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RESUMO

COSTA, M.1.C. Caracterizacdo cinética e molecular da (Na*, K*)-ATPase do tecido branquial
de Callinectes danae submetido a estresse pelo cobalto. 95p. Dissertacdo de Mestrado —
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, 2022.

A poluicdo por metais € uma preocupacao para a salude dos ambientes marinhos devido a
ampla aplicabilidade, e o Callinectes danae é uma das espécies de caranguejos recomendadas
como biomonitor ambiental, capaz de fornecer respostas bioldgicas em areas contaminadas. O
cobalto é um metal essencial em alguns processos celulares e, como ndo € regulado nos
crustaceos decdpodes, pode biomagnificar ou bioacumular na cadeia tréfica. O tecido
branquial é o primeiro 6rgdo em contato com poluentes externos. Assim, a (Na*, K*)-ATPase
branquial pode ser usada como sistema modelo na investigacdo dos efeitos toxicos de ions
metalicos. Esse trabalho faz parte da linha de pesquisa “(Na®, K*)-ATPase como marcador
molecular da adaptacdo dos crustaceos a ambientes de diferentes salinidades” e tem como
objetivo avaliar o efeito do ifon cobalto na atividade K*-fosfatase da (Na",K")-ATPase do
tecido branquial de C. danae usando o substrato sintético p-nitrofenil fosfato. Estudos
anteriores confirmam que esse substrato possui uma estrita correlagdo com o ATP, substrato
fisiologico, na atividade da (Na*, K*)-ATPase. Além disso, a utilizacdo desse substrato
sintético resulta em procedimentos experimentais mais simples comparados ao substrato
fisiologico. Os resultados obtidos nesse trabalho revelaram que o cobalto estimula a atividade
K*-fosfatase da enzima em substituicdo ao magnésio. Entretanto, o cobalto inibe a atividade
K*-fosfatase da enzima quando na presenca de magnésio. Comparada com o magnésio (Kos=
2,98 + 0,59 mmol L) a afinidade da enzima pelo cobalto é cerca de 4 vezes maior (Kos= 0,60
+ 0,23 mmol L?1). O magnésio consegue deslocar o cobalto ligado a enzima até
concentracdes menores que 2 mmol L. O cobalto ndo interfere na inibicdo da atividade K*-
fosfatase da enzima pelo sddio (ICso 16 mmol L), nem a inibicdo pela ouabaina (K = 2
mmol L),
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1. INTRODUCAO

1.1. (Na*, K)-ATPase

As ATPases do tipo P (Figura 1) constituem uma superfamilia de bombas cati6nicas e
lipidicas (Palmgren, Nissen, 2011), envolvidas no transporte de ions através das membranas
bioldgicas, incluindo Na*, K*, Ca%", H', Mg?*, Cu?*, Zn?** (Geering, 2000; Clarke, 2009).
Também sdo reconhecidas pela formacdo de um intermediario fosforilado, onde o grupo
fosfato y da molécula de ATP se liga, temporariamente, a um residuo de aspartato (Dass)
encontrado na sequéncia conservada DKTGT(I/L) como parte de seu mecanismo de reacdo
(Gueering, 2000; Clarke, 2009; Bublitz et al., 2010; Palmgren, Nissen, 2011; Chourasia,
Sastry, 2012).

A primeira bomba descoberta foi a (Na*, K)-ATPase (EC 3.6.1.37), também conhecida
como adenosina trifosfatase estimulada por sédio e potéssio, uma proteina integral de
membrana da familia Pllc (Clarke, 2009; Palmgren, Nissen, 2011). Nas células animais a
(Na*, K)- ATPase é responsavel por manter ativamente gradientes eletroquimicos de Na* e
K* através da membrana biolégica (Gueering, 2006; Clarke, 2009; Azarias et al., 2013;
Cornelius, Tsunekawa, Toyoshima, 2018) necessarios para uma variedade de funcgdes

fisiologicas (Cornelius, Tsunekawa, Toyoshima, 2018).

Figura 1- Estrutura das ATPases do grupo Il
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Fonte: Bublitz et al., 2010.



A enzima transporta simultaneamente trés Na* do meio intracelular para o meio
extracelular e dois K™ em sentido oposto, em um processo acoplado a hidrolise do fosfato y da
molécula de ATP (Jorgensen, Pedersen, 2001; Shinoda et al., 2009; Bublitz et al., 2010;
Palmgren, Nissen, 2011; Apell, 2017). Esse transporte ibnico assimétrico gera uma forca
eletromotriz que é essencial para a viabilidade celular, sendo responsavel por varios processos
fisioldégicos fundamentais, como regulacdo do volume celular, transmissdo do impulso
nervoso, manutencdo da termogénese, regulacdo do pH, transporte ativo secundario e
equilibrio idnico (Jorgensen, Pedersen, 2001; Faller, 2008; Poulsen et al., 2010; Zheng et al.,
2011; Aperia, 2012; Clarke et al., 2013; Clausen, Hilbers, Poulsen, 2017; Zoroddua et al.,
2019)

A (Na*, K")-ATPase nativa (Figura 2) é um heterodimero ternario constituido por duas
cadeias peptidicas: a subunidade a, responsavel pela atividade catalitica, a subunidade B que ¢
altamente glicosilada e, em algumas células, apresenta ainda o peptideo da familia das
proteinas FXYD, a subunidade y (Kaplan, 2002; Morth et al., 2007; Geering, 2008; Poulsen et
al., 2010; Li, Langhans, 2015; Clausen, Hilbers, Poulsen, 2017).

A subunidade a, com Mr =110 kDa (Figura 3) é a subunidade catalitica, responsavel
pelas atividades de transporte da enzima, apresentando os sitios de ligacdo do ATP, de
fosforilacdo e residuos de aminoacidos que sdo essenciais para a ligacdo dos ions sodio e
potassio (Geering, 2000; 2008; Kaplan, 2002; Jorgensen, Hakansson, Karlish, 2003;
Horisberger, 2004; Capendeguy, Horisberger, 2005; Li, Langhans, 2015). Esta subunidade
apresenta, aproximadamente, 1000 residuos de amino&cidos, arranjados em 10 segmentos
transmembrana (M1 a My) formando uma a-hélice cujas as extremidades N- e C-terminal
estdo voltadas para o meio intracelular formando algas intra- e extracelulares (Kaplan, 2002;
Jorgensen, Hakansson, Karlish, 2003; Toustrup-Jensen, Vilsen, 2005).

