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RESUMO

FABRI, L. M. Estudo bioquimico comparativo da (Na*, K*)-ATPase branquial de
Macrobrachium amazonicum (Heller, 1862) habitante de regiGes continentais. 196p.
Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, 2019.

O camardo Macrobrachium amazonicum é um espécie diddroma, que apresenta uma
ampla distribuicdo na América do Sul. Os camardes palemonideos hiperregulam em agua
doce, sendo este processo energizado pela (Na*, K*)-ATPase e V(H")-ATPase presentes no
tecido branquial desses animais. Este trabalho teve como objetivo caracterizar e comparar as
propriedades moleculares, bioquimicas e cinéticas da (Na", K*)-ATPase e V(H")-ATPase
branquial de M. amazonicum de populacfes que habitam a Bacia do Rio da Prata (Parana-
Paraguai), proporcionando um melhor entendimento do processo osmorregulatorio envolvido
na invasdo do ambiente dulcicola desta espécie. A (Na', K*)-ATPase branquial de M.
amazonicum recém capturado nos Rios Tieté e Grande apresentou atividade maxima de
aproximadamente 130 nmol P; mint mg? de proteina, representando cerca de 75% da
atividade ATPase total. As propriedades cinéticas da (Na*, K*)-ATPase branquial destas duas
populacbes apresentam grande semelhanca entre si, porém sdo divergentes se comparadas a
outras populacdes de M. amazonicum. De forma inédita, neste trabalho foi realizada a
caracterizacdo cinética da (Na*, K*)-ATPase branquial de M. amazonicum apds a aclimatacdo
em alta salinidade, utilizando os animais do Rio Tieté aclimatados em salinidade em 21 %oS
durante 10 dias. Essa aclimatagdo resultou na provocou a diminui¢ido de aproximadamente
60% na atividade ATPase da (Na*, K*)-ATPase branquial (52,1 + 1,9 nmol Pi min mg* de
proteina). A afinidade da enzima para os seus diferentes moduladores também foi alterada,
sugerindo alteracdes na regulacdo da enzima com a aclimatacdo. Nos animais recém
capturados a atividade insensivel a ouabaina é composta principalmente pelas atividades da
V(H")-ATPase, Na" e/ou K*-ATPase e F-ATPase, enquanto nos animais aclimatados ela é
constituida pelas atividades da Ca?*-ATPase, Na*- e/lou K*-ATPase e F-ATPase. Atividade
V(H")-ATPase foi encontrada somente nos animais recém capturados. A V(H')-ATPase
branquial de M. amazonicum recém capturado apresentou uma atividade de 27,2 nmol Pi min
! 'mg? de proteina (Rio Tieté) e 16,7 nmol Pi min? mg? de proteina (Rio Grande). As
afinidades aparentes da V(H*)-ATPase branquial de M. amazonicum de Rio Tieté para 0s seus
moduladores foram inferiores aos valores encontrados para a populacdo do Rio Grande. A
eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) da fracdo microsomal do tecido branquial de M.
amazonicum sugere algumas diferencas de expressdo proteica, sendo que a subunidade a da
(Na*, K¥)-ATPase apresentou apenas uma Unica banda imunorreativa (=110kDa). A (Na",
K™")-ATPase localiza-se predominantemente ao longo do septo intralamelar nas branquias e a
aclimatacdo em alta salinidade durante 10 dias ndo causou mudancas nesta distribuicéo,
sugerindo que a adaptacdo dos animais ndo depende da disponibilidade da enzima na
membrana celular. A atividade da (Na*, K*)-ATPase branquial de M. amazonicum ¢ alterada
tanto pela presenca do peptideo FXYD2 exo6geno, quanto pela fosforilagdo pelas proteinas
quinases A e C enddgenas em uma proteina da familia FXYD presente na fragdo microsomal
destes animais. Considerando que a alteracdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase é dependente
da salinidade, os resultados deste trabalho podem ser relevantes para uma melhor
compreensdo do processo osmorregulatério do M. amazonicum.



ABSTRACT

FABRI, L. M. A comparative biochemical study of the gill (Na*, K")-ATPase from
populations of Macrobrachium amazonicum (Heller, 1862) inhabiting continental waters. 196
pp. Dissertacdo de Mestrado. — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, 2019.

The freshwater shrimp Macrobrachium amazonicum is a diadromous species that has a
wide distribution throughout South America. The palaemonid shrimps hyper-osmoregulate
their hemolymph in fresh water, a process energized by the (Na*, K)-ATPase and V(H")-
ATPase present in their gill tissue. In this study, we characterized and compared the
molecular, biochemical and kinetic properties of the gill (Na*, K")-ATPase and V(H")-
ATPase in two populations of M. amazonicum inhabiting the Parana-Paraguay (La Plata) river
basin, providing a better understanding of the osmoregulatory process involved in the
invasion of the freshwater by this specie. The gill (Na", K*)-ATPase of fresh-caught M.
amazonicum from both the Tieté River population and Grande River population showed
maximum activities of approximately 130 nmol Pi min™t mg* protein, which represents about
75% of the total ATPase activity. The kinetic properties of the gill (Na*, K*)-ATPase of these
two populations are very similar to each other but are divergent when compared to other M.
amazonicum populations. In this work, for the first time, the kinetic characterization of the gill
(Na*, K)-ATPase M. amazonicum was performed after high salinity acclimatization, using
Tieté River animals acclimatized in salinity at 21 %oS for 10 days. This acclimatization caused
the decrease in gill (Na*, K*)-ATPase activity (52.1 + 1.9 nmol Pi mint mg? protein) by
~60%. The enzyme affinity for different modulators also changed, suggesting alterations in
enzyme regulation with acclimatization. In fresh-caught shrimps the ouabain insensitive
ATPase activity consisted mainly of V(H*)-ATPase, Na*- and/or K*-ATPase and F-ATPase
activity, while in acclimated animals the activity is constituted by Ca**-ATPase, Na*- and/or
K*-ATPase and F-ATPase activity. V(H")-ATPase was found only in fresh-caught shrimps.
The V(H")-ATPase activity from the fresh-caught shows a maximum activity of 27.2 nmol Pi
mint mg* protein for those from the Tieté River and 16.7 nmol Pi min mg™ protein for the
Grande River population. The apparent affinities by modulators of the gill V(H*)-ATPase of
M. amazonicum from the Tieté River were less than those for Grande River population. SDS-
PAGE analysis of the microsomal fraction from M. amazonicum gill tissue in the two
populations suggests some differences in protein expression, while a single immunoreactive
band for the (Na*, K")-ATPase a-subunit (=110kDa) was revealed. The (Na*, K*)-ATPase is
located predominantly along the intralamellar septum of the gill lamella, and the acclimation
to 21 %o salinity for 10 days did not change this distribution, suggesting that shrimp
adaptation does not depend on the availability of the enzyme in the cell membrane. The gill
(Na*, K")-ATPase activity from M. amazonicum is altered both by the presence of exogenous
FXYD2 peptide and by endogenous protein kinases A and C phosphorylation in a protein of
the FXYD family present in the microsomal fraction of these shrimps. Whereas the change in
(Na*, K")-ATPase activity is salinity dependent, the results of this work may be relevant for a
better understanding of the in the osmoregulatory process of M. amazonicum.
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1.1. Camarao Macrobrachium amazonicum

O género Macrobrachium (Bate, 1868) pertence a familia monofilética Palaemonidae
(Crustacea, Decapoda) e apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica, presente nos mais
diversos nichos ecolégicos dos cinco continentes (Pereira, 1997). Os camardes desse género
tém sua origem em ancestrais marinhos no inicio do Pleistoceno que obtiveram sucesso na
conquista do ambiente dulcicola (Jalihal et al., 1993; Short, 2004; Freire et al., 2003; Bauer,
2004). Existem evidéncias de que esta migracdo tenha ocorrido mais de uma vez, ja que seus
membros sdo encontrados desde aguas marinhas até aguas interiores (Jalihal et al., 1981;
Freire et al., 2003). Dentre um total aproximado de 240 espécies de Macrobrachium
atualmente reconhecidas, cerca de 57 tém sido relatadas vivendo na regido neotropical
(deGrave & Fransen, 2011) e destas, 19 sdo encontradas no Brasil (Vera-Silva et al., 2016). O
interesse da academia pelo género aumenta progressivamente desde a década de 1980, onde o
Macrobrachium rosenbergii, 0 Macrobrachium nipponense e 0 Macrobrachium amazonicum
sd0 as espécies mais estudadas neste periodo. A Universidade de S&o Paulo foi responsavel
por aproximadamente 10% desta producédo cientifica, colocando o Brasil em um local de
destaque no estudo deste género (Chong-Carrillo et al., 2015).

Os varios eventos de migracdo para o ambiente dulcicola resultaram em diferentes
padrGes de desenvolvimento dentro desse género, tendo em vista que algumas espécies
conseguiram conquistar completamente o ambiente dulcicola, ndo necessitando, portanto, de
agua salobra para o seu desenvolvimento. Isso permitiu a elas habitarem rios continentais e,
por isso, elas sdo consideradas espécies hololimnéticas, como é o caso do Macrobrachium
brasiliense. Espécies que ndo conquistaram totalmente o ambiente dulcicola e ainda
necessitam de aguas estuarinas para o desenvolvimento larval, retornando para a agua doce na
fase pos-larval, sdo consideradas espécies diadromas, sendo que o Macrobrachium olfersii e 0
M. amazonicum s&o exemplos (Jahilal et al., 1993; Freire et al., 2003; McNamara et al.,
2004).

