferentes concentracdes do ion aménio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tamp&o TEA 50 mmol L™,
pH 7,5, contendo ATP 2 mmol L™ e MgCl, 5 mmol L™, NaCl 50 mmol L™, NH,CI 30 mmol L™,
NAD 1,4 mg/mL, fosfato de s6dio 1 mmol LY gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol Lt FGQ9U e
GAFDH 12U em um volume final de 1,0 mL. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 9,53 ug de
proteina. Todos os parametros obtidos foram de experimentos realizados em duplicata
utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de branquias. Os dados correspondem a

uma curva representativa de um dos homogeneizados de branquias. Animais adultos (A, B e C)
e juvenis (D, Ee F).
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A modulacio da (Na’, K')-ATPase pelos ions amoénio na presenca de
concentragOes fixas de ions potassio em animais adultos estd representada na Figura
32.A. Nessas condicdes também foi observada uma estimulacdo sinergistica da
afinidade (263,35 U mg™). Entretanto com aumento da concentracio do K* a afinidade
da enzima pelo NH," aumentou cerca de 4 vezes (TABELA 5).

Independentemente da concentragdo do K*, a modulagio da enzima pelo NH;"
ocorreu com interacdo sitio-sitio (Figura 33.A, C e TABELA 5).

A modulagdo da (Na*, K)-ATPase em animais juvenis pelos ions aménio na
presenca de concentracOes fixas de ions potassio esta representada na Figura 32.B.
Nessas condi¢es também foi observada uma diminuicéo dos valores de Ko s, € que em
concentragdes saturantes de K* ndo ocorre o deslocamento do NH,4*. Os valores de ny
obtidos permaneceram em torno e 1 (FIGURA 33.D) e a atividade (Na',K")-ATPase
néo apresentou alteragdes sigificativas (FIGURA 33.F).

Na tabela 5 estdo resumidos os parametros cinéticos da estimulagdo da atividade
(Na",K")-ATPase pelos ions potassio e aménio.

O efeito de diversos inibidores sobre a atividade ATPase total e insensivel a
ouabaina € mostrado na Figura 34 e os valores de inibicdo obtidos para na Tabela 6. A
atividade insensivel a ouabaina representa cerca de 37,9% da atividade total. A inibi¢do
de 29% da atividade insensivel ao inibidor ouabaina pelo ortovanadato indica a presenca
de ATPases do tipo P na preparacdo. Uma (Ca®*)-ATPase e uma V-ATPase também
foram identificadas. A FoF1-ATPase é responséavel por 45,85 U mg™, ja que o inibidor
oligomicina e a azida de sodio inibiram a atividade insensivel ouabaina. Também estéo
presentes na preparacdo uma (Na')-ATPase e fosfatases neutras. Nos animais em
estagio juvenil | inibicdo pelo ortovanadato indica que cerca de 12 % das outras enzimas
que estdo presentes na preparacdo sao ATPase tipo P. Também foram identificados uma
FoF1-ATPase, V-ATPase e Ca**-ATPase. A inibicdo pelo &cido etacrinico mais
ouabaina indica a presenca de uma Na’-ATPase como indica a insercio da Figura 24.D.
A estimulacdo observada indica a presenca de uma ATPase sensivel ao sédio na
preparacdo ao contrério do observado na Figura 25.D, a atividade insensivel da enzima
quando modulada pelos ions potéssio apresenta uma reta indicando a auséncia de outras
fosfatases sensiveis aos ions potassio na preparacdo. Fosfatases neutras sao responsaveis

por uma atividade de 12,75+0,7 U mg™.
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Figura 32. A modulacéo da atividade (Na*, K")-ATPase da fracio microsomal de
tecido branquial de M. amazonicum pelos ions amdnio na presenca de ions
potéssio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tampao TEA 50 mmol L™, pH 7,5,
contendo ATP 2 mmol L™ e MgCl, 5 mmol L™, NaCl 50 mmol L™, NH,CI 30 mmol L™, NAD
1,4 mg/mL, fosfato de sédio 1 mmol LY gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol Lt FGQ 9U e
GAFDH 12U em um volume final de 1,0 mL. A reac¢do foi iniciada pela adigdo de 10,71 pg de
proteina (A e B). Os experimentos foram realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3)
diferentes homogeneizados de branquias. A figura acima corresponde a uma curva
representativa de um dos homogeneizados de branquias. Atividade (Na',K')-ATPase na
presenca de () 0,4 mmol L™ KCI, (¥) 0,5 mmol L™* KCI, (V) 2 mmol L™ KCI, (w) 5 mmol
L™ KCI, (A)10 mmol L™ KCI, (®) 20 mmol L™ KCI e () na auséncia se KCI. Animais
adultos (A) e juvenis (B).
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Figura 33. Variacdo dos parametros cinéticos obtidos para a modulacdo da
atividade da (Na', K)-ATPase da fracdo microsomal de tecido branquial de M.

amazonicum pelo aménio na presenca de diferentes concentracdes do ion potéassio.

A atividade da enzima foi medida continuamente a 25° C, em tampao TEA 50 mmol L™, pH 7,5,
contendo ATP 2 mmol L™ e MgCl, 5 mmol L™, NaCl 50 mmol L™, NH,CI 30 mmol L, NAD
1,4 mg/mL, fosfato de sédio 1 mmol LY gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol Lt FGQ 9U e
GAFDH 12U em um volume final de 1,0 mL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 10,71 pg de
proteina. Todos os parametros obtidos foram de experimentos realizados em duplicata
utilizando-se trés (N=3) diferentes homogeneizados de branquias. Os dados correspondem a
uma curva representativa de um dos homogeneizados de branquias. Animais adultos (A, B e C)
e juvenis (D, Ee F).

65



TABELA 5. Parametros cinéticos calculados para a modulagdo da atividade (Na*, K*)-ATPase da fragdo microsomal de tecido branquial

de M. amazonicum pelos ions potassio e aménio.

[K'] [NH,] Vi Kos A VK
(mmol L'l) (mmol L'l) Adulto Juvenil Adulto Juvenil Adulto  Juvenil Adulto  Juvenil
Variavel 0 169,9+71 .4 178,4+30,6 1,00+0,17 1,29+0,22 1,6 1,0 817,10 122,2
Variavel 0,3 - 203,8+29,7 - 1,03+0,18 - 1,3 - 785,9
Variavel 1 - 206,0+27,4 - 3,90+0,67 - 2,1 - 80,3

Variavel 200,3+84,1 - 1,61+0,28 - 1,0 - 426,90 -
Variavel 219,7+92,3 - 1,60+0,29 - 1,0 - 430,25 -
Variavel 230,9497,0 204,5+28,5 2,28+0,40 2,67+0,46 1,4 2,8 276,40 73,2
Variavel 10 250,1+105,0 203,6+29,6 3,85+0,64 2,50+0,43 1,3 2,1 124,20 80,3
Variavel 30 - 205,4+28,1 - - - - - -
0 Variavel 193,4+62,2 205,9+35,3 4,76+2,15 1,87+0,32 1,8 1,0 149,38 83,0
0,4 Variavel - 207,1+30,0 - 1,06+0,18 - 1,2 - 480,8
0,5 Variavel 214,1+70,0 - 3,96+1,80 - 2,1 - 128,28 -
2 Variavel 215,4+69,4 202,7£29,5 2.13+0,96 0,90+0,15 2.0 1,7 142,03 325,6
5 Variavel 240,1+77,3 219,7+30,7 1,62+0,73 1,59+0,27 2.2 15 187,84 75,8
10 Variavel - 218,1+30,4 - 0,77+0,13 - 1,3 - 102,6
20 Variavel 263,4+84,8 217,5+29,6 1,40+0,63 - 2,2 - 188,50 -
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TABELA 6. Efeito de diversos inibidores sobre a atividade ATPase da fragdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum em

estagio adulto de desenvolvimento.