As alcas citoplasmaticas da subunidade catalitica estdo dispostas em trés dominios
principais: o dominio A (ancora ou atuador), o dominio P (fosforilacdo) e o dominio N,
(nucleotideo) (Horisberger, 2004; Toustrup-Jensen, Vilsen, 2005; Bublitz et al., 2010;
Palmgren, Nissen, 2011). O dominio ancora é composto pela al¢a citoplasmatica entre os
segmentos M>-Ms que contém o motivo TGES envolvido na desfosforilagdo da enzima e que
atua como regulador exercendo um papel essencial na afinidade da (Na*, K*)- ATPase pelo
ATP (Kaplan, 2002; Martin, 2005; Morth et al., 2009). O dominio P e o dominio N estdo
posicionados na mesma alca citoplasmatica entre os segmentos Mas-Ms. Neles estdo

localizados, respectivamente, os residuos de aminoacidos importantes para a ligacdo do ATP



a enzima e o residuo de aspartato que e fosforilado durante o ciclo reacional (Kaplan, 2002;
Bublitz et al., 2010; Palmgren, Nilsen, 2011).

Figura 2 - Estrutura molecular do complexo (Na*, K*) —~ATPase apy
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As subunidades a e B estdo representadas na forma de fita, em vermelho na extremidade C-
terminal e em azul na extremidade N-terminal. A subunidade FXYD esta representada em
roxo na parte posterior da figura. Trés Na* ligados na regido intramembrana (I, I1, 111) e um na
regido citoplasmatica sdo mostrados em circulos rosas. Fonte: Kanai et al.;2013.



Figura 3 - Topologia da subunidade o com 10 hélices transmembrana
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Fonte: Bublitz et al., 2010.

A subunidade B atravessa a membrana plasmdatica apenas uma vez apresentando O
dominio N-terminal voltado para o meio intracelular e um dominio C-terminal extracelular
(Morth et al., 2007; 2011). Esta subunidade é constituida por aproximadamente 300 residuos
de aminoacidos e Mr ~55 kDa e esté associada com as hélices transmembranares aM7— aMao.
Esta subunidade, com cerca de 80% da sua cadeia peptidica voltada para o espaco
extracelular, apresenta trés ligacGes dissulfeto e é altamente glicosilada conferindo
estabilidade a (Na*, K*)-ATPase e tornando-a resistente a proteases (Martin, 2005; Morth et
al., 2007; Li, Langhans, 2015). Além disso, a subunidade B modula a afinidade da enzima
pelo Na* e K* (Blanco, Sanchez, Mercer, 1998) e funciona como uma molécula de adesdo
celular (Rajasekaran et al., 2001; Vagin et al., 2012). Na auséncia da subunidade B, a
subunidade a fica reclusa no reticulo endoplasmatico indicando que a subunidade B apresenta

um papel de chaperona (Toustrup-Jensen, Vilsen, 2005).



Embora as subunidades o € B constituam a estrutura basica funcional da (Na*, K*)-
ATPase, em alguns organismos a bomba pode estar agregada a um proteolipideo que se
associa especificamente ao dimero off. Esse peptideo com cerca de 60 residuos de
aminoécidos com M, = 7 kDa pertencente a familia das proteinas FXYD e, nos vertebrados, se
associa a (Na*,K")-ATPase de maneira tecido-especifica (Cortes et al., 2011; Silva et al.,
2012; Pirkmajer, Chibalin, 2019).

A familia FXYD é um grupo de proteinas pequenas de membrana, sendo caracterizadas
por um motivo FXYD, dois residuos de glicina conservados e um residuo de serina. Estas
exibem um dnico segmento transmembranar, localizado adjacente aos segmentos M2-Mg-Mg
da subunidade a, em que a parte N-terminal se encontra no meio extracelular e o C-terminal
no citoplasma (Geering, 2008; Shinoda et al., 2009; Morth et al., 2011; Li, Langhans, 2015).
A subunidade vy interage de maneira especifica com a (Na*, K)-ATPase, modificando as
afinidades aparentes da enzima para Na* , K" e ATP (Dempski et al., 2008). Além disso, essa
subunidade modula as propriedades cinéticas e a estabilidade da bomba (Geering, 2006; 2008;
Li, Langhans, 2015; Pirkmajer, Chibalin, 2019). A interacdo desse peptideo com a enzima
aumenta sua versatilidade e constitui um importante mecanismo de regulacdo da homeostase
em peixes e crustaceos (Yang et al., 2019). Esse peptideo esta presente em Callinectes danae
como componente funcional da (Na*, K*)-ATPase desses invertebrados (Silva et al., 2012).

Até o momento foram identificadas em vertebrados quatro diferentes isoformas da
subunidade o (ox — ou) e trés isoformas da subunidade B (B1 — Bs), todas codificadas por
diferentes genes (Blanco, 2005; Jimenez et al., 2010; Azariaz et al., 2013). Cada uma dessas
isoformas € expressa em um padrdo especifico nas células (Jimenez, 2010) possuindo
diferentes afinidades e propriedades cinéticas (Clausen, Hilbers, Poulsen, 2017). Em
humanos, existe um alto grau de identidade na sequéncia de aminoacidos entre as isoformas
da subunidade o (=85%) enquanto nas isoformas da subunidade B ocorre uma maior
discrepancia (=37%) com diferentes sitios de glicosilagdes (Li, Langhans, 2015; Clausen,
Hilbers, Poulsen, 2017).

O mecanismo reacional da (Na*, K*)-ATPase é fundamentado em mudancas entre dois
estados conformacionais principais o E1 e 0 E2 (Alberts, 1967; Geering, 2000; Kaplan, 2002;
Clark, 2009). Durante a transicdo do estado conformacional E1 para o E2, no qual os sitios de
ligagdo dos ions mudam de acessiveis a0 meio citoplasméatico para acessiveis ao meio
extracelular da célula, a ligacdo do K* acelera a desfosforilacdo da forma E» (Morth et al.,
2009; Clausen, Hilbers, Poulsen, 2017). Na presenca de Na*, a conformacdo E: liga-se ao
ATP com alta afinidade (Kanai et al., 2013; Nyblon et al., 2013). Em contrapartida, na



presenca de K* a conformacdo E> se liga ao ATP com baixa afinidade (Morth et al., 2007;
Shinoda et al., 2009). O sitio de ligacdo de ATP no dominio N, é separado do dominio P onde
se localiza o sitio de fosforilagdo. Quando o ATP se liga a conformagdo E, pelo qual possui
baixa afinidade, rapidamente ocorre a transicdo para a conformacdo Ei: da enzima, que
apresenta alta afinidade pelo Na* (Chourasia, Sastry, 2012).