Esta diferenca de desenvolvimento levou ao surgimento de duas estratégias
reprodutivas dentro desse género (Liu et al., 2007). Os animais hololimnéticos apresentam um
desenvolvimento larval abreviado, constituido de no méximo duas fases larvais, sendo
caracterizado pela producdo de poucos ovos com um grande diametro (Jalihal et al., 1993).
Nas espécies diadromas ocorre um desenvolvimento larval prolongado, com varios estagios
larvais, cuja caracteristica € a producdo de ovos menores em maior quantidade (>150.000

ovos) (Murphy & Austin, 2005). A historia evolutiva destas duas estratégias ainda apresenta
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controvérsias, uma vez que enquanto analises filogenéticas de marcadores moleculares
utilizando espécies americanas mostraram que as duas estratégias surgiram vérias vezes
(Pileggi & Mantelatto, 2010), para espécies asiaticas tem sido sugerido que as espécies do
primeiro grupo apresentam uma ancestralidade comum, enquanto o segundo grupo apresenta
cinco origens diferentes (Womor et al., 2009).

Macrobrachium amazonicum (Heller, 1862), popularmente conhecido como camaréo
canela ou camardo do Rio Amazonas (Figura 1), apresenta uma ampla distribuicdo na regido
neotropical da América do Sul, ocorrendo naturalmente nas bacias dos rios Orinoco,
Amazonas e Paraguai (revisto por Magalhdes et al., 2005), podendo ocupar uma grande
diversidade de ambientes, desde regides estuarinas até dguas interiores distantes 3.000 km do
mar (Odinetz-Collart & Rabelo, 1996; Montoya, 2003; Magalhdes et al., 2005; Bentes et al.,
2011). Macrobrachium amazonicum ¢é registrado em uma area geografica de ocorréncia com
aproximadamente 4.000 km de diametro, que se estende desde o norte da Argentina e
Paraguai, até a costa norte da América do Sul compreendendo a Venezuela, a Colémbia e a
Guiana (Magalhdes, 2000; Melo, 2003; Valencia & Campos, 2007), nas bacias Amazonica,
Araguaia-Tocantins, Sdo Francisco, Parana-Paraguai, bem como em outros rios menores da
bacia do Atlantico Sul no Brasil (ver Pileggi et al., 2013 para localidades brasileiras). Nem
todas as populagcdes M. amazonicum sdo consideradas naturais, as populacfes da regido
superior da Bacia do Rio Parana e do nordeste do Brasil resultam de uma dispersao antrépica
(Pinto, 1977; Torloni et al., 1993; Magalhdes et al., 2005).

A grande plasticidade ecoldgica e fisiologica do M. amazonicum que ocupa habitats
tdo distintos e até mesmo de populacbes que habitam diferentes regides do Rio
Tocantins/Araguaia (J. L. Freire et al., 2017) representa um aspecto intrigante. Entretanto, a
caracterizacdo genética de diferentes populacbes do Brasil utilizando marcadores
mitocondriais 16S e citocromo oxidase I, revelou que todas estas popula¢bes compdem um
clado monofilético caracterizando, portanto a existéncia de uma Unica especie (Pileggi &
Mantelatto, 2010; Vergamini et al., 2011) e corroborando com dados morfoldgicos que
chegaram a mesma conclusdo (Holthuis, 1952). Entretanto, algumas divergéncias genéticas,
resultantes de variagdes intraespécie permite a estruturacdo das populagdes brasileiras dessa
espécie em trés grupos: i. populacdes de aguas interiores da Bacia Amazonica; ii. populacdes
da Bacia Parana-Paraguai e iii. populagdes costeiras do norte e nordeste (Vergamini et al.,
2011). Esta ampla variabilidade intraespécie pode ser devido a isolacdo genética das
populagdes representando um sinal de um incipiente processo de especiacdo (Anger et al.,
2009; Vergamini et al., 2011).
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Figura 1. Macrobrachium amazonicum. Maciel & Valenti, 20009.

Vérios estudos mostram que a parte superior da Bacia Parana-Paraguai esta isolada das
bacias do norte, como as bacias Amazonica, Sdo Francisco e Orinoco (Buckup, 2011,
Carvalho & Albert 2011). Consequentemente, a populacdo de M. amazonicum do Pantanal
estd isolada das demais populacdes, impedindo o fluxo génico desta populacdo com as
demais. Os animais que habitam o Pantanal brasileiro apresentam diferencas em relagdo as
demais populacBes quanto a biologia larval (Anger & Hayd, 2009; Anger et al., 2009; Urzla
& Anger, 2011), ao tamanho e composicdo quimica das larvas (Urzla & Anger, 2011), aos
seus padroes alimentares (Anger & Hayd, 2010), aos padrdes de osmorregulacdo durante o
desenvolvimento ontogenético (Charmantier & Anger, 2011; Boudour-Boucheker et al.,
2016) e outras caracteristicas morfoldgicas, ecoldgicas, fisioldgicas e reprodutivas (Hayd &
Anger, 2013; Meireles et al., 2013). Com base nessas diferencas e contrariando dados
genéticos e morfologicos de adultos a populagédo de M. amazonicum do Pantanal foi descrita
como uma nova espécie e denominada Macrobrachium pantanalense (Santos et al., 2013).

O M. amazonicum é considerado um invasor recente do ambiente dulcicola, uma vez
que varias populacbes dependem da agua salobra para o seu desenvolvimento (McNamara et
al., 1983; Magalhaes, 1985; Moreira et al., 1986; Anger, 2003; Augusto et al., 2007). A fase
embrionaria nos camardes tem duracdo de 12 a 18 dias, com as fémeas se mantendo em agua
doce (Guest, 1979; Véga-Perez, 1984; Magalhdes, 1985). A fase larval apresenta de 9 a 11
estagios larvais diferentes estendendo-se por um periodo de 20-23 dias e necessitando de

ambientes com salinidade em torno de 10 a 12 %o (Guest, 1979; Anger et al., 2009; Anger &
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Hayd, 2009). Na fase juvenil, com inicio apos 20-22 dias, em meédia, apds a eclosdo das
larvas, os animais ainda ndo apresentam maturagdo gonadal e as estruturas morfologicas que
permitem diferenciar os 6rgdos reprodutivos, ndo sdo aparentes (Anger, 2001; Moraes-
Riodades & Valenti, 2004; Vetorelli, 2008; Anger et al., 2009; Maciel & Valenti, 2009).
Nesse estagio, os animais retornam a &gua doce. Em contraste, algumas populacfes desse
camardo que habitam aguas interiores e ndo possuem acesso a dgua salobra completam todo o
seu ciclo de vida na agua doce (Pantaledo et al., 2012; Boudour-Boucheker et al., 2014).

Os machos de M. amazonicum apresentam quatros morfotipos, que se diferem quanto
as caracteristicas morfoldgicas, com destaque ao tamanho dos quelipides e a coloracéo
(Moraes-Riodades & Valenti, 2004; Santos et al., 2006). Além das diferencas morfoldgicas,
os diferentes grupos também apresentam diferencas fisiologicas entre si (Augusto & Masuli,
2014; Augusto & Valenti, 2016).

A distribuicdo destes diferentes morfotipos aparentemente depende do ambiente em
que a populacdo habita e da disponibilidade de nutrientes (Santos et al., 2014) sendo mais
comumente encontradas em populacdes estuarinas embora apresente um registro em aguas
interiores (Santos et al., 2006; Silva et al., 2009; Vergamini, 2009; Pantaledo et al., 2014).
Este registro em aguas interiores ocorreu no Rio Tieté, & jusante da barragem da hidroelétrica
de Ibitinga, que apresenta uma grande disponibilidade de nutrientes, porém a montante desta
mesma barragem nédo foram encontrados individuos dos maiores morfotipos (Pantaledo et al.,
2012; 2014).

M. amazonicum € ecologicamente importante em muitas cadeias alimentares pois
representa uma fonte preferencial de alimentacdo para diversos peixes (Almeida et., 1997,
Boscolo et al., 2004). Além disto, o0 M. amazonicum é um biomarcador da qualidade de
corpos d’agua contaminados com herbicidas (Coler et al., 1999).

Entre as espécies de decapodes de dgua doce do Brasil importantes ecoldgica e
economicamente (Magalhdes, 1999; Almeida et al., 2008; Cavalcante et al., 2012), o M.
amazonicum € o de maior importancia econémica no norte e nordeste, sendo amplamente
pescado e consumido nestas regides (Moraes-Riodades & Valenti, 2001, 2004; Marques &
Moraes-Valenti, 2012). A espécie apresenta um grande potencial para a aquicultura, pois
apresenta caracteristicas altamente favoraveis ao cultivo em cativeiros, pois trata-se de uma
espécie nativa (Moraes-Valenti & Valenti, 2010) que apresenta crescimento rapido,
resisténcia a doencas, alta taxa de sobrevivéncia, facil manutencdo (Marques & Moraes-
Valenti, 2012), reproducdo continua ao longo de todas as estagfes do ano (Sampaio et al.,

2007; Pantaledo et al., 2018) e a possibilidade de producdo de larvas em salinidades de apenas



Introducéo 20

1 %0S, permitindo a sua producdo em regides interioranas proximas das fazendas de engorda
(Araujo & Valenti, 2010). Tais caracteristicas tém intensificado os esfor¢os para o uso desta
espécie em cultivos artesanais em diferentes regides do pais. (Kutty, 2005; New, 2005; Araujo
& Valenti, 2007; Moraes-Valenti & Valenti, 2007; Maciel & Valenti, 2009; Hayd et al., 2014;
2017; Mazzarelli et al., 2015).