V(UmgY) Atividade residual (%) V(Umg™")  Atividade residual (%)
Inibidor
Adulto Juvenil

Controle 157,3+3,2 100 221,64+3,2 100
Ouabaina (3 mmol L™ 33,45+1,3 21,3 84,07+1,5 37,9
Ortovanadato (0,03 mmol L™) 21,33+3,2 13,6 73,3740,3 33,10
Ouabaina (3 mmol L) + Etanol (10 pL) 32,8+1,0 20,8 87,1320,4 39,31
Ouabaina (3 mmol L™*) + DMSO (20 pL) 34,040,9 21,6 72,5404 32,71
Ouabaina (3 mmol L) + Ortovanadato (0,03 mmol L™) 10,91+0,3 12,7 64.2+0,2 290
Ouabaina (3 mmol L) + Oligomicina (1pg/mL) 13,5442 1 8,6 4127425 18,62
Ouabaina (3 mmol L™ + Tapsigargina(0,5 pmol L™) 10,35+0,7 6.6 45,86+1.4 20,69
Ouabaina (3 mmol L™) + Bafilomicina (0,4 pmol L™) 13,02+1.,6 8.3 53,5+0,72 24,14
Ouabaina (3 mmol L™ + Acido Etacrinico (2 mmol L™) 24.69+0.2 15.7 7.64+0 80 345
Ouabaina (3 mmol L) + Teofilina (5 mmol L™) 12.75+0,7 8.1 29 04+2,3 13.1
Ouabaina (3 mmol L™) + Aurovertina (0,1 mmol L™) 13,03.6 8.6 ) ]

Ouabaina (3 mmol L) + Azida de sédio (0,1 mmol L) i - 20,043,1 9,02
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Figura 34. Efeito de diversos inibidores sobre a atividade ATPase da fragdo

microsomal de tecido branquial de M. amazonicum.

A atividade da fragdo microsomal foi medida continuamente a 25° C, em tampdo Hepes 50
mmol L™, pH 7,5, contendo ATP 2 mmol L™, MgCl, 5 mmol L™, KCI 20 mmol L™, NADH
0,2mg/mL, FEP 1,15mg/mL, PQ 20U e LDH 78U em um volume final de 1mL. A reacéo foi
iniciada pela adicdo de 10,71 pg (A) e 12,9 ug (B) de proteina. Os experimentos foram
realizados em duplicata utilizando-se trés (N=3) homogeneizados de branquias diferentes.
APTase total (.); Atividade residual relativa aos inibidores ( ); Atividade ATPase
contaminante (M) e Atividade (Na*, K")-ATPase (). Ctl: controle, Oua: Ouabaina, Van:
ortovanadato, Eta: A&cido etacrinico, Oli: oligomicina, DMSO: dimetilsulfoxido, Tap:
tapsigargina, Baf: bafilomicina, Teo: teofilina e Auro: aurovertina. Animais adultos (A) e
juvenis (B).
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5.0 DISCUSSAO

Camardes do género Macrobrachium apresentam diferentes graus de
dependéncia a &gua salgada. Em varias espécies, 0s primeiros estagios larvais
planctonicos sdo dependentes da agua salobra para a sobrevivéncia, ao contrario dos
mais velhos pos-larvas, juvenis e adultos, que vivem exclusivamente em agua doce. O
camardo M. amazonicum é um invasor recente do ambiente de agua doce, uma
evidéncia é que os estagios larvais de seu desenvolvimento ocorrem em agua salgada
(Magalhées, 1985; Moreira et al., 1986). A evolucdo de varios processos permitiu a
adaptacdo destes animais ao ambiente dulcicola, entre eles a osmorregulacdo. Varios
estudos indicam o envolvimento da (Na*, K*)-ATPase nos processos osmorregulatorios
dos crustaceos aquéticos, sendo que o estudo da (Na',K")-ATPase branquial é
fundamental para uma melhor compreensao destes processos nestes animais (Péqueux,
1995; Weihrauch et al 1999; Lovett et al., 2001; Lucu & Towle, 2003). Considerando
que durante seu ciclo de vida estes animais migram entre ambientes de diferentes
salinidades, a adaptacdo osmotica destes animais através do surgimento de mecanismos
osmorregulatérios é essencial para sua sobrevivéncia nestes diferentes habitats
(Charmantier et al., 2001).

5.1 Dosagem de ions e osmolalidade da hemolinfa

A eficiéncia da capacidade osmorregulatoria, necessaria para manter uma alta
concentracdo osmotica da hemolinfa, é fundamental para a colonizagdo do habitat de
agua doce. A dosagem da osmolalidade da hemolinfa dos animais adultos de M.
amazonicum foi de 326,71+20,73 mOsm/kg valor muito semelhante ao obtido para M.
nipponense (330 mOsm/kg,) e M. olfersii (336,24 mOsm/kg) (Freire et al., 2003;
Wang et al., 2004). Valores obtidos para outras espécies de agua doce do género
Macrobrachium apresentaram aumento de 1,2 vezes em relacdo a M. amazonicum de
populacdes selvagens (403 mOsm/kg,), e M. tuxtlaense (406,6 mOsm/kg,), cerca de 1,3
vezes maior para M. brasiliense (412 mOsm/kg,), e M. potiuna (418 mOsm/kg), 1,4
vezes maior para M. rosenbergii (440 mOsm/kg,), e 1,6 vezes maior (515 mOsm/kg)
em relacdo ao M. australiense (Mantel & Farmer, 1983; Freire et al., 2003; Ordiano et
al., 2005; Augusto et al.,, 2007; Wilder et al.,, 2009). Camarbes do género
Macrobrachium tém inGmeras caracteristicas biologicas que sugerem a invasao recente

do ambiente de &gua doce, como alta osmolalidade da hemolinfa. Aparentemente, a
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adaptacdo funcional destes animais ainda € um processo continuo, apresentando
espécies que adotam diferentes estratégias fisioldgicas para lidar com um meio diluido
(McNamara, 1987; Freire et al., 2003).

A concentracdo de Na’ estimada na hemolinfa de espécies do género
Macrobrachium apresenta um ampla variagdo. Para animais adultos de M. amazonicum
da populacdo em estudo o valor obtido foi de 201,64 mmol L™ contudo, populactes
selvagens de M. amazonicum apresentaram uma diminuicéo de 1,7 vezes (119 mmol L’
1) na concentragdo de Na* na hemolinfa (Augusto et al., 2007), enquanto que M .olfersii
apresentou uma diminuico de 1,3 vezes (145,4 mmol L™), e M. brasiliense (163 mmol
L™Y) um valor 1,2 vezes menor em relacdo a populagdo em estudo (Freire et al., 2003), e
curiosamente a concentracdo de Na™ observada para a hemolinfa de M. australiense
(260 mmol L™) apresentou um aumento de 1,3 vezes (Mantel & Farmer, 1983). Para
hemolinfa de M. rosenbergii (Cheng et al., 2003; Wilder et al., 2009; ) e M. acanthurus
(Foster, 2006) medidas similares foram encontradas.

A hemolinfa de M. amazonicum em estadgio adulto de desenvolvimento
apresentou uma concentracdo de CI” de 208,0+0,011 mmol L™, valor muito similar ao
encontrado para M. rosembergii 207+3,6 mmol L™ (Wilder et al., 2009), enquanto que,
animais de populacdes selvagens (149,6+14 mmol L™) de M. amazonicum, M.
australiense e M. olfersii apresentaram valor 1,4 vezes menor (Mantel & Farmer, 1983;
Freire et al., 2003; Santos et al., 2007). Os valores obtidos para M. potiuna e M.
brasiliense foram 1,3 vezes menores (Freire et al., 2003).