De acordo com o modelo de Albers-Post, o ciclo catalitico da (Na*, K)-ATPase
(Figura 4), se inicia pela ligacdo de uma molécula de ATP a forma E (2K) (etapa 1), na qual
possui uma baixa afinidade aparente. Nesta conformacgdo, os dois K* estdo ocluidos no
interior da enzima (Kaplan, 2002). A ligacdo da molécula de ATP faz com que ocorra uma
mudanca conformacional na enzima que passa do estado E2ATP(2K) para E;ATP2K (etapa 2)
no qual os K* estdo desocluidos, ocorrendo concomitantemente a reorientacdo dos sitios de
ligagdo dos cations do meio extracelular para o meio intracelular. Consequentemente, ocorre
uma diminuicdo da afinidade por K* que resulta em sua liberagdo no citoplasma (etapa 3). A
liberacdo do K* no citoplasma e a sua substituicdo por dois Na* originam a forma E1ATP2Na,
que € muito rapida e controlada por difusdo (Apell, 2017). A ocupacéo do sitio de ligacdo por
dois Na" permite a ligacdo de um terceiro ion Na* citoplasmatico dando origem a forma
E1ATP3Na (etapa 4), ocasionando um rearranjo dos segmentos da subunidade catalitica
(Kaplan, 2002; Kanai et al.,, 2013). Este rearranjo se propaga para 0s dominios
citoplasmaticos levando a disposicdo adequada do residuo de aspartato que sera fosforilado
pelo ATP ja ligado a enzima (Kaplan, 2002). Apds a fosforilacdo da enzima, que resulta na
liberacdo de ADP, ocorre uma transicdo para a conformacdo E:P(3Na) (etapa 5), na qual os
trés Na* permanecem ocluidos. A enzima passa por uma rapida isomerizacdo mudando para a
forma E2P2Na e libera um jon Na* para o meio extracelular (etapa 6) (Kaplan, 2002). Devido
a essa mudanca conformacional ocorre uma perda de afinidade da enzima pelo Na* resultando
na liberacdo dos outros dois Na* para fora da célula (etapa 7). Finalmente, a ligacdo de dois
K* extracelulares (etapa 8) a forma E:P origina a forma E:P2K" (Ogawa et al., 2015),
catalisando a desfosforilacdo da enzima (etapa 9) que retorna a forma E2(2K) reiniciando
assim o ciclo catalitico (Myers et al., 2011).

Apesar da especificidade da (Na*, K*)-ATPase pelo o ATP, a enzima também hidrolisa
substratos sintéticos como o p-nitrofenil fosfato (Furriel, McNamara, Leone, 2001; Masui et
al., 2005). A utilizacdo de substratos sintéticos, permite uma analise mais simples da
atividade da enzima, entretanto, ndo ocorre o transporte de ions ou fosforilagdo da enzima
(Furriel, McNamara, Leone, 2001). Embora o mecanismo de hidrolise do p-nitrofenil fosfato

ndo esteja completamente elucidado, a forma E» parece ser a principal envolvida neste



processo. Na auséncia de Na*, os ions K* podem ativar a reacdo nos sitios citoplasmaticos
correspondentes aos locais de ligagdo do Na* na enzima (Glynn, 1985; Masui et al., 2003).
Tanto o ATP como o p-nitrofenil fosfato sdo hidrolizados no mesmo sitio da enzima (Furriel,
McNamara, Leone, 2001) e, essa correlacédo estrita entre as atividades (Na*,K*)-ATPase e K*-
fosfatase valida o uso desse substrato orgénico em investigacdes comparativas da atividade

enzimética (Masui et al., 2003).

Figura 4 - Esquema de Albers-Post
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llustracdo do mecanismo descrito acima, o qual foi proposto por Albers-Post. Os ions
ocluidos estdo mostrados entre parénteses. Fonte: Modificado de Kaplan, 2002.

A (Na*, K")-ATPase pode ser inibida especificamente pela ouabaina, um esterdide
cardiotdnico, que inibe a atividade e o transporte i6bnico da enzima (Kaplan, 2002; Crambert
et al., 2004; Nesher et al., 2007; Cornelius, Mahmmoud, 2009; Cornelius et al., 2011; Khalid
et al., 2014). Essa afinidade da enzima por esse glicosideo cardiaco tornou o sitio deste
inibidor um dos primeiros alvos para o estudo de mutagénese sitio-dirigida (Faller, 2008). A
ouabaina, encontrada em baixas concentragdes nos organismos (Aperia et al., 2016), liga-se

com alta especificidade a conformacdo E»P na regido extracelular da subunidade catalitica
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(Crambert et al., 2004; Nesher et al., 2007; Aperia, 2012) atuando fisiologicamente como
moduladora da atividade enzimatica. A conformacdo E-P da (Na*, K")-ATPase pode ser
alcancada quando Mg?* , K* , ATP , e P;i estdo presentes no meio reacional. A enzima
fosforilada e o inibidor formam um complexo fosfoenzima-ouabaina, denominado E:P
ouabaina (Figura 5) (Khalid et al., 2014). De acordo com a fosforilagdo da (Na*, K*)-ATPase,
existem dois tipos de complexos de ouabaina, que se diferenciam nas caracteristicas cinéticas
e no modo de interacdo de seus sitios de ligacdo de cétions e ATP (Yatime et al., 2011).

Figura 5 - Representacdo do complexo E2-P ouabaina

&‘\\2‘) ouabain

xM9-10

A molécula de ouabaina estd representada em verde e vermelho dentro do segmento
transmembrana. Fonte: Modificado de Yatime et al. (2011).
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O ortovanadato também inibide as P-ATPases na faixa nanomolar dada a sua estrutura
tetraédrica ser altamente similar a do fosfato (Fedosova, Cornelius Klodos, 1998; Montes,
Monti, Rossi, 2012). Esse inibidor se liga covalentemente ao residuo de aspartato no sitio de
fosforilac&o inibindo o ciclo catalitico, mantendo a enzima em um estado semelhante ao E»
(Fedosova, Cornelius, Klodos, 1998; Montes, Monti, Rossi, 2012), originando um complexo
enzima-ortovanadato em uma conformacao aberta ou fechada (Montes, Monti, Rossi, 2012).

A (Na*, K")-ATPase é importante para diversos transportes ativos secundarios e é alvo
de mecanismos reguladores tecido-especificos (Therien, Blostein, 2000; Pirkmajer, Chibalin,
2019). Essa regulacdo pode ser local (curto prazo) ou sistémica (longo prazo), envolvendo
uma série de fatores complexos (Pressley, Duran, Pierre, 2005; Mijatovic et al., 2007;
Cornelius, Mahmmoud, 2009). A regulacdo local pode ser alcangada por meio de efeitos
diretos no comportamento cinetico da enzima através da fosforilagdo da proteina cinase A
(PKA), proteina cinase B (PKB), proteina cinase C (PKC), ou da proteina cinase dependente
de cGMP (PKG) que depende das concentracdes intra- e extracelulares de ATP, Na" e K™ e
que pode ocorrer de minutos a horas (Blanco, 1998; Therien, Blostein, 2000; Cornelius,
Mahmmoud, 2009). Ja a regulacdo sistémica, geralmente ocorre a nivel molecular e envolve
mudancas na transcricdo génica, degradacdo da proteina, estabilidade e traducdo de mRNA
(Therien, Blostein, 2000; Li, Langhans, 2015; Pirkmajer, Chibalin, 2019). Além disso, a
enzima pode ser regulada por uma série de moléculas tais como como dopamina, espermina,
espermidina, putrescina, insulina, aldosterona, entre outras (Phakdeekitcharoen et al., 2011;
Oubaassine et al., 2012, Salyer et al., 2013).