A diversidade de habitats e mecanismos de reproducdo do M. amazonicum, sua
plasticidade fisiologica e ecolodgica, sua ampla distribuicdo no territorio brasileiro e a sua
importancia na aquicultura tornam esta espécie alvo de estudos dos mecanismos de regulacéo
osmatica e ibnica, bem como do papel dos transportadores branquiais no processo de invasao
de 4gua doce. Vaérios estudos foram realizados para a compreensdo desta adaptacdo podendo
ser destacada a avaliacdo do efeito de diferentes salinidades na sobrevivéncia e na muda de
larvas (McNamara et al., 1983), o papel dos aminoacidos e a tolerancia a salinidade em
diferentes estagios ontogenéticos (Augusto et al., 2007; 2009), a caracterizagdo cinética da
atividade (Na*, K")-ATPase em individuos adultos e em diferentes estagios ontogenéticos
(Santos et al., 2007; Leone et al., 2012; 2014; Fabri et al., 2019), a caracterizacdo cinética da
atividade K*-fosfatase da (Na*, K*)-ATPase em diferentes condigcdes de salinidade (Belli et
al., 2009), a caracterizacdo ultraestrutural das branquias (Belli et al., 2009; Faleiros et al.,
2010), o efeito da salinidade do meio na atividade e expressao de (Na*, K*)-ATPase e V(H")-
ATPase (Faleiros et al., 2010), os efeitos da presenca de aménia no meio em diferentes
transportadores e enzimas do estresse oxidativo (Pinto et al., 2016), a caracterizacdo cinética
da atividade V(H*)-ATPase em diferentes estagios ontogenéticos (Lucena et al., 2015), a
regulacdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase por aminas biogénicas exdgenas (Lucena et al.,
2017a; Lucena et al., 2019a) e regulacdo da fosforilacdo/desfosforilacdo da (Na*, K*)-ATPase

por aminas biogénicas exdgenas (Lucena et al., 2017b).

1.2. (Na*, K*)-ATPase

As ATPases realizam o transporte ativo priméario de ions a partir da hidrélise do
fosfato y da molécula de ATP (Post, 1999). Elas sdo divididas em quatro grupos bem
definidos, as superfamilias das P-, F-, V- e M-ATPases (Pedersen & Amzel, 1993). As P-
ATPases (Figura 2) sdo caracterizadas por receberem o grupo fosfato em um residuo de
aspartato presente na sequéncia conservada DKTGT(I/L) (Bublitz et al., 2010; Palmgren &
Nissen, 2011; Chourasia & Sastry, 2012).
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Bomba de préton

Bomba de sadio
e potassio

Bomba de calcio

Citoplasma

Figura 2. Estrutura das bombas i6nicas pertencentes a familia das ATPases Pii.
Modificado de Goodsell, 2009.

As P-ATPases séo classificadas em cinco diferentes familias: I, Il, I11, IV e V, baseado
no alinhamento de uma sequéncia conservada de 159 aminoacidos (Bublitz et al., 2010;
Palmgren & Nissen, 2011; Chourasia & Sastry, 2012). Dentre eles, o grupo Il é 0 mais bem
estudado e inclui a Ca®*-ATPase, a (Na*, K*)-ATPase e a (H*, K*)-ATPase. A P-ATPase
melhor estruturalmente caracterizada é a Ca?*-ATPase de reticulo sarcoplasmatico,
denominada SERCA (Toyoshima et al., 2000; Toyoshima & Mizutani, 2004; Toyoshima &
Cornelius, 2013). A Ca?*-ATPase apresenta uma grande semelhanca com a (Na*, K*)-ATPase
apresentando os mesmos residuos de aminoacidos no sitio de ligagdo de ions (Morth et al.,
2007).

A (Na*, K)-ATPase (E.C. 7.2.2.13) ou adenosina trifosfatase estimulada por sédio e
potéassio, € uma enzima da classe das ATPases transportadoras associadas a membrana
plasmatica e denominadas “bombas”. A bomba de sodio-potassio, pertence a subfamilia Py,
que é caracterizada por apresentar a subunidade B (Palmgren & Nissen, 2011). A enzima
realiza o transporte simultaneo de trés fons Na* do meio intracelular para o meio extracelular
e dois fons K* no sentido contréario, utilizando a energia fornecida pela hidrélise do fosfato y
de uma molécula de ATP com uma eficiéncia energética da ordem de 70% em condicdes
fisiolégicas (Skou, 1957; Shinoda et al., 2009; Bublitz et al., 2010; Palmgren & Nissen, 2011;
Apell, 2017). Esse transporte assimétrico estabelece um gradiente eletroquimico através da



Introducéo 22

membrana plasmatica de todas as células animais e fornece a forga eletromotriz que é
responsavel por vérias funcbes celulares, tais como: estabelecimento do potencial de
membrana, regulacdo do volume da célula, transporte ativo secundario, sinalizacdo neural,
acidificacdo do estdmago, transporte de substancias vitais, manutencdo da termogénese e do
balango i6nico e regulacdo do pH (Post, 1999; Crambert et al., 2000; Capendeguy &
Horisberger, 2005; Martin, 2005; Pedersen, 2007; Poulsen et al., 2010a; Tidow et al., 2010;
Zheng et al., 2011; Aperia, 2012; Clarke et al., 2013; Clausen et al., 2017; Pivovarov et al.,
2019).

A (Na*, K")-ATPase é amplamente expressa em células animais e consome 19 a 28%
do ATP produzido através dos processos oxidativos (Rolfe & Brown, 1997). Em alguns casos
especificos este gasto energético pode chegar até dois tercos da energia gasta por uma célula
(Howarth et al., 2012). A participacdo da enzima em diferentes niveis de organizacéao
fisiol6gica necessita de uma coordenagdo precisa de suas funcbes na célula, nos 6rgaos, bem
como em todo o organismo (Pirkmajer & Chibalin, 2016; 2019). Devido a sua abundancia nos
mais diversos tipos celulares a (Na*, K*)-ATPase apresenta uma grande importancia em
diversas doencas e seus diferentes reguladores podem apresentar um grande valor terapéutico
(Aperia, 2007; Slingerland et al., 2013; Holm et al., 2016; Ziff & Kotecha, 2016; Clausen et
al., 2017; Obradovic et al., 2017; Amarelle & Lecuna, 2018; Bolotta et al., 2018; Khalaf et al.,
2018; Pivovarov et al., 2019; Orlov et al., 2019).

A unidade funcional béasica da (Na®, K")-ATPase é formada por duas cadeias
peptidicas distintas, a subunidade o, responsavel pela atividade catalitica e a subunidade £,
altamente glicosilada. Em algumas células, a (Na*, K*)-ATPase apresenta ainda uma proteina
de baixa My pertencente a familia das proteinas FXYD (Kaplan, 2002; Garty & Karlish, 2006;
Morth et al., 2007; Geering, 2008; Poulsen et al., 2010a; Li & Langhans, 2015; Clausen et al.,
2017). A subunidade o apresenta M, de cerca de 110 kDa onde se localizam os sitios de
ligacdo do ATP, de fosforilagcdo, bem como os residuos de aminoacidos essenciais para a
ligacdo dos ions sdédio e potéassio (Geering, 2000; Horisberger, 2004; Capendeguy &
Horisberger, 2005). Esta subunidade possui 10 segmentos transmembrana (M1-M10)
formando uma o-hélice cujas extremidades estdo voltadas para o citoplasma originando algas
intra- e extracelulares (Figura 3) (Jorgensen et al., 2003; Toustrup-Jensen & Vilsen, 2005).

As algas citoplasmaticas da subunidade a se arranjam em trés dominios: o dominio P
onde ocorre a fosforilagdo, o dominio A denominado &ncora e o dominio N onde ocorre a
ligacdo de nucleotideos (Horisberger, 2004; Toustrup-Jensen et al., 2009; Bublitz et al., 2010;
Palmgren & Nissen, 2011). O dominio A é formado pela alca citoplasmatica entre 0s
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segmentos M2-M3 e atua como regulador, apresentando uma importante atuagéo na afinidade
da (Na*, K")-ATPase pelo ATP (Daly et al., 1997; Kaplan, 2002). Na alca formada entre os
segmentos M4-M5 estdo os dominios N e P, onde estdo localizados os residuos de
aminoacidos importantes para a ligacdo do ATP (o ATP se liga a eles na forma do complexo
MgATP) e o residuo de aspartato que € fosforilado durante o ciclo catalitico, respectivamente
(Hebert et al., 2003; Belogus et al., 2009; Bublitz et al., 2010; Palmgren & Nilsen, 2011).