O valor de concentragdo dos fons Ca?* (14,29 mmol L) para os animais adultos
de M. amazonicum é similar ao obtido para M. olfersii (11 mmol L™) em agua doce
(McNamara et al., 1990). J& o valor encontrado para M. rosenbergii foi 1,9 vezes maior
(Greenaway, 1985; Wilder et al., 2009) e para M. acanthurus (Foster, 2006). Para outras
espécies de crustaceos em agua doce, valores para concentragdo dos fons Ca®* da
mesma ordem de grandeza foram encontrados (Mantel & Farmer, 1983; Greenaway,
1985).

O valor de concentracdo dos ions K na hemolinfa de animais adultos de M.
amazonicum de 9,89 mmol L™ foi maior em relac&o a alguns palaemonideos, como em
M. rosenbergii (Wilder et al., 2009) com uma concentracdo de K* 2,6 vezes menor e em
M. olfersii (McNamara et al., 1990), que apresentou uma diminuicdo de 2 vezes na
concentracdo de K* na hemolinfa. Outras espécies de crustaceos de agua doce como P.

zealandicus, A. astacus, A. pallipes, P. leniusculus, O. limosus, S. africanus e S.
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hydrodroma também apresentaram valores menores de concentracdo de K (Mantel &
Farmer, 1983). Ja para P. niloticus, valores similares foram encontrados (Mantel &
Farmer, 1983).

Para 0 Mg?*, a concentragdo encontrada na hemolinfa dos animais adultos de M.
amazonicum de 1,6 mmol L™ foi 1,3 vezes menor em relagdo ao encontrado em M.
olfersii e M. acanthurus (McNamara et al., 1990; Foster, 2006) e 2 vezes menor em M.
rosenbergii (Wilder et al., 2009). Para outras espécies de crustaceos de agua doce, 0s

valores encontrados variaram de 0,5 a 10 mmol L™ (Mantel & Farmer, 1983).

5.2 Caracterizagao da fragcdo microsomal

A eletroforese desnaturante das fraces microsomais de animais adultos e
juvenis de M. amazonicum cultivados revelou a presenca de varias bandas protéicas,
mas a andlise de western blotting com anticorpo monoclonal para a subunidade o da
(Na*, K")-ATPase de aves, revelou a presenca de uma Unica banda imunoespecifica
com Mr de 105 kDa. FragGes microsomais do tecido branquial de M. amazonicum
(populacdes selvagens), M. olfersii, C. vittatus, C. ornatus e C. Danae submetidas a
western blotting com anticorpo monoclonal para a subunidade o revelou também a
presenca de uma banda imunoespecifica com Mr préximos aos valores obtidos para 0s
estagios de M. amazonicum estudados (Masui et al., 2002; Furriel et al., 2000; Garcon et
al., 2007; Gongalves et al., 2007; Santos et al., 2007). Para todos os estagios de
desenvolvimento estudados a mesma quantidade de proteina foi aplicada (160 pg), mas
as marcagdes apresentaram intensidades diferentes, sugerindo que durante o
desenvolvimento do animal podem ocorrer mudancgas quantitativas na expressao da
enzima. Estas mudancas tém sido relatadas para animais aclimatados quando
comparados a animais recém capturados como populacdes selvagens de M. amazonicum
e C. ornatus (Belli et al., 2009; Garcon et al., 2009). Alguns estudos tém utilizado a
técnica de PCR para investigar mudancas quantitativas na expressio da (Na*, K*)-
ATPase em diferentes tecidos ou em branquias de crustaceos submetidos a aclimatacao
(Towle & Weihrauch, 2001; Lucu & Towle, 2003; Lovett et al., 2006; Jayasundara et
al., 2007), mas estudos utilizando diferentes estagios ontogenéticos destes crustaceos

ainda ndo foram realizados.
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5.3 Caracterizagdo da atividade K*-Fosfatase

A centrifugacdo da fracdo microsomal de tecido branquial de M. amazonicum
apresentou dois picos para animais adultos e juvenis I. O perfil observado para estes
animais que sdo habitantes da agua doce foi muito semelhante ao obtido para animais
adultos de populacGes selvagens aclimatados a 21S (Belli et al., 2009), esta semelhanca
pode indicar que embora os animais adultos e juvenis desta populagdo estejam na agua
doce apresentam caracteristicas dos estagios ancestrais onde viveram na agua salgada.
Os dois picos encontrados para 0s estagios ontegenéticos estudados indicam que a (Na”,
K*)-ATPase esta distribuida na membrana em fraces de diferentes densidades onde, a
fracdo menos densa apresenta a maior percentagem da atividade K*-Fosfatase. Para o
camardo decapode M. olfersii (Furriel et al., 2001; Mendonca et al., 2007) animais em
agua doce apresentaram um pico de atividade K'-Fosfatase enquanto animais
aclimatados a 21 S apresentaram dois picos protéicos. Semelhante ao observado para
populagdes selvagens de M. amazonicum e adultos de M. olfersi o siri C. danae
apresentou um Unico pico para atividade K'-Fosfatase com densidade semelhante ao
encontrado para a populacdo de M. amazoniucm em estudo (Masui et al., 2003; Masui et
al., 2005).

O mecanismo pelo qual ocorre a hidrélise do p-nitrofenilfosfato (pNFF) pela
(Na", K")-ATPase ainda nio é bem conhecido (Gatto et al., 2007). Possivelmente o
pPNFF se liga a conformacdo E, da enzima, mas a fosforilacdo da enzima neste processo
é controversa mesmo que ocorra a ligacao dos ions potassio tanto na atividade pNFFase
quanto na fosforilagdo, enquanto os fons K" extracelulares estimulam a desfosforilacdo
E-P os ions K intracelulares estimulam a atividade pNFFase, ou seja o ion se liga em
lados diferentes nos nestes dois casos. A afinidade da enzima pelo pNFF foi muito
préximas para animais juvenis e adultos de M. amazonicum, sendo observados valores
semelhantes para M. olfersii recém capturado, aclimatado a 21S, e populagdes selvagens
de M. amazonicum recém capturado e aclimatado, C. danae recém capturado e
aclimatado (Furriel et al., 2001; Masui et al., 2003; Masui et al., 2005; Mendonca et al.,
2007; Belli et al., 2009). Os valores de atividade maxima observados para animais
adultos foram de 1,9 vezes menores quando comparados a animais de populacdes
selvagens (Belli et al., 2009), valores maiores de atividade também foram relatados para
outros crustaceos. Quando comparados aos animais juvenis o0s animais adultos
apresentaram maior velocidade para a hidrolise do pNFF, sendo que os dois estagios

apresentaram um comportamento cooperativo com curvas simples de saturacao.
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Ushimaru e Fukushima (2007) confirmaram que a Ca**ATPase é fosforilada
pelo pNFF durante o ciclo catalitico e embora a fofoforilagdo ocorra com uma
velocidade menor quando comparada ao ATP uma quantidade de fosfoenzima cerca de
1,5 vezes maior foi formada. Estudos realizados por Strugatsk e colaboradores (2005)
indicam que a (Na*, K*)-ATPase apresenta dois sitios para o fons Mg?* sendo que um
destes sitios pode ser essencial para a atividade pNFFase (Gatto et al., 2007). A
estimulacdo da atividade K*-Fosfatase pelos ions magnésio ocorreu através de cinética
cooperativa em ambos os estagios de desenvolvimento estudados, com valores de
velocidade méaxima e afinidade muito préximos que também foram relatados para
outros crustaceos (Furriel et al., 2001; Masui et al., 2003; Masui et al., 2005; Mendonga
et al., 2007; Belli et al., 2009).