1.2. A osmorregulacdo nos crustaceos

Os crustaceos apareceram pela primeira vez no mar primitivo hd 600 milhdes de anos
(Barnes, 1990) e, através de processos evolutivos, tornaram-se capazes de habitar ambientes
terrestres e marinhos, ficando sujeitos a desafios homeostéaticos (Thurman, McNamara, 2017).
A transicdo desses invertebrados para habitats com alta e/ou baixa salinidade causou
mudancas na regulacdo idnica e representa uma das colonizacdes evolutivas mais desafiadoras
da historia da vida na Terra (Lee et al., 2011). A manutencdo desses invertebrados em tais
habitats descende da evolucdo adaptativa na regulacdo osmética e idnica (Silva et al., 2012).
Mudancas na salinidade podem causar modificacdes na estrutura genética da populacdo, na
fisiologia e biologia geral de espécies individuais (McNamara et al., 2015). Uma transigcdo

bem sucedida para meios diluidos ou concentrados depende de mecanismos eficientes de
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captacdo e secrecdo de ions (Péqueux, 1995; Freire et al., 2008; Henry et al., 2012;
McNamara, Faria, 2012).

Devido a ocupacdao em diversos ambientes esses invertebrados desenvolveram
estratégias osmorregulatorias que sdo classificadas com relacéo a capacidade de sobrevivéncia
em diferentes salinidades e quanto a regulacdo de seus fluidos corporais (Péquex, 1995). Com
relacdo a salinidade, os crustaceos podem ser classificados como estenoalinos ou eurialinos
(Randall, Burggren, French, 2000; Péquex, 1995). Os estenoalinos ndo sdo capazes de tolerar
grandes variagfes na salinidade, em contraste com os eurialinos conseguem tolerar grandes
variacdes na salinidade do meio externo (Péqueux, 1995). Com relacdo ao controle dos
fluidos corporais, os crustdceos podem ser divididos em osmoconformadores e
osmorreguladores. Nos osmoconformadores, a osmolalidade da hemolinfa é proxima a do
meio externo, enquanto nos crustaceos osmorreguladores a osmolalidade da hemolinfa é
distinta daquela do meio externo, podendo ser menor (hiporregulacdo) ou maior
(hiperregulagéo). Os hiperreguladores podem ser classificados em fracos, que ndo conseguem
sobreviver em agua doce, e em fortes, capazes de manter a osmolalidade da hemolinfa até
mesmo no ambiente dulcicola (Péqueux, 1995; Lucu et al., 2000). Em geral, a maioria dos
crustaceos que vivem na agua do mar sd@o osmoconformadores e estenoalinos (Onken,
McNamara, 2002; Lucu, Towle, 2003; Henry et al., 2012).

O epitélio branquial é o o6rgdo mais operante na osmorregulacdo dos crustaceos
(Pequeux, 1995) e estd envolvido nas trocas gasosas (Péqueux, 1995), na regulacdo do
equilibrio &cido-base (Henry, Wheatly, 1992) e na excrecdo de compostos nitrogenados
(Péqueux, 1995; Weihrauch, Morris, Towle, 2004). Mecanismos coordenados no transporte
de ions através das branquias mantém equilibrios ibnicos e osmoticos da hemolinfa, além de
compensar as perdas difusivas de ions (Péqueux, 1995; Lucu, Towle, 2003). Ademais, esse
orgao € um dos principais locais de absor¢do de metais toxicos uma vez que representa uma
interface seletiva entre o ambiente externo e o interno, levando a distribuicdo nos érgaos
internos do caranguejo (Martins et al., 2011; Kumar, Padhi, Satpathy, 2019). Portanto, o
tecido branquial desempenha um papel importante na toxicologia desses invertebrados (Henry
etal., 2012).

As branquias (Figura 6) encontradas em ambos os lados do cefalotérax dos caranguejos
normalmente contém tipos de células que refletem sua capacidade de transporte, variando
amplamente em sua morfologia (Taylor, Taylor, 1992; Towle et al., 2001). Elas sé&o revestidas
por epitélios contendo células osmorregulatorias ou iondcitos, incluindo microvilosidades

apicais, mitocondrias e dobramentos basolaterais (Lignot et al., 1999). Existem dois tipos
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funcionais de epitélio nas branquias: o respiratério que é caracterizado por células finas (1-2
um de espessura) e o epitélio de transporte de ions que é caracterizado por células espessas
que variam entre 10 e 20 um de espessura (Taylor e Taylor, 1992; Freire et al., 2008; Henry et
al., 2012). As caracteristicas das células epiteliais incluem uma superficie de membrana muito
elaborada particularmente na regido basolateral voltada para o fluido corporal (Towle et al.,
2001). Esses dois tipos de células em geral possuem uma distribuicdo heterogénea entre as
branquias, com as células espessas transportadoras de ions mais concentradas nos trés pares

posteriores (Henry et al., 2012).

Figura 6 - Branquias de Callinectes danae
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As branquias posteriores de caranguejos osmorreguladores apresentaram maior
atividade ATPase =75%, sendo especificas para o transporte idnico (Neufeld, Holliday,
Pritchard, 1980; Holliday, 1985; Siebers et al., 1982; Wanson, Péqueux, Roer, 1984; Harris,
Santos, 1993). Em parte, isso pode ser justificado devido & maior abundancia de mRNA da
subunidade a em seus extratos totais de RNA (Towle et al. 2001; Weihrauch, Morris, Towle,
2004).
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A capacidade osmorregulatéria dos crustaceos depende principalmente do fluxo de Na*
e Cl entre o meio externo e a hemolinfa (Péqueux, 1995; Kirschner, 2004). Acredita-se que a
(Na*, K")-ATPase, presente na membrana basolateral do epitélio branquial dos crustaceos,
atua transportando ativamente ions sodio e potéssio entre o meio extracelular e a hemolinfa,
representando a principal forca motriz para o estabelecimento de um gradiente eletroquimico,
que energiza uma variedade de outros transportadores, tais como: trocador Na*,K*/2CI" apical,
canais de cloreto basolaterais, canais de K apicais e basolaterais, V(H")-ATPase apical,
trocador CI/HCO3" apical (Kirschner, 2004; Freire et al., 2008; Séez, Lozano, Zaldivar-
Riveron, 2009).

A grande maioria dos crustaceos sdo amoniotélicos, isto €, excretam a amoénia na forma
de NH4* através das branquias (Weihrauch et al., 1998; 1999) e o processo de excrecdo mais
aceito envolve a (Na*, K*)-ATPase (Weihrauch, Morris, Towle, 2004; Freire et al., 2008).
Independente de ocuparem o ambiente marinho ou de agua doce, 0s principais compostos
nitrogenados excretados pelos crustaceos estdo na forma NHz e NH." (Weihrauch et al.,
1998).