A subunidade B, uma proteina de membrana do tipo Il, apresenta apenas um
segmento transmembrana em a-hélice com a extremidade N-terminal voltada para o
citoplasma e a sua interacdo com a subunidade o pode afetar a afinidade pelos ions sdédio e
potassio (Cohen et al., 2005; Durr et al., 2009; Morth et al., 2007; 2011). Esta subunidade
apresenta um grande dominio extracelular, altamente glicosilado, que confere estabilidade a
(Na", K")-ATPase, tornando-a mais resistente a proteases (Martin, 2005; Purhonen et al.,
2006; Morth et al., 2007). O dominio YXXYF da subunidade p é importante para as
interacdes entre as subunidades o (hélice M5S) e B, também atuando na estabilizacdo da
conformacédo E2 da enzima (Hasler et al., 2001; Durr et al., 2009; Shinoda et al., 2009; Morth
et al., 2011). Esta subunidade parece exercer um papel de chaperona, uma vez que na sua
auséncia, a subunidade o ¢é retida no reticulo endoplasmatico (Laughery et al., 2003;

Toustrup-Jensen et al., 2009).
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Figura 3. Diagrama da topologia da subunidade o da (Na*, K*)-ATPase.
Os segmentos transmembrana em a-hélice mostram os dominios P (azul), A (vermelho) e o N
(amarelo) e demais alcas (preto). Modificado de Aperia, 2012.
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Estas duas subunidades formam a unidade basica funcional da (Na*, K*)-ATPase.
Entretanto, em alguns organismos ela pode estar associada a um terceiro polipeptidio,
pertencente a familia das proteinas FXYD, com aproximadamente 60 residuos de
aminoacidos, onde o FXYD2, também chamada de subunidade y, € a mais comumente
encontrada associada a (Na*, K*)-ATPase (Therien & Blostein, 2000; Crambert et al., 2004;
Fuzesi et al., 2005, Lubarski et al., 2007; Cortes et al., 2011; Silva et al., 2012; Pirkmajer &
Chibalin, 2019).

As proteinas FXYD sdo caracterizadas por apresentar um Unico segmento
transmembrana, localizado adjacente ao segmento M9 da subunidade o e cuja extremidade N-
terminal estd voltada para o meio extracelular (Dempski et al., 2008; Geering, 2008; Shinoda
et al., 2009; Morth et al., 2011; Morth & Hein, 2013). Estas proteinas sdo expressas de modo
tecido-especifico associadas a (Na*, K*)-ATPase, modulando suas propriedades cinéticas bem
como sua estabilidade (Geering, 2008; Cirri et al., 2011; Mishra et al., 2011; Shindo et al.,
2011; Yoneda et al., 2013; Pirkmajer & Chibalin, 2019). Em mamiferos sdo expressas sete
proteinas FXYD, que apresentam de 43 a 51% de identidade entre si (Li & Langhans, 2015).
Embora possam exercer outras funcgdes, a maioria delas afeta a afinidade da enzima pelos seus
moduladores e/ou valores de Vm (Geering, 2005; Clausen et al., 2017; Pirkmajer & Chibalin,
2019).

As subunidades a e B da (Na*, K*)-ATPase apresentam diferentes isoformas, como
resultado de diferentes genes. Os mamiferos apresentam quatro isoformas da subunidade o
(Figura 4) e trés da subunidade 8, em humanos as isoformas a2 e a4 resultam do mesmo gene,
diferenciando-se por splicing alternativo (Lingrel et al., 2003; Blanco, 2005; Pressley et al.,
2005; Jimenez et al., 2010; 2011, Parekh et al., 2010; Schaefer et al., 2011; Lucas et al., 2012;
Azarias et al., 2013; Lai et al., 2013; Mladinov et al., 2013; Radzyukevich et al., 2013; Li &
Lingrel, 2015; Clausen et al., 2017; Pirkmajer & Chibalin, 2019). Uma quarta isoforma da
subunidade B esta presente em répteis, aves ¢ peixes (Pestov et al., 2007; 2011). Em humanos
as isoformas da subunidade o apresentam uma alta identidade (80%) da sequéncia de
aminoacidos. J4 a subunidade B ¢ mais diversa, apresentando identidade em torno de 35%,
com diferentes sitios de glicosilagcdes entre as isoformas (Shamraj & Lingrel, 1994; Tokhtaeva
et al., 2010; Li & Langhans, 2015; Clausen et al., 2017).

A combinagdo de diferentes isoformas das subunidades o e [, bem como a
associacdo com de diferentes proteinas da familia FXYD origina isoenzimas com
propriedades cinéticas distintas com relacdo a estimulacdo por Na*, K*, e ATP, inibicdo pela

ouabaina ou que apresentam diferentes respostas a mensageiros secundarios (Segall et al.,
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2000; Mobasheri et al., 2000; Pressley et al., 2005; Mijatovic et al., 2007; Pierre et al., 2008;
Tokhtaeva et al., 2012; Hilbers et al., 2016). Em organismos complexos a expressdo destas
isoformas ocorre de forma tecido-especifico. Assim, a expressdo das isoformas da subunidade
ay ocorre em diferentes tecidos; a subunidade o ocorre principalmente no cérebro e nos
musculos esquelético e cardiaco; a subunidade az ocorre nos tecidos nervoso e cardiaco e a
subunidade a4, encontrada principalmente em células germinativas masculinas, é a mais
divergente entre elas uma vez que apresentam alta pressao evolutiva entre as isoformas
(Shamraj & Lingrel, 1994; Blanco, 2005; Bottger et al., 2012; Blom et al., 2016; Clausen et
al., 2017).

Figura 4. Modelos de homologia para as isoformas da subunidade o de humanos.

Os modelos foram construidos a partir da estrutura 3KDP com o K* ocluido (Morth et al.,
2007) e as diferencas nas isoformas estdo representadas pelos circulos coloridos. Preto:
residuo Unico na isoforma e conservado nas demais. Branco: residuo Unico na isoforma e néo
conservado nas demais. Azul: residuo compartilhado com a1. Verde: residuo compartilhado

com o2. Vermelho: residuo compartilhado com a3. Amarelo: residuo compartilhado com ou.
Clausen et al., 2017.

O modelo mais aceito para explicar o ciclo catalitico da (Na*, K*)-ATPase é o de
Alberts-Post ou modelo E1-E> (Figura 5), que é baseado em transi¢des conformacionais entre
os dois estados principais da enzima: E1 e E> (Alberts, 1967; Post et al., 1972; Kaplan, 2002;
Scheiner-Bobis, 2002; Clarke, 2009). Resumidamente, o ciclo ocorre através da alteracdo de
afinidade e acessibilidade do Na® e K* aos sitios de ligacdo presentes nos segmentos
transmembrana (Apell et al., 2011; Toyoshima et al., 2011; Gadsby et al., 2012). A forma E:

permite 0 acesso ao sitio de ligacdo do cation exclusivamente pela regido intracelular e possui



Introducéo 26

alta afinidade por Na* e ATP, ja a forma E», tem alta afinidade pelo K" e esta voltada para o
meio extracelular, ndo sendo possivel o acesso ao sitio de ligagdo dos ions pelo citoplasma
(Sokolov et al., 2001; Jorgensen et al., 2003; Horisberger, 2004; Poulsen et al., 2010a; Monti
et al.,, 2013; Khalid et al., 2014). Em condicdes fisiologicas, com alta concentracdo
citoplasmatica de potassio e baixa de sodio, a maior parte das enzimas da célula esta em
conformacdo E: (Schneeberger & Apell, 2001).

De acordo com o modelo, a etapa inicial do ciclo funcional da (Na*, K*)-ATPase
ocorre com a ligacdo de uma molécula de ATP (etapa @) a forma E2(2K), onde os dois K*
estdo ocluidos no interior da enzima (Jorgensen et al., 1998; 2003; Kaplan, 2002; Horisberger,
2004). A energia da ligagdo do ATP ao seu sitio permite a mudanga conformacional
E>ATP(2K) para a forma E1ATP2K (etapa @), que é caracterizado pela reorientagdo dos
sitios de ligacdo de cations do lado extracelular para o citoplasma, desocluindo os ions K*. A
alteracdo da conformacéo da enzima de E; para E;, causa a diminuicédo da afinidade por K™ e a
sua liberacdo para o citoplasma (etapa ®). A substituicdo destes ions por dois Na* da origem
a forma E1ATP2Na, ndo mostrada na Figura 5, que é controlada por difuséo sendo, portanto,
muito rapida (Apell, 2017). A ocupacdo do sitio de ligacdo por dois Na* permite a ligacdo de
um terceiro fon Na* citoplasmatico originando a forma E1ATP3Na (etapa @), 0 que provoca
um rearranjo dos segmentos transmembrana da subunidade o (Kaplan, 2002; Kanai et al.,
2013). Esse rearranjo se propaga para os dominios citoplasmaticos, induzindo o
posicionamento adequado do residuo de aspartato do dominio P que serd fosforilado pelo
ATP ja ligado a (Na*, K*)-ATPase (Rice et al., 2001; Kaplan, 2002; Horisberger, 2004).