A afinidade da K'-Fosfatase para os fons potassio de diversos crustaceos
apresentam valores entre 1,3-3,6 mmol L™ (Furriel et al., 2001; Masui et al., 2003;
Masui et al., 2005; Mendonca et al., 2007; Belli et al., 2009), para a populagdo de M.
amazonicum em estudo os valores observados sdo proximos aqueles determinados para
outros crustaceos. A K'-Fosfatase de animais adultos transportou ions potéassio com
valores de velocidade méxima 1,3 vezes maiores em relacdo aos animais juvenis
apresentando um perfil crescente nos valores de afinidade durantes os estagios juvenil I,
juvenil 1l e adulto (TABELA 7).

Como mencionado anteriormente o camardo M. amazonicum é uma espécie com
grande potencial para o cultivo (Maciel & Valenti, 2009) e um conhecido fator limitante
na aquicultura é o aumento da excre¢do de compostos nitrogenados principalmente
amonia e nitrato (Kir et al 2004; Lin et al., 2001). Nestes sistemas a concentracdo de
amonia aumenta exponencialmente com o tempo e seu acimulo leva a uma diminuicéo
no crescimento, aumento do consumo de oxigénio, alteracdo das concentracGes de
aminocidos livres e proteinas da hemolinfa e aumento da mortalidade (Kir et al., 2004).
Em solucéo, a aménia esta presente na forma livre (NH3) e ionizada (NH,") sendo que o
pH do meio é determinante na proporgdo (NHs/NH;") e no pH bioldgico mais de 90%
esta na forma de NH;" (Weihrauch et al., 2004; Pagliarani et al., 2007). Sabe-se que 0
NH4" pode substituir os fons K* no co-transporte de ions Na* na enzima (Na*, K*)-
ATPase (Weihrauch et al., 2004), deste modo o efeito do ions amonio sobre a atividade
(Na*, K")-ATPase pode constituir um importante mecanismo de excrecdo destes

compostos e sua compreensdo contribuir na otimizacao do cultivo desta espécie.

73



A modulagdo da atividade K'-Fosfatase da (Na’, K*)-ATPase pelos fons
K*/NH," foi relatada para Dilocarcinus pagei, M. olfersii, C. ornatus (Gargon, 2007;
Furriel et al., 2001; Firmino, 2009) e populacdes selvagens de M. amazonicum néo
apresentaram estimulagio sinergistica da K*-Fosfatase pelos ions K*/NH,*. Os animais
adultos e juvenis da populacdo em estudo apresentaram modulagdo da afinidade K-
Fosfatase pelos ions potdssio e amoénio. Para a estimulacdo da enzima pelos ions
potassio na presenca de concentracBes crescentes de ions amoénio animais adultos
apresentaram uma diminuicdo da afinidade em até 2,8 vezes, enquanto para animais
juvenis ocorreu um aumento de até 3,8 vezes, este comportamento indica que enquanto
nos animais juvenis na presenca de 10 mmol L™ de amdnio a enzima transporta fons K*
com maior velocidade e afinidade nos adultos ela transporta K* com maior velocidade,
porém menor afinidade. Este comportamento divergente indica que mudancas
conformacionais da enzima podem ocorrer durante o desenvolvimento do animal
levando a alteracdes na afinidade na presenca destes ions. Para a estimulacdo da enzima
pelos ions aménio na presenca de diferentes concentracdes de ions potassio o
comportamento observado foi semelhante onde em concentrac@es crescentes de potassio
a afinidade da enzima pelos ions aménio aumenta em 3,7 vezes em animais adultos e
2,7 vezes em animais juvenis. A modulacio observada pelos ions NH3*/K* sobre a K*-
Fosfatase foi apenas da afinidade sendo que incrementos da velocidade maxima com o
aumento da concentracdo ndo foram observados, embora na presenca dos dois ions a
K*-Fosfatase apresentou velocidade méaxima 10% maior em relacdo a estimulacdo da
enzima pelos ions sozinhos.

Os fons Na’ inibem a atividade K'-Fosfatase, possivelmente pela competicio
juntamente com os fons K" pelos sitios de transporte. Como relatado anteriormente os
ions potassio intracelulares estimulam a atividade pNFFase, logo os ions potassio
ativam a K*-Fosfatase através dos sitios citoplasmaticos onde os fons sodio se ligariam,
desta forma na presenca de ambos os ions ocorre uma inibicdo da atividade K-
Fosfatase, pela competicdo dos dois ions por este sitio citosélico (Mendonca et al.,
2007). Para a inibicdo da atividade K*-Fosfatase de animais juvenis foi necessaria uma
concentragio de fons Na* 40% maior em relacdo a enzima de animais adultos. A
constante de dissociacdo do complexo enzima-inibidor foi 1,5 vezes maior em animais
adultos, indicando que a enzima de animais juvenis tem maior afinidade pelos fons Na™.

A atividade pNFFase foi inibida em até 81% pela ouabaina, confirmando que a

atividade caracterizada foi a K'-Fosfatase da (Na', K*)-ATPase. A inibi¢do ocorreu
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TABELA 7. Parametros cinéticos para estimulagdo da atividade K'-Fosfatase pelos fons magnésio, sddio, potassio, amonio,

PNFF e inibicdo pela ouabaina nas fracfes microsomais de branquias de M. amazonicum em trés diferentes fases de

desenvolvimento.

V (Umg?) Kos(mmol L™ Ny
Efetor - - -
Juvenil | Juvenil 11 Adulto Juvenil | Juvenil 1l Adulto Juvenil I Juvenil 1l Adulto
PNFF 71,27+1,15 98,92 82,69+2,34 1,45+0,28 1,16 1,52+0,44 1,2 1,3 15
Mgz+ 73,04+0,18 103,6 84,50+3,07 1,07+0,48 1,04 1,09+0,16 14 1,8 2,0
K* 65,68+7,20 99,37 85,80+1,27 1,77+0,21 1,86 1,91+0,81 2,0 2,0 1,9
NH,* 65,72+0,01 102,1 99,38+14,00 9,40+3,25 7,89 9,16+1,76 2,0 2,4 1,7
Ki (mmol L™
Inibidor -
Juvenil | Juvenil 11 Adulto
Na* 6,67+0,13 - 9,82+2.70
Ouabaina(K™) 0,142+0,57 0,105 0,156+16,26
Ouabaina(NH,") 0,117+0,83 - 0,047+13,00

*Masui, D. C. (comunicacgéo pessoal)
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através de uma curva simples com valores de afinidade muito semelhantes para animais
adultos e juvenis desta populagdo. Na presenca de ions am6nio ocorreu um aumento da
afinidade de até 3,3 vezes. Comportamentos semelhantes foram relatados para

populacgdes selvagens de M. amazonicum (Beli et al., 2009).