Existem varios estudos sobre o papel da (Na*, K*)-ATPase no transporte de NH4*
(Masui et al., 2002; Lucu, Towle, 2003; Weihrauch, Morris, Towle, 2004) mostrando que o
NH4* pode substituir o K* durante o ciclo catalitico de hidrolise do ATP (Masui et al., 2002).
Além disso, a estimulagdo sinérgica por K* e NH4* durante a hidrélise do ATP pela (Na*, K¥)-
ATPase, em uma variedade de crustaceos, sugere um papel fisiologico significativo na
excrecdo de nitrogénio ativo pelo epitélio branquial (Masui et al., 2002; Gongalves et al.,
2006; Garcon et al., 2007). A capacidade de um organismo excretar aménia contra o gradiente
de concentracdo, provavelmente, esta relacionada com a permeabilidade do epitélio branquial.
Este fator esta diretamente relacionado com a habilidade osmorregulatoria do animal, quanto
maior for a permeabilidade do epitélio branquial, mais eficiente 0 mecanismo de excre¢édo
(Weihrauch et al., 1999).

1.4. O siri Callinectes danae

Dentre as espécies bentdnicas que vivem em ambientes estuarinos, 0s crustaceos sdo 0s
mais utilizados nos estudos (Santos, Coelho, 2000). Os crustaceos formam um grupo de
sucesso evolutivo, tanto pela quantidade de espécies existentes, como pela diversidade dos

ambientes que eles ocupam (Fransozo, Negreiros-Fransozo, 1996). Estes invertebrados podem
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apresentar uma série de adaptacdes que lhes permitem viver em diferentes habitats (Péqueusx,
1995).

A fauna Portunidae das Américas é diversificada, com 15 espécies pertencentes ao
género Callinectes, sendo trés mais abundantes no Atlantico Ocidental: C. danae Smith, 1869,
C. sapidus, Rathbun, 1986, e C. ornatus Ordway, 1863 (Melo, 1996). A distribuicdo desta
familia esta relacionada a fatores fisicos, quimicos e climéaticos onde a temperatura e a
salinidade representam fatores mais importantes (Costa, 1995; Guerin, Stickle, 1997; Chacur,
1998).

Callinectes danae Smith, 1869 (Figura 7) € um portunideo eurialino, distribuido no
Atlantico Ocidental da Flérida ao sul do Brasil (Melo, 1996), podendo ser encontrado em
estuarios, ambientes de agua salobra, com registros de até 75 m de profundidade (Costa,
Negreiros-Fransozo 1998; Masui et al., 2002). Esta espécie representa um recurso pesqueiro
em muitas regides do Brasil, seja pela pesca artesanal ou associada a pesca de camardo
(Barreto et al., 2006; Sforza et al., 2010).

Figura 7 - Callinectes danae Smith, 1869
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O siri-azul tem predilecdo por baixa salinidade e por sedimentos arenosos finos. Os
Portunideos, de modo geral, apresentam o habito de se enterrarem no sedimento para protecdo
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contra predadores e para facilitar a captura de presas ageis (Schoéne, 1961). Apesar dos
caranguejos serem considerados predadores vigorosos que consomem principalmente bivalves
e gastropodes, eles também consomem matéria organica em decomposicdo (Warner, 1977)
podendo extrai-la do sedimento (Chacur et al., 2000), além disso, utilizam o sedimento como
auxiliador na digestdo (Mantelatto, Christofoletti, 2001). Na baia de Ubatuba, o C. danae é
frequentemente encontrado na dgua do mar afetada pelo escoamento de dgua doce e esté
exposto a salinidades moderadas (25-33%o S) ao longo de todo o ano (Mantelatto, Fransozo,
1999).

Estudos da morfologia das branquias de C. danae (Figura 8) demonstraram a presenca
de oito pares de branquias dispostas lateralmente, apresentando grande semelhanca com as
estruturas ja descritas para espécies de crustaceos relacionadas (Onken, Riestenpatt, 1998;
Masui et al., 2009). As branquias sdo compostas basicamente por estruturas multilamelares,
onde cada lamela forma um envelope cuticular com o seu exterior em contato com a agua do
ambiente e o seu interior preenchido pela hemolinfa, que circula através de uma camara
formada por células epiteliais uniestratificadas que, dependendo da espécie, apresenta um
septo intralamelar completo ou parcial (Towle, Kays, 1986; Taylor, Taylor, 1992; Péqueux,
1995; Onken, Riestenpatt, 1998). Nas membranas apicais, as células do tecido epitelial
branquial apresentam um grande nimero invaginacgdes, que aumentam a superficie de contato
com o0 meio ambiente. Ja a superficie basolateral dessas células, onde esta localizada a (Na*,
K*) -ATPase, é banhada pela hemolinfa e apresenta um grande nimero de invaginacdes
associadas a mitocondrias (Gilles, Péqueux, 1985; Towle, Kays, 1986; Taylor, Taylor, 1992;
Péqueux, 1995; Onken, Riestenpatt, 1998). Estas invaginacdes da membrana associadas a
mitocbndrias, denominadas "bombas mitocondriais”, sdo caracteristicas de epitélios
transportadores de ions (Péqueux, 1995; Onken, Riestenpatt, 1998).

O epitélio branquial de espécies Callinectes consiste em uma Unica camada de células
que revestem a cuticula em ambos os lados das lamelas branquiais, com células pilares
formando conexdes através do espaco da hemolinfa (Towle, Kays, 1986). As células epiteliais
delgadas, que atuam nas trocas gasosas, predominam nas branquias anteriores, enquanto as
células espessas ou ionocitos, cuja superficie da membrana é altamente amplificada por
invaginacOes basolaterais profundas, na qual ocorre o transporte de ions, predomina nas
branquias posteriores (Towle, Kays, 1986; Péqueux, 1995).

Devido as mudancas na salinidade que o C. danae fica exposto ao longo de todo o ano,
mecanismos eficientes de hiperosmorregulacdo sdo necessarios para a sua sobrevivéncia

(Mantelatto, Fransozo, 1999; Masui et al., 2009). Foi demonstrado que o C. danae possui
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capacidade hiporregulatéria moderada em meios diluidos e baixa capacidade hiporregulatéria

em meios concentrados, sendo essa capacidade osmorregulatéria um processo fisiologico

sustentado pela cinética da (Na*, K*)- ATPase e pela expressdéo do mRNA (Garcom et al.,

2021).

Figura 8 - Representacdo esquematica da morfologia das branquias dos caranguejos

3
T

PRs
.
.

.o, .-..v
) 1
Qo

1

LN

oL xRl

LRy .
. % %,

v

S

<

1. Cuticula; 2. Célula principal; 3. Célula pilastra; 4. Espaco da hemolinfa. 5. Septo
intralamelar. A figura é baseada em estudos de microscopia em Uca sp. Fonte: Onken,

Riestenpatt (1998).

Callinectes danae é uma das varias espécies de caranguejos recomendadas como

biomonitor ambiental, capaz de fornecer respostas bioldgicas em areas contaminadas (Bordon

et al. 2012, 2015). A sobrevivéncia desses invertebrados depende da qualidade ambiental do

estuario, sendo assim, as concentracdes de metais nos tecidos dos siris-azuis devem ser

monitoradas, ja que esta espécie € um recurso pesqueiro importante nas comunidades locais

(Severino-Rodrigues et

al. 2001).