A liberacdo de ADP, ap0s a fosforilacdo da enzima (etapa ®), provoca uma transicao
para a forma E:P(3Na), ocorrendo a oclusdo dos ions de sddio. A bomba sofre entdo nova
isomerizacdo retornando para a conformacdo E» voltada para o meio extracelular, passando
para a forma E;P2Na com a liberacdo simultanea de um Na* (etapa ®) para 0 meio
extracelular (Kaplan, 2002; Horisberger, 2004). Com a mudanca conformacional ocorre a
perda de afinidade da enzima pelos ions sédio, ocorrendo a liberagdo dos outros dois Na* para
fora da célula (etapa @). A ligacdo de dois K* extracelulares (etapa ®) a forma E2P origina a
forma E2P2K™ onde o sitio | é sempre o primeiro a ser ocupado pelo K* (Ogawa et al., 2015).
A desfosforilacdo (etapa @) leva a enzima de volta & forma E2(2K) (Myers et al., 2011),

reiniciando o ciclo catalitico.
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Figura 5. Modelo de Alberts-Post para o ciclo catalitico da (Na*, K*)-ATPase.
Modificado de Kaplan, 2002; Castillo et al., 2015.
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As estruturas dessas duas conformacgdes da (Na*, K*)-ATPase ja foram resolvidas
utilizando-se analogos de fosfatos, diferentes ions e diferentes esteroides cardiotonicos (Morth
et al., 2007; Ogawa et al., 2009; 2015; Shinoda et al., 2009; Toyoshima et al., 2011,
Toyoshima & Cornelius 2013; Kanai et al., 2013; Gregersen et al., 2016). A primeira estrutura
cristalina da (Na*, K*)-ATPase foi obtida na conformacfo E2, com uma resolucéo de 3,5 A,
sendo isolada da medula externa de rim de porco (Morth et al., 2007). A partir da estrutura do
complexo offy da (Na*, K")-ATPase da glandula retal de tubardo obtida com resolucéao de 2,4
A foram identificados os aminoécidos essenciais para os sitios de ligagdo do K* (Shinoda et
al., 2009). Um K" localizado no dominio P citoplasmatico também foi encontrado,
confirmando a presenca de um sitio ndo transportador para K* (Sorensen et al., 2004; Schack
et al., 2008; Shinoda et al., 2009).

A estrutura da conformacdo E1 da (Na*, K*)-ATPase (Figura 6) analisada em alta
resolucdo permitiu a identificacdo dos sitios de ligacdo para 0 Na" que interagem com 0s
mesmos aminodacidos relatados para a ligacdo do K, tanto na regido transmembrana quanto
no sitio citoplasmatico ndo transportador (Kanai et al., 2013; Nyblom et al., 2013). Estas
estruturas mostraram que o tamanho do sitio de ligacdo dos ions em cada uma das
conformacdes é o maior responsavel pela seletividade dos ions, embora a protonacdo de
residuos importantes também afeta a seletividade dos mesmos (Yu et al., 2011; Cornelius et
al., 2018).

A analise do sitio de ligacdo para a ouabaina com resolucdo de 2,8 A de um estado
analogo ao E2-2K* permitiu a identificacdo do sitio de ligacdo de baixa afinidade para a
ouabaina (Ogawa et al., 2009). A analise da estrutura da enzima na conformacéo E2 ligada a
diferentes esteroides cardioténicos (ouabaina, bufalin e digoxina) possibilitou caracterizar o
sitio de ligacdo de alta afinidade para estes esteroides (Yatime et al., 2011; Laursen et al.,
2013; 2015).

Residuos de aminoacidos importantes para o funcionamento da (Na*, K*)-ATPase
tém sido identificados nos ultimos anos (Eguchi et al., 2005; Morth et al., 2007; 2009; 2011;
Imagawa et al., 2005; Toustrup-Jensen et al., 2009; Ratheal et al., 2010; Poulsen et al., 2010b;
2012; Roenn et al., 2018). Os residuos Gli93 e Gli94, localizados no segmento
transmembrana TM1 modificam o equilibrio E1P-E2P, favorecendo a conformacao E2P e s&o
importantes para a interagdo com o Na* e K* (Einholm et al., 2005). A mutacédo dos residuos
Tre774, Val920 e Glu954 localizados respectivamente nos segmentos transmembranas M5,
M8 e M9 altera a afinidade aparente da enzima para o Na* sugerindo que eles sdo importantes

para o transporte deste ion (Imagawa et al., 2005).
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Os residuos Tirl017, Tir768, Arg935 e Lis768 favorecem a fosforilagdo de E1 e,
consequentemente também influenciam a interacdo da enzima com o Na* (Toustrup-Jensen et
al., 2009). O motivo KETYY na extremidade C-terminal é conservado e neste local se
localiza o terceiro sitio de ligagdo do Na* onde os residuos de Tir desta sequéncia sdo
essenciais para a oclusdo e a afinidade deste ion (Meier et al., 2010; Poulsen et al., 2010b;
2012; Vedovato & Gadshy, 2010; Paulsen et al., 2013).

Citoplasma

Membrana

Espaco
Extracelular

Figura 6. Estrutura cristalina da (Na*, K*)-ATPase do estado de transicdo antecedente
ao intermediario fosforilado E1P onde os trés ions sodio estao ocluidos.

As subunidades o e B sdo mostradas na forma de fita, em azul na extremidade N-terminal e
em vermelho na extremidade C-terminal. A subunidade FXYD em roxo na parte posterior da
figura. Trés Na* ligados na regido intramembrana (1, Il, 111) e um na regido citoplasmatica sdo
mostrados como circulos roxos. Modificado de Kanai et al., 2013.
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Na alca extracelular entre M3-M4 estdo localizados dois residuos altamente
conservados Glu319 e Leu318, que parecem estar envolvidos na seletividade a cations,
principalmente ao K* (Eguchi et al., 2005). Os residuos Glu334, Glu786 e Asp815 também
sdo importantes para a seletividade a cations e a protonagédo destes residuos é necessaria para
definir a seletividade ao K™ (Yu et al., 2011).

A mutacdo no residuo de Glu818 presente na alca citoplasmatica entre M6 e M7,
caracteristica da isoforma oz na sindrome de CAPOS (E818K), reduz a afinidade aparente da
enzima pelo Na* (Roenn et al., 2019). O residuo Asp742 é importante para o sitio ndo
transportador para K™ presente no dominio P, participando na desfosforilacdo da enzima
(Sorensen et al., 2004; Schack et al., 2008). Entre os segmentos M4 e M5 existe uma grande
alca citoplasmatica com cerca de 430 residuos de aminoacidos onde estdo localizados os
dominios N e P, que apresenta o residuo Asp369 que sofre fosforilagdo durante o ciclo
reacional (Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Horisberger, 2004). Os residuos Asp443 e
Arg544 séo importantes para a ligagdo da enzima com o ATP formando ligagbes de
hidrogénio e interacdes idnicas com essa molécula, respectivamente (Middleton et al., 2011).
Mutacdes nos residuos Tre797, GlInlll e Asnl22 diminuem a inibicdo da enzima pela
ouabaina (Lingrel, 2010; Dalla et al., 2013).

Esteroides cardiotnicos, encontrados em baixa concentragdo nos organismos
(Aperia et al., 2016), inibem a (Na*, K*)-ATPase ligando-se na regido extracelular da enzima
(Figura 7) e apresentando maior afinidade pela fosfoenzima (E2P) (Laursen et al., 2015). A
ouabaina (Figura 7) é o composto mais representativo desta classe de esteroides e apresenta
inibicdo especifica da enzima tanto para a atividade catalitica quanto para o transporte iénico
(Kaplan, 2002; Nesher et al., 2007; Cornelius & Mahmmound, 2009; Lingrel, 2010; Liu &
Xie, 2010; Cornelius et al., 2011; Miles et al., 2013; Slingerland et al., 2013). Com relacéo a
estrutura da ouabaina, a por¢do acucar e as hidroxilas do anel esteroide sdo essenciais para o
potencial de inibicdo desta molécula (Cornelius et al., 2013).

A ligacdo da ouabaina a enzima com alta afinidade ocorre na forma E2P, embora
também possa ocorrer interacdo com outras conformacdes. A interacdo enzima-ouabaina
ocorre em um bolséo inserido na membrana voltado para o meio extracelular, que envolve
residuos das subunidades o, principalmente nos segmentos M1-M6, e em menor extensao,
residuos da subunidade B (Ogawa et al., 2009; Yatime et al., 2011; Laursen et al., 2013;
2015). No segmento M1 da subunidade o esta localizado o residuo Aspl121, o mais relevante
para a inibicdo pela ouabaina (Ogawa et al., 2009; Sandtner et al., 2011; Cornelius et al.,
2013; Laursen et al., 2013).
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Figura 7. Diagrama da ligacdo da ouabaina na subunidade o da (Na*, K*)-ATPase e
estrutura quimica da ouabaina.
Modificado de Aperia, 2012; Slingerland et al., 2013.

O ortovanadato apresenta uma estrutura tetraédrica altamente semelhante a do
fosfato e, devido a essa semelhanca o ortovanadato inibe as P-ATPases (Boxenbaum et al.,
1998; Fedosova et al., 1998; Montes et al., 2012). A inibicdo ocorre através da ligacdo do
ortovanadato ao aspartato que é fosforilado no ciclo catalitico bloqueando o ciclo reacional e
mantendo a enzima num estado semelhante a E2 (Fedosova et al., 1998; Montes et al., 2012).