5.4 Caracterizagdo da atividade (Na*, K*)-ATPase

Um gradiente em densidade de sacarose da fragdo microsomal de M.
amazonicum em estagio adulto de desenvolvimento em relacio a atividade (Na*, K*)-
ATPase revelou a presenca de dois picos protéicos semelhante ao obtido para animais
em estagio juvenil de desenvolvimento. O pico | esta localizado entre 20-35% de
sacarose em ambos 0s estagios de desenvolvimento, com um valor maximo de atividade
(Na*, K")-ATPase da ordem de 14 U mL™. Este pico | observado para adultos e juvenis
cultivados apresenta densidade préxima ao pico Unico encontrado em animais adultos
de populagtes selvagens de M. amazonicum (Santos et al., 2007). O pico Il observado
para animais adultos e juvenis cultivados esta localizado em fracdes mais densas (35-
45%) ndo foi observado para animais adultos de populacbes selvagens. Resultados
similares com a presenca de um pico de atividade (Na*, K*)-ATPase entre 20-35% de
sacarose foram obtidos para M. olfersii, Clibanarius vittatus, C. ornatus e C. Danae
(Masui et al., 2002; Furriel et al., 2000; Garc¢on et al., 2007; Gongalves et al., 2007). A
inibicdo da atividade ATPase nos dois estagios estudados indica a presenca de ATPases
e/ou fosfatases em ambas as prepara¢fes microsomais. O perfil observado para animais
adultos e juvenis € muito semelhante indicando que durante estes dois estagios
ontogenéticos ocorrem poucas alteracGes na distribuicdo da enzima na membrana
celular, onde o pico | esta distribuido de forma quase idéntica nos dois estagios de
desenvolvimento localizado em fragcbes menos densas indicando que a enzima esta
presente em fracfes homogéneas da membrana celular, enquanto o pico Il para o estagio
adulto apresenta alta atividade insensivel a ouabaina, para o estagio juvenil I a (Na,
K*)-ATPase é responsavel por praticamente toda a atividade.

A atividade (Na*, K*)-ATPase nos animais adultos de M. amazonicum cultivado
apresentou um dnico sitio para hidrélise do ATP (Ky=0,11+0,007 mmol L)
semelhante a animais em estégio juvenil (Ky=0,14+0,02 mmol L™). Resultados obtidos
para a modulagdo pelo ATP em populagdes selvagens de M. amazonicum na fase adulta,
apresentaram dois sitios para a ligacdo do ATP um de alta e outro de baixa afinidade
com Kyn=0,0042 mmol L™ e 0,144 mmol L™ respectivamente (Santos et al., 2007). O
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valor de Ky obtido para a hidrélise do ATP para M. amazonicum em estagio adulto e
juvenil é muito parecido com Ky, obtido para adultos de populacgdes selvagens e adultos
de M. olfersii (Furriel et al., 2000; Santos et al., 2007). O coeficiente de Hill para a
modulacio da (Na', K')-ATPase pelo ATP em todos os estigios ontogenéticos
estudados apresentou valor igual a um, indicando comportamento michaeliano. Estes
resultados indicam que a afinidade da (Na', K')-ATPase para o ATP entre estas
diferentes espécies do género Macrobrachium € muito similar. Observa-se também
uma semelhanca entre os valores de V nos estagios adulto (181,84+77,83 U mg™) e
juvenil para animais cultivados (189,52+32,45 U mg™) o que indica que ndo ocorrem
mudancas significativas em relacdo a hidrdlise do ATP pela (Na*, K*)-ATPase entre
estes dois estagios de desenvolvimento.

Os estagios ontogenéticos do camardo Macrobrachium rosembergii foram
investigados quanto a atividade (Na', K")-ATPase, sendo observado um aumento
progressivo da atividade (Na®, K')-ATPase nos primeiros estagios larvais de
desenvolvimento (0,7-70 U mg™), seguidos de uma continua diminuicdo até os Gltimos
estagios onde permanece relativamente constante, sendo de 21-26 U mg™ para p6s-
larvas e 25 U mg™ para animais adultos. Este comportamento foi atribuido a transic&o
do animal da &gua salobra (12 S) para agua doce nos estagios iniciais, sendo também
uma compensacdo osmotica (Wilder et al., 2000; Wilder et al., 2001; Huong et al.,
2004).

ltuarte e colaboradores (2008) relataram variagGes da atividade da (Na®, K*)-
ATPase presente nas branquias do camardo carideo Palaemonetes argentinus durante a
ontogénese. A atividade da enzima apresentou um perfil crescente no estagio
embrionario atingindo um valor maximo nos embribes tardios com valores entre 140-
230 U mg™, seguindo de um dedrécimo nos estagios posteriores chegando até metade
destes valores na fase adulta 36-102 U mg™. Esta espécie apresenta um ciclo de vida
semelhante a popula¢do de M. amazonicum em estudo. Sendo um invasor recente dos
ambientes de agua doce, as larvas desta espécie necessitam de agua salobra (5 a 15 S)
para completar seu desenvolvimento e a atividade da enzima nos estagios finais
permanece relativamente constante.

A atividade da (Na*, K*)-ATPase do camardo decapode Penaeus japonicus nos
estagios larvais e pos larvais foi caracterizada por Bouaricha e colaboradores (1991). A
atividade da enzima nos estagios larvais foi medida a partir de homogeneizados do

corpo inteiro com valores de 3-105 U mg™, apresentando um aumento nos estagios pos-
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larvais 118-168 U mg™ onde a atividade foi medida a partir de homogeneizados do
cefalotérax dos animais. A atividade (Na®, K*)-ATPase branquial de animais adultos
apresentou valores de 173 U mg™. Esta caracterizacdo apresenta o mesmo perfil
relatado anteriormente onde a atividade (Na‘', K")-ATPase nos estagios finais
permanece relativamente constante.

Similarmente a atividade (Na*, K*)-ATPase obtida a partir de homogeneizados
do cefalotorax de larvas e pos-larvas da lagosta Homarus gammarus apresentou um
perfil crescente, sendo de 47 a 50 U mg™ nos estégios larvais e 53 U mg™ nos estagios
pos-larvais (Thuet et al., 1988).

A investigacdo da atividade (Na*, K*)-ATPase durante a ontogénese de algumas
espécies de crustaceos indicam que estes animais apresentam uma elevada atividade
(Na", K")-ATPase durante a fase embrionaria sendo que esta atividade decresce nos
estagios larval e adulto (Felder et al., 1986; Wilder et al., 2001; Taylor & Seneviratna,
2005). Os resultados para a variacido da atividade (Na', K*)-ATPase nos ultimos
estagios ontogenéticos de M. amazonicum como mostrado na Tabela 11 sdo similares
aos resultados obtidos para outros crustaceos, sugerindo que um aumento da atividade
(Na*, K)-ATPase ocorreria nos estagios iniciais para compensar mudancas osmoticas
no ambiente, quando os animais migram de &guas salobras para agua doce, e uma
diminuicdo da atividade (Na®, K*)-ATPase nos Gltimos estagios de desenvolvimento
estaria relacionada a estabilizacdo do animal neste ambiente.

Mudangcas nos pardmetros cinéticos da (Na*, K*)-ATPase em diferentes estagios
de desenvolvimento podem estar relacionadas com diferentes niveis de expressao e
localizacdo da enzima durante a ontogénese. Animais que migram entre diferentes
ambientes durante seu ciclo de vida, enfrentam diferentes condicGes que exigem
adaptacOes fisiologicas que podem ser refletidas na localizacdo, expressdo e atividade
da (Na", K)-ATPase.

A expressdo da (Na*, K)-ATPase durante a ontogénese do caranguejo Eriocheir
sinensis foi estudada por Cieluch e colaboradores (2007). A imunolocalizagdo da
enzima durante o desenvolvimento do animal revelou que nos primeiros estagios larvais
(zoea I-111) a enzima esta localizada no branquiostegitos, no ultimo estagio larval (zoea
V) a expressdo da enzima ndo foi detectada nos branquiostegitos ou nas branquias
posteriores reaparacendo no primeiro estagio juvenil (megalopoda) nas branquias
posteriores onde permanece até a fase adulta. Uma mudanca na capacidade

osmorregulatdria do animal também foi determinada entre a fase zoea V e megalopoda
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onde o animal que inicialmente possui capacidade moderada de hiper-isorregular sua
hemolinfa torna-se um hiper-hiporregulador forte sendo também neste periodo que
ocorre a transi¢do do animal do ambiente marinho para o estuarino.