1.5. Efeito da poluicdo por metais pesados
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Os ambientes estuarinos e costeiros sdo acumuladores de produtos toxicos provenientes
de fendmenos naturais e de atividades antropicas (Henry et al., 2012). Como consequéncia, 0S
organismos sao frequentemente expostos a varios poluentes, incluindo uma grande variedade
de ions metalicos, compostos organicos e nanoparticulas (Sharma et al., 2014; Pathania et al.,
2016; Caparelli et al., 2019). Especificamente, os metais de transi¢cdo se destacam como 0s
poluentes mais abundantes encontrados em ambientes aquaticos, uma vez que muitos deles
podem formar compostos com diferentes estados de valéncia, o que contribui para o potencial
de toxicidade (Appenroth, 2010). Embora possam atuar como transportadores de elétrons ou
formar complexos participando como cofatores em inimeras reacfes enzimaticas (Duffus,
2002), a contaminacdo por metais tornou-se motivo de grande preocupacdo devido a
toxicidade inerente aos organismos vivos, potenciais efeitos ecologicos, persisténcia, nao
degradabilidade, bioacumulacéo e seguranca alimentar pablica (Suami et al., 2019).

“Metais pesados” ¢ definido como um termo coletivo que faz referéncia a qualquer
elemento metalico com alta densidade (>5g/cm?), sendo considerado toxico mesmo em baixas
concentracdes (Duffus, 2002). Entretanto, o termo ndo pode estar limitado apenas as
propriedades fisicas do elemento, mas também deve-se levar em consideracdo suas
propriedades quimicas (Duruibe, Ogwuegbu, Egwurugwu, 2007). As interacdes bioldgicas
dos metais sdo baseadas na ampla gama de potenciais redox (Henry et al., 2012), eles podem
ser bioacumulados pelos organismos marinhos e até biomagnificados através da cadeia
alimentar, resultando em altas concentragdes nos organismos predadores (Suami et al., 2019).
Um dos maiores problemas enfrentados no momento é a compreensdo e previsdo das
interacdes desses poluentes e, 0s estresses naturais que podem causar aos animais (Nimmo,
Bahner, 1974).

Alguns metais tém grande importancia bioldgica e sdo fundamentais para manter varias
funcbes importantes nos organismos vivos quando em concentragdes fisioldgicas necessarias,
entretanto, podem se tornar um risco a saude ao exceder determinado limite (Jaishankar et al.,
2014). Para cada espécie, 0s metais essenciais possuem uma faixa de concentracdo
considerada 6tima para o funcionamento metabdlico normal do organismo que geralmente é
determinada pelas concentracdes naturais biodisponiveis do metal no habitat e pela
capacidade homeostética do animal (Van Assche, Van Tilborg, Waeterschoot, 1997). Apesar
disso, essa capacidade homeostatica € limitada, de tal modo que se a concentracéo externa de
um metal essencial ser muito elevada ou muito baixa a regulacdo falhara, ocasionando em

toxicidade ou deficiéncia, respectivamente (Janssen, Muyssen, 2001).
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Alguns elementos metalicos ndo sdo regulados por crustdceos decdpodes, e possuem
alto potencial bioacumulativo e biomagnificativo (Rainbow, 1985; 1995). Em contraste,
alguns ions, como os Cu®" e Zn?*, estdo sujeitos a regulagdo metabdlica nos tecidos desses
crustaceos (Rainbow, White, 1989; Rainbow, 2002). A absor¢do dos metais pelos
invertebrados € considerada um processo passivo, ndo requerendo gasto de energia (Combs,
George, 1978; Mason, Jenkins, Sullivan, 1988), e ocorre mediante o consumo de alimentos,
pelo ar, sedimentos e agua, podendo bioacumular com o tempo (Mason, Jenkins, Sullivan,
1988). A concentracdo corporal (ng/g) de metal em invertebrados marinhos, que depende da
estratégia de regulacdo e € Unica em cada espécie (Rainbow, 2002), é resultado da diferenca
liquida nas quantidades absolutas (pug) de metal absorvido e perdido pelo corpo, conforme
este for diluido pelo tecido corporal presente. Qualquer alteracdo na absorcao, perda de metal,
ou no peso corporal, consequentemente, podera alterar a concentracdo do metal no organismo
(Rainbow, White, 1989; Rainbow, 2002).

Propriedades fisico-quimicas como a salinidade, dureza, pH, temperatura, equilibrio
termodindmico e a cinética de complexacdo, afetam a biodisponibilidade do metal
(Tchounwou et al., 2012; Magalhées et al., 2015; Atli, 2019). A biodisponibilidade € um
conceito bastante abrangente e complexo de definir, podendo incluir a disponibilidade fisico-
quimica no meio de exposi¢cdo, a demanda real no habitat e 0 comportamento toxicolégico no
organismo (Reuther, 1999). Um significado mais restrito € descrito por Morton, Hayes,
Semrau (2000), que associa a quantidade de metal que pode ser absorvida por
microorganismos a uma resposta fisiologica observavel. Contudo, a biodisponibilidade deve
ser considerada como um processo dindmico que consiste em uma dessor¢do direcionada
fisicoguimicamente e um processo de absorcdo impulsionado fisiologicamente (Peijnenburg
et al., 2002).

Os ions metalicos sdo absorvidos pelas cuticulas branquiais, transportados para a
hemolinfa, chegando aos érgdos (Péqueux, 1995; Caparelli et al., 2019). Uma vez dentro da
célula, além de inibir enzimas, podem alterar a fungdo mitocondrial e retardar a mitose
(Figerman et al., 1996). Acredita-se que esses poluentes inibem enzimas de membrana, como
(Na*, K")-ATPase (Figerman et al., 1996) através da ligacdo a grupos sulfidrila (Colovic et
al., 2018). Em vertebrados, os metais pesados podem prejudicar o funcionamento do cérebro,
pulmdes, rins, figado, composicdo do sangue, e sua exposic¢do a longo prazo esta relacionado
a progressao gradual de processos degenerativos fisicos, musculares e neuroldgicos, causando
doencas como esclerose multipla, doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer e distrofia

muscular (Jaishankar et al., 2014). Alguns estudos revelaram que a exposi¢cdo ao cadmio,
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mercurio e chumbo provocam doengas neurodegenerativas e, através da utilizacdo de espécies
transgénicas de peixes obtiveram-se resultados promissores para a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na toxicidade de tais metais (Green, Planchard, 2018).