A (Na", K")-ATPase ¢ fundamental para a manutencdo da homeostase sendo
importante em uma variedade de transportes ativos secundarios e por isso ela € alvo de
multiplos mecanismos regulatorios que sdo tecido-especificos (Therien & Blostein, 2000;
Pirkmajer & Chibalin, 2019). A regulacdo da (Na*, K*)-ATPase pode ocorrer tanto de forma
local, quanto em evento sistémico, envolvendo um conjunto varidvel e complexo de fatores
(Glynn, 2002; Pressley et al., 2005; Mijatovic et al., 2007; Pirkmajer & Chibalin, 2019). A
regulacdo local envolve efeitos diretos no comportamento cinético da enzima, dependendo
inclusive das concentracGes intra- e extracelulares de ATP, Na* e K*, bem como da sua
disponibilidade na membrana causada pela sua translocacdo entre a membrana plasmatica e
locais de estoque intracelulares (Therien & Blostein, 2000; Feraille et al., 2003). A
disponibilidade de energia na célula, eventos de hipoxia, estresse oxidativo, pH, a presenca de
purinas e NO também contribuem para a regulacdo da enzima (Clausen, 2003; Pirkmajer &
Chibalin, 2016). A regulagdo também ocorre a nivel molecular envolvendo mudangas na
transcricdo génica, na traducdo e na degradagdo da proteina, bem como na estabilidade do
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RNAmM e expressdo das diferentes isoformas (Seok et al., 1998; Therien & Blostein, 2000;
Colina et al., 2010; Karitskaya et al., 2010; Sottejeau et al., 2010; Li & Langhans, 2015;
Pirkmajer & Chibalin, 2019). Vaérios fatores de transcri¢do, horménios, lipideos, fatores de
crescimento, estimulos extracelulares e mecanismos epigenéticos alteram a expressdo da
(Na*, K"-ATPase (Li & Langhans, 2015).

ModificacBes covalentes também sdo capazes de regular a atividade da (Na*, K*)-
ATPase, sendo a mais relevante delas a fosforilagdo/desfosforilagdo. Na subunidade o estdo
presentes trés sitios de fosforilacdo, um residuo de Ser, um de Tir e um de Ter e a fosforilacao
desses residuos pode afetar a atividade da enzima (Chibalin et al., 1998, 1999, 2001; Feraille
et al., 1999; Al-Khalili et al., 2004; Pirkmajer & Chibalin, 2019). A glutationilacdo, que
ocorre nos residuos de cisteina das subunidades a e B, também tem fun¢do na regulacdo da
enzima (Figtree et al., 2009; Liu et al., 2012; Petrushanko et al., 2012; Juel, 2014; Juel et al.,
2015). A presenca de um peptideo da familia FXYD permite controlar a atividade da enzima
bem como a afinidade e capacidade de transportar ions, a partir da interacdo com a
subunidade catalitica (Cornelius & Mahmmoud, 2003; Geering, 2006; 2008).

A regulacdo tanto a curto quanto a longo prazo da (Na*, K*)-ATPase ocorre através
de uma série de hormonios e outras moléculas tais como fosfatases (El-Beialy et al., 2010),
insulina (Oubaassine et al., 2012), aldosterona (Phakdeekitcharoen et al., 2011; Salyer et al.,
2013), cascatas envolvendo proteinas quinases A (Lecuona et al., 2013) e C (Gallo et al.,
2010; Wengert et al., 2013), hormbnios da tireoide (Shao et al., 2000; Phakdeekitcharoen et
al., 2007), progesterona (Cochrane et al., 2012; Deng et al., 2013) e glicocorticoides (Clausen,
2003; Pirkmajer & Chibalin, 2016). Inibidores enddégenos semelhantes a ouabaina, as
endobainas, também sdo importantes na regulacdo da enzima (Therien & Blostein, 2000;
Scheiner-Bobis, 2002; Hansen, 2003).

1.3. (Na*, K*)-ATPase branquial de crustaceos

A (Na*, K)-ATPase é a principal forca promotora do movimento transepitelial de
ions monovalentes em varios tecidos, inclusive nas branquias. Nos crustaceos, a (Na*, K¥)-
ATPase é a principal forca promotora do movimento transepitelial de ions monovalentes
através das branquias e outros tecidos (Lucu & Towle, 2003). A (Na", K")-ATPase de
crustaceos € constituida por uma subunidade o catalitica e uma subunidade B glicosilada
(Peterson et al., 1978). A subunidade o da enzima de crustaceos apresenta 70 a 74% de

identidade com a sequéncia de aminoacidos da enzima dos vertebrados (Macias et al., 1991;
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Pressley, 1992; Towle et al., 2001; Faleiros et al., 2010). A presenca de um peptideo FXYD2,
a subunidade vy, associada a (Na*, K")-ATPase foi confirmada no tecido branquial do siri
Callinectes danae, apresentando um papel importante na regulacdo da atividade da enzima
(Silva et al., 2012). A presenca de diferentes proteinas da familia FXYD durante a
aclimatacdo de peixes a diferentes salinidades mostra a importancia dessa subunidade no
mecanismo de osmorregulacdo (Tipsmark, 2008; Wang et al., 2008; Yang et al., 2013).

Nos caranguejos braquitros, a (Na*, K*)-ATPase é encontrada predominantemente em
células ricas em mitocdndrias que sdo bioquimica e morfologicamente especializadas para
mediar a captacdo de NaCl do meio ambiente. Essas células s&o mais comuns nas branquias
posteriores quando comparada as anteriores (Compere et al., 1989; Goodman & Cavey, 1990;
Harris & Santos, 1993; Lucu & Towle, 2003). Entretanto, nos camarfes palemonideos
aparentemente ndo existe diferenciacdo funcional entre as branquias anteriores e posteriores
(Péqueux, 1995; Lucu & Towle, 2003; Palacios & Racotta, 2007). O camardo
Macrobrachium amazonicum possui sete pares de pleurobranquias, localizadas na camara
branquial cefalotoracica e constituidas de duas hemi-lamelas filobranquiadas, projetando-se
de uma base triangular, caracterizadas pela presenca de um ou mais eixos de simetria (Freire
et al., 2008). Assim como no tecido branquial de Macrobrachium olfersii, a (Na*, K*)-ATPase
branquial de M. amazonicum estéo localizados nas invaginacdes de membrana das células do
septo intralamelar (McNamara & Torres, 1999; Belli et al., 2009).

A pequena concentracdo da (Na*, K*)-ATPase no tecido branquial de crustaceos e o
fato de estar associada a membrana sdo dois fatores fundamentais que tém impedido a sua
purificacdo, cristalizacdo e realizacdo de estudos estruturais. Assim sendo, a maioria dos
estudos ja publicados relacionados com a (Na* K*)-ATPase branquial de crustaceos sdo
baseados na caracterizacdo cinética da enzima do tecido branquial de diferentes espécies, em
estudos de aclimatacdo em diferentes salinidades, avaliacdo de sua expressdao em diferentes
condigdes e estudos da acdo de poluentes, sempre utilizando homogeneizados ou fragédo
microsomal do tecido branquial.

H& mais de 20 anos, 0 nosso laboratdrio iniciou o estudo de caracterizacdo cinética e
bioguimica da (Na*, K")-ATPase branquial de camardes e caranguejos com o objetivo de
propor um mecanismo para avaliar a adaptacdo deste grupo a meios de diferentes salinidades.
Esse estudo foi iniciado com a caracterizacdo da atividade ATPase e K*-fosfatase da (Na™,
K")-ATPase branquial de Macrobrachium olfersii (Furriel et al.,, 2000; 2001). A
caracterizagdo cinética da (Na*, K")-ATPase branquial do siri eurialino C. danae recém

capturado a 33 %oS revelou, de maneira inédita, a presenca de um sitio de alta afinidade para o



Introducéo 34

ATP, similarmente ao relatado para a enzima de mamiferos (Masui et al., 2002).
Posteriormente, também foi relatada a presenca desse sitio de alta afinidade na enzima do
ermitdo Clibanarius symmetricus (Gongalves et al., 2006; Lucena et al., 2012), do camardo M.
amazonicum (Santos et al., 2007), do caranguejo de agua doce Dilocarcinus pagei (Furriel et
al., 2010), do caranguejo de mangue Ucides cordatus (Lucena et al., 2019) e do caranguejo
semi-terrestre Goniopsis cruentata (Moraes, 2019). Entretanto, para algumas populacfes de
M. amazonicum néo foi encontrado esse sitio de alta afinidade (Leone et al., 2012; Fabri et al.,
2019; este trabalho).

Para o siri eurialino C. danae foi relatado que a modulagéo dos sitios de alta e baixa
afinidade para o ATP é muito similar aquela dos ions sodio e potéssio. Entretanto, no caso do
potassio existe uma concentracdo limiar que provoca o aparecimento dos sitios de alta
afinidade para o ATP (Masui et al., 2008). Por outro lado, a aclimatacdo de C. danae a
salinidades de 15 %oS resultou no desaparecimento da familia de sitios de ligacdo de alta
afinidade para o ATP (Masui et al., 2009). Isso foi relatado para Ucides cordatus aclimatado
em baixas salinidades (Lucena et al., 2019b). Ja para Goniopsis cruentata, o excesso de Mg?*
resulta no aparecimento deste sitio (Moraes, 2019).