Os ions magnésio sdo essenciais para a atividade (Na*, K")-ATPase, ja que
ligando-se a enzima levam a alteracBes conformacionais necessarias para torna-la ativa
(Rossi et al., 1978; Glyn, 1985). Os ions magnésio apresentaram V=168,35+28,83 U
mg*, valor muito préximo ao encontrado para animais juvenis Il e adultos coletados de
M. amazonicum (TABELA 8). Os valores de afinidade da (Na', K*)-ATPase para
animais em estagio juvenil |1 e 11 foram iguais a 0,51 mmol L™ enquanto os animais
adultos apresentaram maior afinidade para os ions magnésio com valor de 0,27+0,05
mmol L. Estes resultados indicam que nesta populagdo a afinidade da enzima para o
Mg®* sofre alteracdes quando o animal passa do estagio juvenil para o estagio adulto.
Sabendo-se que os estagios larvais ocorrem em &gua salobra e os estagios finais em
agua doce um aumento na afinidade da enzima pelos ions magnésio durante a
ontogénese pode estar relacionado a transicdo do animal entre estes dois ambientes,
indicando que no estagio adulto para trabalhar com a mesma velocidade especifica a
enzima precisa aumentar sua afinidade em aproximadamente duas vezes. Os animais em
estagio adulto de populacdes selvagens apresentaram um Ko s de 0,79 mmol L™ (Santos
et al., 2007) indicando que a (Na", K)-ATPase branquial desta popula¢do apresenta
menor afinidade para o Mg®* em relacdo aos animais cultivados. Os valores de n
obtidos indicam que a estimulacdo da enzima pelos ions magnésio ocorre através de
uma cinética cooperativa em todos os estagios ontogenéticos estudados.

A afinidade da (Na", K*)-ATPase de camardes de agua doce pelos ions sodio
apresenta valores entre 5,0-6,0 mmol L™ (Furriel et al., 2000; Wilder et al., 2000;
Santos et al., 2007) similares aquele obtido para juvenis | de M. amazonicum de
4,92+0,84 mmol L™. Alguns crustaceos também apresentam valores proximos para Kos
como Xiphopenaeus kroyeri, C. danae, C. ornatus e C. vittatus (Masui et al., 2002;
Leone et al., 2005a). Os pardmetros em relacdo a modulacio da (Na*, K*)-ATPase
branquial para os estagios de desenvolvimento juvenil I, Il e adulto indicam que a
enzima transporta ions sodio com afinidade e velocidade especifica relativamente
constantes durantes estes estagios ontogeneéticos.

Estimulada por fons potassio a (Na®, K*)-ATPase apresentou Ky=1,3+0,22
mmol L para M. amazonicum coletado em estagio juvenil | este valor é semelhante a

afinidade de alguns crustaceos para os fons potéassio, que varia de 0,8-2,4 mmol L*
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(Masui et al., 2003; Gargon et al., 2007; Furriel et al., 2000; Gongalves et al., 2007;
Santos et al., 2007). A afinidade da (Na*, K)-ATPase de M. amazonicum em estagio
juvenil 11 e adultos para os fons potassio foi de 2,35+0,01 mmol L™ e 1,0+0,17 mmol L™
respectivamente, estes valos proximos indicam que durante estes estagios ontogenéticos
a afinidade da (Na*, K)-ATPase branquial de M. amazonicum pelos ions potassio néo
sofre alteracOes significativas. Comparando os valores de afinidade de M. amazonicum
coletados e de populacdes selvagens observa-se uma diminuicdo da afinidade da enzima
pelos ions potassio (Santos et al., 2007).

A (Na', K)-ATPase de crustaceos apresenta valores maximos de velocidade
especifica quando os fons potassio estdo presentes em concentracdes de 5-10 mmol L™
(Furriel et al., 2000; Lucu & Towle, 2003; Masui et al., 2005; Garcon et al., 2007), para
M. amazonicum em estagio juvenil | a saturacdo da enzima pelos ions potassio ocorreu
com 20 mmol L™ de potassio, este valor também foi observado para a (Na*, K*)-
ATPase branquial de C. vittatus (Gongalves et al., 2007). Em comparacéo a enzima de
outros crustaceos a (Na*, K*)-ATPase de animais juvenis e adultos desta populagio
cultivada de M. amazonicum precisa de 2 vezes mais potassio para saturar seu sitio de
ligagdo. Uma populagdo de M. amazonicum estudada por Zanders e Rodriguez (1992)
apresentou uma concentracdo de K na hemolinfa de ~10 mmol L™ atingindo uma
V=270 U mg™ quando saturada pelo fon, esta populacdo cultivada apresenta V=171 U
mg™ ([K* Themotinta=10 mmol L) com uma saturacdo de 20 mmol L™.

Segundo Santos e colaboradores (2007) invasores recentes, que estdo em um
processo de adaptacdo ao ambiente de agua doce podem desenvolver mecanismos
fisiolégicos para reduzir o custo energético da captacdo de ions, algumas destas
alteracdes podem ser refletidas nos parametros cinéticos da enzima como velocidade
especifica e afinidade.

Na presenca de concentragdes saturantes de ions aménio a atividade (Na*, K*)-
ATPase de M. amazonicum (juvenil 1) foi estimulada até valores de V 13% maiores do
qgue quando a enzima foi estimulada por ions potassio, animais em estagio adulto
apresentaram valores muito similares (12%), aumentos significativos também foram
relatados para a (Na*, K*)-ATPase de outros crustaceos na presenca de concentragdes
saturantes de ions amonio, com valores de 13% para C. danae aclimatado a 15%o
(Masui et al., 2009) e 22% para animais recém capturados (Masui et al., 2002), 25%
para M. olfersii (Furriel et al., 2004), 33% para C. ornatus (Garcon et al., 2007) até

valores de 42% para C. vittatus (Goncalves et al., 2007). Animais em estagio adulto de
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populagdes selvagens de M. amazonicum apresentaram um aumento de 28% na V
quando a (Na*, K*)-ATPase branquial foi estimulada por fons aménio em comparagio
com a estimulacdo por ions potassio.

Como mencionado anteriormente 0s ions aménio podem substituir os ions
potéssio, atuando como contra ion no transporte ativo de sodio, (Robison, 1970;
Holliday, 1985; Wall, 1996; Wilkie, 1997; Wall et al., 1999; Masui et al., 2002;
Weihrauch et al., 2002; Lucu & Towle, 2003; Furriel et al., 2004; Goncalves et al.,
2007; Santos et al., 2007) ja que o raio i6nico de ambos é muito similar (Knepper et al.,
1989).

A velocidade especifica da enzima estimulada por ions aménio apresenta
aumentos significativos na velocidade especifica, mas os valores de Ky calculados
indicam uma afinidade menor da enzima pelos ions aménio em relacdo aos ions
potassio ja que os valores de afinidade da (Na*, K*)-ATPase de M. amazonicum (juvenil
I) para os ions amonio sdo muitos similares a afinidade pelos ions potassio, isto
significa que mesmo com uma afinidade semelhante a velocidade em que a enzima
transporta o ions amonio é 1,5 vezes maior em relacdo aos ions potassio. Para animais
adultos desta populacéo cultivada a enzima apresenta uma diminuicéo da afinidade para
0s ions amodnio cerca de 5 vezes em relacdo aos ions potassio porém, a velocidade
especifica apresenta valores similares aos animais juvenis, ou seja, a enzima transporta
NH;* com maior velocidade mas com uma afinidade muito menor em relagdo ao K.
Esta diminuicdo da afinidade da (Na*, K*)-ATPase pelos ions amonio em relagdo aos
ions potassio foram relatadas para outros crustaceos, com o mesmo perfil no aumento
dos valores de V (Masui et al., 2002; Furriel et al., 2004; Garc¢on et al., 2007; Gongalves
et al., 2007; Santos et al., 2007; Masui et al., 2009).