O cobalto esta presente nas fucdes vitais como componente da molécula de vitamina B12
(Figura 9) (cobalamina), fundamental em diversos processos bioldgicos, principalmente na
transferéncia de grupos metil para o DNA (Cacador et al.,, 2012; Nasri, Heydarnejad,
Nematollahi, 2019; Zoroddua et al., 2019). Entre os problemas relacionados a deficiéncia de
vitamina Bi2 estdo a anemia perniciosa, patologias neuroldgicas e hematoldgicas (Yamada,
2013; Zoroddua et al., 2019), isso ocorre devido a inativacdo das enzimas metionina sintase e
metilmalonil-CoA mutase, que sdo dependentes desta vitamina (Zoroddua et al., 2019).

As principais fontes antropogénicas de cobalto no meio ambiente sdo provenientes de
processos de mineragdo, fundicdo, queima de combustiveis fosseis e uso de fertilizantes
fosfatados (Rai, Ullah, Haider, 2015). A exposicdo excessiva ao cobalto resulta em um
conjunto complexo de déficits de saude clinica produzindo lesGes genotoxicas (Kasten,
Hartwig, Beyersmann, 1992; Kasprzak et al. 1994; Lison et al., 2001; Zou et al., 2001;
Magaye et al., 2012; Garoui et al., 2013; Karthikeyan et al., 2019). Os maleficios causados
por estes ions estdo relacionados com sua capacidade de participar de reacdes do tipo Fenton
(Valko et al.,, 2007), desencadeando a producdo de radicais livres, e causando estresse
oxidativo (Garoui et al., 2013; Karthikeyan et al., 2019). A producdo do estresse oxidativo
pode induzir quebras de fitas simples de DNA, formar ligacdes cruzadas DNA-proteina
(Kasten, Hartwig, Beyersmann, 1992; Kasprzak et al. 1994; Magaye et al., 2012), modificar
cadeias laterais de aminoacidos, oxidar fracGes sulfidrila (Garoui et al., 2013), bloquear
canais de calcio, bem como provocar danos através da modificacdo oxidativa de lipidios, de
proteinas e de células neurais (Hassoun et al., 2001).

Em humanos, este metal foi relacionado também ao comprometimento de gestacéo, ja
que o Co?" consegue atravessar a placenta, causando muitos distirbios em recém-nascidos
(Kratchler, Rossipal, Irgolic, 1998). Além disso, acredita-se que o Co?* em concentracdes
excedidas, tenha efeitos neurotoxicos, como indicado em um estudo feito com trabalhadores
expostos ao metal, tanto na forma de p6 quanto névoa, que relataram déficit de meméria entre
outros agravantes (Jordan, Whitman, Harbut, 1997; Garoui et al., 2013).

Apesar de pequenas concentracdes de cobalto serem uma necessidade para o
funcionamento normal do cérebro, este metal pode causar deplecdo de neurotransmissores
(Hasan, Ali, Anwar, 1980) e inibir a transmissdo sinaptica através do bloqueio pré-sinaptico

dos canais de calcio (Gerber, Gahwiler, 1991; Czarnota, Whitman, Berman, 1998). A
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neurotoxicidade esta relacionada com o dano oxidativo que o metal pode causar, que afeta a
estrutura e maturacao do cérebro (Garoui et al., 2013). A inibicdo nas atividades da (Na*, K¥)-
ATPase e Mg?*-ATPase foi relatada apds tratamento com Co?", esta reducédo da Mg?*-ATPase
pode causar diminuigcdo na producdo de ATP que por sua vez, altera a atividade da (Na*, K¥)-

ATPase, produzindo disfuncdo neuronal (Mohiyuddin et al., 2010).

Figura 9 - Vitamina B1.

Estrutura da cobalamina. Fonte: Bannerjee, Ragsdale (2003).

Os fons de cobalto atuam bloqueando o transporte ativo de Ca?" nas branquias em
peixes de adgua doce e interferem nas vias metabolicas de algas de agua doce (Niyogi, Wood,
2003). As escassas informagdes sobre os riscos potenciais do Co?" para 0 ambiente aquatico, e
informacGes insuficientes sobre 0 mecanismo de toxicidade tem prejudicado o conhecimento
dos possiveis riscos ambientais que este ion pode causar, especialmente em organismos
marinhos (Richards, 1988; Nasri, Heydarnejad, Nematollahi, 2019).

Para monitorar a poluicdo por metais tem sido utilizadas determinadas espécies que séo
conhecidas como bioindicadores, ja que o0s poluentes quimicos ao entrar no organismo deixam
marcas que refletem essa exposicdo (Rainbow, 2002; Bordon et al. 2012, 2015; Magalhdes et
al., 2015). O biomonitoramento pode oferecer informagbes sobre as concentracbes das
substancias quimicas naturais e antropicas que entraram e permaneceram nos 0rganismos,

bem como os efeitos induzidos, refletindo o grau de contaminac¢do no ambiente (Bordon et al.,
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2015). Além disso, o uso de bioindicadores pode fornecer uma resposta identificavel a baixa
concentracdo do metal em curto tempo de exposicdo, por exemplo, a inativagcdo ou ativacao
de proteinas e a inducdo de estresse oxidativo com subsequente dano celular. Entre os
principais grupos de organismos utilizados como bioindicadores estdo: microrganismos
(bactérias, microalgas, leveduras), zooplancton, macroinvertebrados benténicos (insetos,
crustaceos, moluscos) e peixes, representando diferentes niveis tréficos e fungdes do
ecossistema (Magalhées et al., 2015).

O estresse osmotico causado por metais pesados esta envolvido na interrupcdo do
equilibrio i6bnico em organismos aquaticos, incluindo peixes, crustaceos, mexilhdes e
anfipodes de agua doce (Kim et al., 2016). Um obstaculo na avaliacdo dos efeitos destes
poluentes é a capacidade de medir com precisdo 0 estresse em peixes e outros animais
aquaticos (Rainbow, 2002). Considera-se que 0 comprometimento da capacidade
osmorregulatoéria esta relacionado com a inibicdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase e da
anidrase carbdnica no sistema de transporte de sal (Péqueux,1995; McGeer, Wood, 1998).
Considerando-se que a bomba sodio desempenha um papel fundamental na osmorregulacéo
através da membrana celular epitelial tem sido sugerido que a atividade da enzima pode ser
usada como um biomarcador de estresse osmotico (Kim et al., 2016) uma vez que ela é
vulneravel a esses poluentes (Canli, Stagg,1996; Capparelli, McNamara, Grosell, 2020).

Os metais podem se combinar com enzimas de varias maneiras, principalmente, por
ligacdo covalente a grupos sulfidrilas inibindo inUmeras reacdes e levando a interrupcdo de
varias funcdes fisiologicas (Boitel, Truchot, 1989; Ali, Khan, Ilahi, 2019). Os ions metéalicos
possuem diferentes afinidades para o grupo sulfidrila e as constantes de estabilidade para a
coordenagdo segue a série Irving-Williams (Cu?* > Ni#* = Zn?* > Co?" > Fe?* > Mn?*) que esta
relaciona com a dureza do céation. Quando a concentracdo livre dos metais aumenta essas
reacOes de substituicdo se tornam significativas, podendo ocorrer inibicdo da atividade
enzimatica ou desestabilizacdo de componentes estruturais de moléculas celulares (George,
1988), assim, o Cu?* podera deslocar o Zn?*, Fe?*, etc. Consequentemente, a exposicdo aos
cations metalicos pode causar alteracbes conformacionais nas enzimas, na resposta a
cofatores, temperatura, pH e na constante de Michaelis-Menten (Jackim, 1974).