Nos crustaceos, 0 NH4" apresenta um importante papel na modulacdo da atividade da
(Na*, K")-ATPase branquial. A interagdo da enzima de C. danae com K" e NH4" é diferente
daquela dos mamiferos, uma vez que em concentracdes saturantes de sddio e potassio ela
exibe um sitio adicional para 0 aménio que estimula sinergisticamente a atividade da enzima
devido ao aparecimento de um segundo sitio para NH4* (Masui et al., 2002; 2005a). Essa
estimulacédo pelo K* e NH4* também foi observada para a enzima de M. olfersii (Furriel et al.,
2004), C. symmetricus (Gongalves et al., 2006; Lucena et al., 2012), M. amazonicum (Santos
et al., 2007; Leone et al., 2014), Macrobrachium rosenbergii (Franca et al., 2013) e
Callinectes ornatus (Garcon et al., 2007; 2009). Esses resultados levaram a proposicdo de
uma mudanca no atual modelo hipotético para a excrecao ativa de amonia devido a atividade
“extra-pumping” da (Na*, K*)-ATPase estimulada pelo NH4* e inibida por Mg?* (Masui et al.,
2005a; Leone et al.,, 2005a; 2017). A aclimatacdo de M. amazonicum em diferentes
concentracbes de NHs" comprovou o modelo proposto (Masui et al., 2005a; Leone et al.,
2005a) uma vez que a atividade da (Na*, K")-ATPase aumentou com o incremento da
concentracdo do NH4™ (Pinto et al., 2016).

A caracterizagdo cinética da atividade K*-fosfatase da (Na*, K*)-ATPase do tecido
branquial de M. olfersii (Furriel et al., 2001; 2004; Mendonca et al., 2007), C. danae (Masui
et al., 2003, 2005b), M. amazonicum (Belli et al., 2009; Leone et al., 2013), C. ornatus
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(Garcon et al., 2013) e C. symmetricus (Garcon et al., 2012) mostrou que o p-nitrofenilfosfato,
um substrato sintético, pode ser utilizado em estudos comparativos de osmorregulacéo
apresentando uma excelente correlacdo com a atividade (Na*, K")-ATPase da enzima.
Interessantemente, apenas para C. ornatus aclimatado a 21 %.S e 33 %0S, foi observada uma
estimulacéo sinergistica da atividade K*-fosfatase pelo amonio e potassio, representando mais
um resultado inédito obtido (Gargon et al., 2013).

Uma vez que o0s niveis de poliaminas aumentam durante a adaptacdo dos crustaceos a
meios hiperosmoticos, a investigacdo do efeito de poliaminas exdgenas na atividade da (Na™,
K™)-ATPase das branquias posteriores de C. danae mostrou que essas moléculas inibem a
atividade da bomba competido com o sodio nos sitios de ligacdo desse cation bem como
inibido a desfosforilacdo da enzima (Silva et al., 2008) e que o peptideo FXYD2 controla a
atividade enzimatica da enzima bem como a sua afinidade por cations (Silva et al., 2008). A
presenca desse peptideo FXYD2 também foi observada em preparacdes microsomais da (Na”,
K*)-ATPase de branquia posterior de C. danae e aparentemente apresenta um importante
papel na regulacdo da enzima (Silva et al., 2012). Espermina e espermidina inibem a atividade
da (Na*, K*)-ATPase de C. ornatus (Garcon et al., 2011). Espermidina e putrescina também
inibem consideravelmente a atividade da (Na*, K*)-ATPase de M. amazonicum afetando nédo
somente as caracteristicas cinéticas da enzima mas, sobretudo, o mecanismo da reagdo em
animais juvenis e adultos (Lucena et al., 2017a) e, esses efeitos estdo relacionados com a
fosforilacdo/desfosforilacdo da enzima (Lucena et al., 2017b). As poliaminas exdgenas inibem
a atividade da (Na*, K*)-ATPase de M. amazonicum de maneira espécie e estagio especifica,
sendo que a inibicdo é devida a diferencas na formacgdo/decomposicdo da enzima fosforilada
(Lucena et al., 2017a, b). Contrariamente, a dopamina atua como um ativador da (Na*, K*)-
ATPase ligando-se diretamente a molécula da enzima em regido diferente da ouabaina
(Lucena et al., 2019a).

O estudo da ontogenia da osmorregulagcdo em M. amazonicum revelou uma importante
atividade osmorregulatéria da (Na*, K*)-ATPase nas etapas iniciais do desenvolvimento,
porém sendo menos significativa nas fases juvenil e adulta (Leone et al., 2012).

Estudos realizados com branquias posteriores de C. ornatus mostraram que elas
respondem de maneira diferente ao estresse osmético. A diminuicdo da atividade da (Na*,
K*)-ATPase sinaliza a necessidade de sintese de nova enzima, constatado pelo aumento da
expressdo de mRNA para a subunidade o (Leone et al., 2015b). Cerca de 1 h apos a

transferéncia dos animais para salinidade de 21 %oS a atividade da enzima diminui. Entretanto
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a atividade inicial é recuperada apds 24 h e aumenta cerca de 3 vezes ap0s aclimatacdo
durante 10 dias (Leone et al., 2015b).

1.4. Osmorregulacdo nos crustaceos

Os crustaceos surgiram no ambiente marinho ha aproximadamente 600 milhGes de
anos e ainda hoje constituem um grupo essencialmente marinho (Barnes, 2000). Um dos
maiores desafios evolutivos ao longo da historia de vida é a colonizagdo do ambiente de &gua
doce por espécies marinhas (Lee et al., 2011). Durante todo esse tempo de evolugdo, Varios
grupos de crustaceos enfrentaram o desafio osmético ao invadir ambientes tais como o
estuario, a agua doce e o ambiente terrestre (Schubart & Diesel, 1998). Dos 30 filos que
compreendem o reino animal, todos com origem marinha, apenas 16 invadiram a dgua doce e
apenas sete conquistaram o ambiente terrestre (Lee & Bell, 1999). Um grupo que se destaca
entre 0s crustaceos na invasdo de outros ambiente sdo os decapodes, capazes de explorar e
ocupar virtualmente todos os habitats disponiveis no globo terrestre, desde o ambiente
marinho até desertos (McNamara & Faria, 2012). Essa invasdo do ambiente dulcicola ocorreu
ha cerca de 3,4 milhGes de anos (Schubart et al., 1998).

A ocupacdo desses diversos ambientes pelos crustaceos levou ao desenvolvimento de
varios padrdes de estratégias osmorregulatérias nesse grupo de animais (Prosser, 1973). Estas
estratégias podem ser classificadas em relacdo a capacidade dos animais de sobreviverem em
diferentes salinidades e quanto a capacidade de regularem os seus fluidos corporais (Péquex,
1995). Quanto a salinidade, os animais podem ser classificados em estenoalinos e eurialinos.
Os eurialinos podem tolerar grandes variacdes na salinidade do meio externo, enquanto 0s
estenoalinos ndo sobrevivem a grandes variagdes na salinidade (Peéquex, 1995; Randall et al.,
2000).

Com relacdo ao controle de fluidos corporais, 0s crustaceos podem ser considerados
osmoconformadores ou osmorreguladores (Péquex, 1995; Lucu et al., 2000). Nos crustaceos
osmoconformadores a osmolalidade da hemolinfa é proxima a do ambiente externo enquanto
0s animais osmorreguladores conseguem manter a osmolalidade da hemolinfa diferente do
meio externo, seja ela menor (hiporregulacdo) ou maior (hiperregulacdo) a do ambiente
ocupado por estes animais, apresentando capacidades osmorregulatérias diferentes de forma
espécie-especifica (Péqueux, 1995; Lucu et al., 2000). Os crustaceos hiperreguladores ainda

podem ser subdivididos em dois grupos: hiperreguladores fracos e fortes (Péqueux, 1995). Os
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hiperreguladores fortes sdo capazes de manter a osmolalidade da hemolinfa até mesmo no
ambiente dulcicola, enquanto os hiperreguladores fracos ndo conseguem sobreviver em agua
doce, pois sO conseguem hiperregular em meios salobres e por isto habitam estuarios
(Péqueux, 1995; Lucu et al., 2000).

A diferenca entre crustaceos osmorreguladores e osmoconformadores pode ser
explicada pela acdo de dois sistemas de regulacdo osmdtica, a regulagdo anisosmética
extracelular (RAE) e a regulacdo isosmotica intracelular (RII) (Thabet et al., 2017), que s&o
caracterizados pela manutencédo da osmolalidade e composicao da hemolinfa, e a manutencao
do volume e a composi¢do do meio intracelular, respectivamente (Florkin & Schoffeniels,
1969; Péqueux, 1995; Lang & Waldegger, 1997; Wehner et al., 2003; Henry et al., 2012;
Thabet et al., 2017). A RAE é realizada pelas alteracGes na permeabilidade de diferentes
superficies corporais em relacdo a ions e agua do meio externo, bem como pela absorcéo ou
secrecdo ativa de sais (Mantel & Farmer, 1983; Péqueux, 1995). Ja a RII é constituida pelo
ajuste do nivel intracelular dos efetores osmoticos tais como ions, peptideos e aminoacidos
livres, bem como o controle do volume celular (Péqueux, 1995; Schmidt-Nielsen, 1996). A
maior eficiéncia da RAE em manter a osmolalidade da hemolinfa estavel causa uma maior
protecdo das células e tecidos a variagdes no volume, reduzindo a dependéncia de RII
(Augusto et al., 2007).