Os valores de ny obtidos para a estimulacdo da enzima pelos ions amoénio em
animais juvenis | apresentam comportamento michaeliano (Ky=1,0 mmol L™)
resultados semelhantes foram obtidos para populacdes selvagens de M. amazonicum, M.
olfersii, X. kroyeri, C. vittatus e C. danae (Masui et al., 2002; Furriel et al., 2004; Leone
et al., 2005b; Goncalves et al., 2007; Santos et al., 2007), enquanto animais adultos
apresentam comportamento cooperativo, tambem observado para C. ornatus (Garcon et
al., 2007). Os valores de Ky para os ions amonio da (Na*, K*)-ATPase de animais
adultos de populacbes cultivadas e populacbes selvagens de M. amazonicum

apresentaram afinidades semelhantes para o ions aménio (Santos et al., 2007), com
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TABELA 8. Parametros cinéticos para estimulagdo da (Na*, K*)-ATPase pelos fons magnésio, sodio, potassio, amonio, ATP e

inibicdo pela ouabaina nas fragdes microsomais de branquias de M. amazonicum em trés diferentes fases de desenvolvimento.

V (U mg?) Kos (mmol L™ N
Efetor : :
Juvenil | Juvenil 11* Juvenil II* Juvenil 1I*  Adulto
ATP 189,52+3245 194,4+96  181,84+77,83 1,0 1,0
Mg2+ 168,35+28,83 181,3+7,7 174,67+74,76 1,3 25
Na* 165,48+28 33 186,8%9,3 175,5+75,12 4,92+0,84 1,3 1,9
K* 178,6+30,58 196,5+10,1 171,21+73,28 1,0 1,2
NH," 205,91+35,26 - 194,18+63,34 - 1,9
Ki(umol L™)
Inibidor
Juvenil | Juvenil II*
Ouabaina(K") 91,22+15,62 85+4,06 114,342 .41
Ouabaina(NH;") 53,98+9,24 - 57,95+17.04

*Masui et al (2007)
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valores cerca de 2,5 vezes menores para animais cultivados em estagio juvenil 1.

Os crustaceos aquaticos sdo amoniotélicos, excretando a amonia resultante de
reacOes catabolicas através das branquias por difusédo e troca iénica. Altas concentracfes
de amonia (NHz) levam a distarbios e alteracdes em diversos processos bioldgicos vitais
nos crustaceos, como alteracbes na regulacdo ibnica e permeabilidade celular
(Spaargaren, 1990; Young-Lai et al., 1991; Harris et al.,, 2001). Para manter a
concentracdo de aménia em niveis toleraveis nos fluidos corporais, assegurando as
funcBes celulares é necessario um sistema efetivo de excrecao.

Estudos anteriores em relacdo ao mecanismo de excrecdo de amonia através do
epitélio branquial de Carcinus maenas e outras espécies de caranguejos sugerem que a
amonio presente na hemolinfa é transportado para o citosol por uma (Na*, K*)-ATPase
(Weihrauch et al., 2004). Romano & Zheng (2010) realizaram um estudo da relacao
entre excrecdo de amonio, alteragdes da salinidade e atividade (Na*, K*)-ATPase, onde
juvenis de Portunus pelagicus um carangueijo estuarino, foram submetidos a variacfes
de salinidade e concentracdo de aménio do meio, revelando que a velocidade de
excrecdo de amonio diminui com o aumento da salinidade, possivelmente relacionado
a0 aumento do influxo de aménio e, a atividade (Na*, K)-ATPase aumenta em altas
concentrag0es de amonio em baixas salinidades. Estudos realizados em C. maenas,
Eriocheir sinensis e Callinectes sapidus relacionam a excrecdao de amonio a absorcao de
sadio, isto porque os fons amdnio podem substituir os fons potéssio ativando uma (Na*,
K™")-ATPase localizada na membrana basolateral do epitélio branquial destes animais.

A estimulagéo sinergistica da atividade (Na*, K*)-ATPase por ions K" e NH;"
tém sido relatada para alguns crustaceos (Masui et al., 2002; Gargon et al., 2007; Santos
et al., 2007) e esta relacionada exposicdo de um novo sitio para 0 amonio pela enzima,
na presenca de concentracdes saturantes de potassio levando a valores maiores de
atividade especifica e aumento da afinidade da (Na*, K*)-ATPase para os ions aménio.

A (Na*, K")-ATPase branquial de M. amazonicum cultivados em estagio adulto
apresentou estimulagdo sinergistica na presenca de K*/NH,". Para animais em estagio
juvenil I na presenca de K'/NH," a enzima apresentou modulacéo da afinidade.

Populacdes cultivadas de M. amazonicum em estagio adulto e assim como
encontrado para populagdes selvagens e o siri C. danae (Masui et al., 2002; Santos et
al., 2007) apresenta uma conformacdo com uma afinidade menor para os fons K,
quando é estimula da por ions K* em concentragdes fixas de NH,", sendo que um

resultado oposto foi relatado para o siri C. ornatus (Garcon et al., 2007). Na presenca de
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concentragdes crescentes de amonio a enzima transporta K com menor afinidade mais
com valores de velocidade até 30% maiores. A diminui¢do da afinidade pode ser
atribuida ao deslocamento dos ions K de seu sitio pelos ions NH;*. Na presenca de
NH," a enzima de animais juvenis transporta jons potassio com menor afinidade, mas
com a mesma velocidade especifica observada na presenca do K* sozinho.

Um aumento nos valores de Ko s para os fons NH,;" na presenca de concentragdes
fixas de fons K*, pode estar relacionada com uma mudanca conformacional da enzima,
que leva a exposicdo de um novo sitio para o NH,", ja que os valores de ny indicam a
presenca de mais de uma sitio para este ion nestas condi¢des. Aumentos significativos
da atividade especifica da enzima na presenca de NH;" podem estar relacionados a esse
novo sitio exposto pela (Na*, K*)-ATPase.

Em animais no estagio juvenil | a modulacio da atividade (Na*, K*)-ATPase
pelos fons K™ na presenca de ions NH,", indicam que o amdnio modula a afinidade da
enzima pelos fons K mas sem incrementos na velocidade especifica, diferente do que
foi observado para animais adultos e de populacdes selvagens de M. amazonicum,, C.
danae e C. ornatus (Masui et al., 2002; Garcon et al., 2007; Santos et al., 2007). O
mesmo efeito também foi observado para a modulagdo da atividade (Na*, K*)-ATPase
pelos fons NH;" na presenca de jons K*.

Estes resultados indicam que a modulacdo da enzima pelo amdnio nestes dois
estagios de desenvolvimento ocorre através de mecanismos diferentes. Enquanto os
animais adultos apresentam estimulacdo sinergistica indicando a presenca de um
segundo sitio para o amodnio, animais juvenis apresentam apenas modulacdo da
afinidade.