O modelo do ligante bi6tico (MLB), proposto na década de 70, tem o objetivo de avaliar
quantitativamente como a quimica da agua, incluindo a salinidade, afeta a especiacdo e a
viabilidade bioldgica dos metais em sistemas aquéticos e, portanto, prevé a toxicidade de
metais nos organismos e ambientes aquaticos (DiToro et al., 2001; Santore et al., 2001;

Monserrat et al., 2007). Este modelo fundamenta-se no equilibrio quimico que considera dois
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processos principais: a troca cinética na superficie celular das espécies com os metais livres e
a internalizagdo (Wang, 2013). O modelo considera que a toxicidade por metal ocorre como
resultado da reacdo de ions metalicos com locais de ligacdo na interface organismo-agua,
representados como um complexo ligante biético do metal (metal-LB). A concentracdo deste
complexo de metal-LB determina a magnitude do efeito toxico, independentemente das
caracteristicas fisico-quimicas do meio (De Schamphelaere, Janssen, 2002). O modelo MLB
assume que o ion do metal livre é a principal espécie de metal que causa efeitos adversos, e
leva em consideracdo que outros cations competem com o fon para se ligarem aos locais LB,
podendo afetar a toxicidade do metal (Ardestani, Van Straalen, Van Gestel, 2015).

De acordo com o modelo MLB os metais podem ser divididos em monovalentes,
divalentes e outros. Apesar do modelo do ligante bidtico ter sido desenvolvido
preferencialmente para os metais Ag* e Cu* ele também pode ser aplicado para avaliar a
toxicidade fisiologica de outros metais (Paquin et al., 2002). O modelo prevé a toxicidade
cronica para varios ions incluindo AI*, Co?*, Cu?*, Ni?*, Pb?* e Zn?* (Adams et al., 2020). Os
metais monovalentes, Ag* e Cu*, interrompem a captacdo de Na* e CI" diretamente no sitio de
transporte e inibem a (Na*, K*)-ATPase. Ja os metais divalentes, Pb?* e Hg?*, afetam o
transportador de Ca?* localizado na membrana apical, afetando o transporte de calcio e,
consequentemente, o seu metabolismo. O terceiro grupo € representado por metais que
conseguem atravessar as branquias, atuando em outros tecidos (Playle, Dixon, Burnison,
1993; Paquim et al., 2002; Ardestani, Van Straalen, Van Gestel, 2015). Esses mecanismos de
transporte através das membranas ou interacdes nos locais LB dos organismos podem estar
relacionados ao raio i6nico, carga nuclear efetiva, solubilidade e niamero de oxidacdo do
elemento (Ardestani, Van Straalen, Van Gestel, 2015).

A Figura 10 mostra esquematicamente um modelo de sitios de captura de um ligante
bidético em um organismo de agua doce (Paquin et al., 2002; Niyogi, Wood, 2003). Nao
existem relatos de um modelo para organismos marinhos. Os metais essenciais presentes no
meio externo entram na célula por meio de canais e transportadores existentes na membrana
apical, e, através da hemolinfa, se difundem para outras células utilizando canais e
transportadores existentes na membrana basolateral (Rainbow, 2002).

Cerca de um terco da populacdo mundial vive em zonas costeiras, causando intensa
pressdo sobre os ecossistemas (Araujo et al., 2020). Nas Gltimas décadas, inameros estudos
tém sido desenvolvidos com o objetivo de desenvolver metodologias baseadas em
biomarcadores para avaliar possiveis riscos ecolégicos. Devido a complexidade dos padrbes

toxicocinéticos, o uso de biomarcadores e bioindicadores tem se mostrado como uma
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alternativa mais simples e consistente para determinar as condi¢cdes ambientais podendo ser
utilizado como mecanismo de rastreamento de toxicidade e avaliacdo do impacto toxicolégico
de metais (Rainbown, 1995; Magalhdes et al., 2015; Bordon et al., 2015; Aradjo et al., 2020).
Os biomarcadores fornecem respostas a nivel subindividual, podendo variar de efeitos
moleculares a alteracbes comportamentais (Aradjo et al., 2020). Na Baia de Ubatuba
desdguam quatro pequenos rios (Rio Indaia, Rio Grande, Rio Lagoa e Rio Acaraul), que
contribuem para o aumento de matéria organica, efluentes industriais e dejetos de pescas
(Mantelatto, Fransozo, 1999). Sendo assim, ha uma grande preocupacao ecolégica e com a

salide publica associada a contaminacao por metais.

Figura 10 - Modelo esquematico dos sitios de captura do ligante bidtico na célula

epitelial de um organismo habitante de 4gua doce

Medium

H*  Na* Ca? Cr-

Int
Body
Fonte: Paquim et al., 2002; Niyogi, Wood, 2003.

Apesar dos esforcos realizados, até o presente momento muito pouco se conhece acerca
do efeito toxico dos metais a nivel molecular. Levando em consideracdo o grande nimero de
estudos envolvendo ions metalicos, e diferentes condicdes de exposicdo dos organismos
aquaticos, € necessario desenvolver protocolos que permitam a compreensdo de como esses
poluentes afetam os organismos em seus habitats a fim de prever mudangas que possam
corrigir efeitos tdxicos nesses sistemas (Rainbow, 2002; Sathya et al., 2012; Magalhées et al.,
2015; Kim et al., 2016; Ali, Khan, llahi, 2019).
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2. CONCLUSAO

O cobalto estimulou a atividade K*-fosfatase da enzima em substituicdo ao magnésio.
Entretanto, na presenca de magnésio, o metal inibiu a atividade K*-fosfatase da enzima.

Comparada com o0 magnésio (Kos= 2,98 + 0,59 mmol L?) a afinidade da enzima pelo
cobalto é ~4,5 vezes maior (Kos= 0,60 + 0,23 mmol L™). Desta forma, o magnésio consegue
deslocar o cobalto ligado & enzima até concentracdes menores que 2 mmol L™,

Além disso, o cobalto ndo interferiu na inibicdo da atividade K*-fosfatase da enzima
pelo sodio (ICso 16 mmol L), bem como néo afetou a inibicdo da atividade K*-fosfatase
pela ouabaina (K;~ 2 mmol L?).

Os resultados obtidos com Co?* podem permitir estudos futuros com outras ATPases
que requerem Mg?*. Informacgdes sobre os efeitos do Co?* nas funcdes fisioldgicas, como
osmorregulacdo, ainda é superficial e escasso. A maior parte das informac6es ndo permitem
uma distincdo clara entre efeitos sinérgicos do metal com os mecanismos envolvidos na

regulacdo da osmolaridade sanguinea e celular
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