A modulacdo sinergistica da enzima pelos ions potassio e amdénio pode
apresentar grande importancia em relacdo a excrecdo de amonio e captura de ions sodio.
Como relatado anteriormente a amonia € muito toxica para o sistema biol6gico, e um
mecanismo eficiente de excrecdo que permita um controle de sua concentragcdo € muito
importante, desta forma a (Na*, K*)-ATPase atuaria como um importante componente
de um sistema de excre¢do onde a aménia na forma de seu ion amonio seria
transportada para o interior das células epiteliais através de uma (Na*, K*)-ATPase
localizada na membrana basolateral e o Na* para a hemolinfa. A gua doce, ambiente
onde vivem os adultos e juvenis desta populacdo cultivada de M. amazonicum apresenta
uma baixissima concentracdo de ions, logo um mecanismo que realize a excrecdo de

NH," a favor de seu gradiente de concentracio aliado a captura de ions sodio de forma
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ativa e de um meio externo com baixas concentrac0es, pode estabelecer um mecanismo
efetivo de excregdo para estes animais, com baixo custo energético.

A atividade (Na*, K*)-ATPase de animais em estagio adultos de M. amazonicum
foi inibida pela ouabaina em concentracdes saturantes de magnésio, sodio e potassio
através de uma curva monofasica com K, de 114,3+2,41 pmol L™, sendo que animais
em estagio juvenil I e juvenil Il apresentaram valores semelhantes de afinidade pelo
inibidor ouabaina com K, de 91,22+1562 pmol L' e 85+4,06 umol L™
respectivamente. Em concentragdes saturantes de ions potassio a afinidade da (Na*, K*)-
ATPase de crustaceos para o inibidor ouabaina apresenta valores entre 53,8-147,2 umol
L (Furriel et al., 2004; Leone et al., 2005; Gongalves et al., 2007; Santos et al., 2007).
Em animais adultos a atividade ATPase total foi inibida 61,8% com 3 mmol L™ de
ouabaina, indicando uma atividade residual de cerca de 46 U mg™, enquanto animais
juvenis apresentaram uma inibicao de 86,9% com uma atividade residual de 26 U mg™,
um perfil semelhante de inibicdo pela ouabaina na presenca de potassio saturante foi
observado para populacdes selvagens de M. amazonicum com inibicdo de 78,9% da
atividade total por 3 mmol L™ de ouabaina (Santos et al., 2007), 78,7% para C. vittatus
com uma atividade residual de 40 U mg™ ( Gongalves et al., 2007) e 86,5% para C.
ornatus (Garcon et al., 2007).

Os valores de K, para inibicdo da atividade (Na*, K*)-ATPase de animais em
estagio juvenil I de M. amazonicum na presenca de concentracdes saturantes de ions
magnésio, sodio e amonio apresentou valores cerca de 1,7 vezes menor do que na
presenca de ions potassio, indicando que na presenca de aménio a enzima apresenta
uma conformacdo com maior afinidade para o inibidor ouabaina. Para animais adultos a
(Na", K")-ATPase apresentou um aumento de 2 vezes na afinidade do inibidor
ouabaina. Na presenca de ions amonio a ouabaina inibiu cerca de 80% da atividade
ATPase total em animais juvenis através de uma curva monofasica, apresentando K; de
53,98+9,24 umol L™ e uma atividade insensivel a ouabaina de 51,0 U mg™, enquanto
animais adultos a atividade (Na*, K*)-ATPase foi responsavel por uma percentagem
menor da atividade ATPase (73%) sendo que a atividade insensivel apresentou 11 U
mg™* a menos em relac&o aos juvenis. Na presenca de fons potassio e aménio o inibidor
ouabaina inibiu 80% da atividade (Na*, K*)-ATPase em animais juvenis através de uma
curva monofésica com um K, de 72,79 pmol L™. Um aumento da afinidade da (Na",
K*)-ATPase pelo inibidor ouabaina na presenca de fons amonio e potassio foi relatado

para outros crustaceos como populagdes selvagens de M. amazonicum, M. olfersii e C.

85



ornatus (Furriel et al., 2004; Gargon et al., 2007; Santos et al., 2007). Este aumento da
afinidade da (Na*, K)-ATPase pelo inibidor ouabaina pode ser atribuido a mudancas
conformacionais da enzima levando a uma estrutura altamente sensivel ao inibidor na
presenca de ions potassio e amoénio (Fedosova et al., 1998; Furriel et al., 2004).

A constante de afinidade aparente da (Na®, K')-ATPase para o inibidor
ortovanadato foi 0,145+0,01 umol L™ para animais adultos e 0,21+0,04 pmol L™ para
animais juvenis. Para ambos o0s estagios a inibicdo méaxima ocorreu em 0,03 mmo L™ de
ortovanadato com aproximadamente 94% para adultos e 72% para juvenis. Valores
semelhantes para foram relatados para C. ornatus Ki=0,65+0,03 pmol L™(Garcon et al.,
2007) embora valores até 75 vezes maiores foram relatados para C. danae (Masui et al.,
2002).

Para estudar a natureza das outras enzimas presentes na fracdo microsomal de
tecido branquial de M. amazonicum o efeito de varios inibidores sobre a atividade
ATPase foi estudado. A atividade insensivel a ouabaina foi de 21% para animais adultos
e 37,9% para juvenis I. Uma V-ATPase com atividade de 13,02 U mg™ foi identificada
em microsomas de animais adultos enquanto em juvenis estd enzima responde por
24,14% da atividade total com um valor de 53,5 Umg™. A inibicdo pela tapsigargina
indica que uma Ca”*-ATPase é responsavel por cerca de 6,6% da atividade ATPase na
fracdo microsomal de animais adultos e 20,9% em animais juvenis. Os microsmas de
animais juvenis apresentam maior propor¢cdo de outras enzimas se comparado aos
animais adultos embora, a atividade (Na', K*)-ATPase foi maior para as fracdes
microsomais de animais adultos, o que pode indicar que nos animais juvenis outras
enzimas presentes na fracdo microsomal tem um papel importante na osmorregulacédo
atuando juntamente com a (Na*, K*)-ATPase, um aumento da atividade da enzima (Na",
K")-ATPase na fase adulta poderia levar a uma diminuicdo na atividade destas outras
enzimas como um mecanismo fisiolégico que auxiliaria 0 animal a enfrentar as
caracteristicas osmaticas dos diferentes ambientes pelos quais ele passa durante seu

ciclo de vida.
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6.0 CONCLUSAO
Pode-se concluir que a (Na*, K*)-ATPase do camardo M. amazonicum
apresenta caracteristicas cinéticas muito semelhantes a outros camardes de agua doce do
género Macrobrachium que séo invasores recentes da agua doce, através de uma analise
comparativa entre M. amazonicum, M. olfersi e M. rosembergui.

A modulagdo da enzima de animais adultos apresenta um perfil cinético
diferente dos animais juvenis, na presenca de jons K'/NH,", indicando que durante o
desenvolvimento do animal podem ocorrer mudancas conformacionais responsaveis
pelos diferentes comportamentos observados. Estas observacfes podem estar
relacionadas com a excrecdo de aménio pelo animal, j& que alguns modelos indicam que
uma (Na*, K")-ATPase localizada na membrana lateral do epitélio branquial participa
no processo de excregao.

Nestes animais a participacdo da (Na", K*)-ATPase no processo de excrecio
pode estar relacionada a captura de sodio de meios diluidos aliada a excre¢do de aménio
a favor de seu gradiente de concentracdo, como uma forma de diminuir o custo
energético.

Estes resultados contribuem para uma melhor compreensédo dos mecanismos
osmorregulatérios em animais juvenis e adultos do camardo de agua doce M.
amazonicum, em relacdo a ontogenia da osmorregulacdo e a excrecdo de amonio e a

importancia da (Na*, K*)-ATPase neste contexto.
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