Crustdceos marinhos geralmente sdo osmoconformadores e estenoalinos, ndo
realizando RAE, ja que este ambiente apresenta uma pressdo osmotica alta e constante. Porém
algumas espécies podem se apresentar como osmorreguladores fracos em salinidade menores
que a do mar, suportando certa diminuicdo da salinidade (Péqueux, 1995; Schubart & Diesel.
1998; Thabet et al., 2017). Animais que vivem em estuarios sdo eurialinos e em grande
maioria sdo reguladores fracos. Uma menor permeabilidade para a &gua do meio externo, uma
forte presenca do processo RIl e um aumento da atividade da (Na*, K*)-ATPase e anidrase
carb6nica em comparagdo com 0s animais marinhos permitiu a invasdo deste ambiente que é
marcado por grandes mudancas de salinidade (Thabet et al., 2017).

Crustaceos de &gua doce apresentam uma carapagca com menor permeabilidade para
agua e ions, bem como maior ac¢do dos dois sistemas citados para manter a osmolalidade de
sua hemolinfa. Estas caracteristicas permitiram o sucesso da colonizagdo do ambiente
dulcicola, mantendo uma alta osmolalidade de sua hemolinfa em relagdo ao meio externo.
Estes animais apresentam graus variados de sobrevivéncia em salinidades maiores. (Péqueux,
1995; Morris & Aardt, 1998; Onken & McNamara, 2002; Lucu & Towle, 2003; McNamara &
Faria, 2012). Esse diversificado padrdo de mecanismos osmorregulatérios é resultado da
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variacdo genética e selecdo natural em condi¢cBes ambientais especificas a que cada espécie
foi submetida ao longo do processo evolutivo (McNamara & Faria, 2012).

Espécies habitantes em &gua doce apresentam o epitélio da parede corporal menos
permeavel do que o de outros crustaceos, isto foi fundamental para a invasao deste ambiente e
enfrentar o influxo de 4gua e a perda passiva de sais (Morris & Aardt, 1998; McNamara &
Faria, 2012). Alguns érgdos sdo importantes para que os crustceos regulem a osmolalidade
da hemolinfa destacando-se dentre eles as branquias, o intestino e as glandulas antenais
(Péqueux, 1995; Lima et al., 1997; Thabet et al., 2017).

As brénquias sdo oOrgdos multifuncionais envolvidos em diversos processos
fisiologicos, tais como: excrecdo de aménio, regulacdo do equilibrio &cido-base, trocas
gasosas e manutencdo da osmolalidade da hemolinfa (Henry & Wheatly, 1992; Péqueux,
1995; Weihrauch et al., 2004a; Henry et al., 2012). Elas se localizam em camaras branquiais
formadas entre a parede toracica corporal e branquiostegito (carapaca lateral) dos crustaceos
(Taylor & Taylor, 1992) apresentando i6ndcitos, células especializadas em trocas idnicas
(Péqueux, 1995). Em camardes palemonideos, as branquias sdo filobranquias que ndo se
diferenciam morfologicamente entre anteriores e posteriores, desempenhando as funcgdes de
trocas gasosas e transporte i6nico enquanto o epitélio branquial apresenta um septo
intralamelar bem desenvolvido e ndo fenestrado (Taylor & Taylor, 1992; Freire &
McNamara, 1995; Belli et al., 2009; Faleiros et al., 2010). Nos camardes palemonideos as
células pilares estdo ligadas as células do septo intralamelar por jungbes intercelulares,
criando dois compartimentos simétricos e dirigindo o fluxo da hemolinfa pela lamela no
sentido do canal marginal aferente para o canal marginal eferente (Freire & McNamara, 1995;
Belli et al., 2009). Além disso, os i6ndcitos das branquias de decapodes eurialinos apresentam
invaginacBes basais ricas em mitocondrias e invaginacdes apicais formando o espaco
subcuticular e uma cuticula robusta (Taylor & Taylor, 1992). A Figura 8 mostra uma
representacdo esquematica da camara branquial de M. olfersii bem como detalhes de uma
unica lamela de uma filobranquia posterior e a disposi¢do dos vasos sanguineos na regido
basal.

As glandulas antenais sdo importantes na regulacdo do volume dos fluidos corporais,
mantendo a concentragdo de alguns solutos organicos e inorganicos, com destaque para oS
ions bivalentes e, em algumas espécies, também participam da reabsorcdo de NaCl (Baldwin
& Kirschner, 1976; Mantel & Farmer, 1983; Péqueux, 1995).

Os camardes da familia Palemonidae sdo hiper/hipoosmorreguladores e apresentam

diferentes padrGes de regulacdo idnica e osmotica da hemolinfa, o que permite a ocupacéao de
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diferentes nichos osmoticos, refletindo tanto em caracteristicas morfologicas e fisioldgicas
quanto no ciclo de vida destas espécies (Freire et al., 2003). As espécies que formam o género
Macrobrachium apresentam diferentes graus de dependéncia da agua salgada (algumas
populacbes se desenvolvem inteiramente em agua doce), sendo que o M. amazonicum ¢é
considerado uma espécie diadroma, dependendo da &gua salobra nos seus estdgios larvais
(Moreira et al., 1983; Freire et al., 2003; McNamara et al., 2004; Pantaledo et al., 2012;
Boudour-Boucheker et al., 2014).

Figura 8. Representacdo esquematica da camara branquial de Macrobrachium olfersii.
A reconstrucdo tridimensional de uma secédo transversal da lamela ao longo de seu eixo curto
mostra as celulas pilares (pc), as franjas das células pilares (pcf), o septo intralamelar (is), 0s
canais de hemolinfa (hc) e os canais marginais laterais (mc). Freire & McNamara, 1995.
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M. amazonicum em suas fases juvenil e adulta sdo hiperreguladores em &gua doce,
semelhantemente a outras espécies do género Macrobrachium (Tabela 1). O valor de
osmolalidade da hemolinfa dos juvenis € menor que a dos adultos, l6gica esta que se inverte
em M. rosenbergii (Wilder et al., 1998 ; Singh, 1980; Sandifer et al., 1975; Armstrong et al.,
1981). Considerando que a existéncia de um menor gradiente entre a osmolalidade do meio
externo e da hemolinfa necessita menor energia (Augusto et al., 2007), aparentemente estas
espeécies se adaptaram de forma distinta ao longo da evolucao provavelmente necessitando de
um maior gasto energético em outras fungdes nos diferentes estagios ontologicos (Fabri,
2019, este trabalho).

A osmolalidade da hemolinfa do M. amazonicum apresenta valores préximos ao de
outras espécies do género Macrobrachium, como por exemplo M. olfersii, M. tuxtlaense, M.
rosenbergii, M. brasiliense e M. nipponense. Entretanto estas espécies apresentam
desenvolvimentos diferentes. Enquanto o M. nipponense, o M. brasiliense e 0 M. tuxtlaense
sdo espécies hololimnéticas, os demais sdo animais que necessitam da agua salobra para seu
desenvolvimento, sendo portanto menos adaptados ao ambiente dulcicola em relacdo ao
primeiro grupo (Wilder et al., 1998; Freire et al., 2003; Ordiano et al., 2005; Lucena, 2014;
Huang et al., 2019). Um parametro que melhor reflete a adaptacdo dessas espécies a agua
doce é o valor do ponto isosmético da hemolinfa, que sera menor quanto melhor a adaptacao
da espécie a agua doce (Mantel & Farmer, 1983). O M. amazonicum ainda depende da agua
salobra para se desenvolver sendo, portanto, menos adaptado ao ambiente dulcicola que
espécies hololimnéticas. Isto se reflete no ponto isosmotico da sua hemolinfa que é maior
comparado com a de espécies hololimnéticas do género Macrobrachium, tais como M.
nipponense, M. equidens, M. potiuna, e M. brasiliense (Denne, 1968; Moreira et al., 1983;
Freire et al., 2003; Augusto et al., 2007; Huang et al., 2019).

A capacidade osmorregulatoria dos crustaceos de adgua doce depende do movimento
transbranquial do Na* e CI" do meio externo para a hemolinfa (Péqueux, 1995; Kirschner,
2004; Freire et al., 2008; Henry et al., 2012). Esta funcdo regulatéria é energeticamente
dirigida principalmente pela (Na*, K*)-ATPase, presente na membrana basolateral do epitélio
branquial dos crustaceos e que transporta ativamente em sentidos opostos 0 Na*™ e o K* entre o
meio intracelular e a hemolinfa (Kirschner, 2004; Freire et al., 2008; Séaez et al., 2009;
Boudour-Boucheker et al., 2014). Uma outra forga motriz é uma V(H*)-ATPase apical, que
também apresenta importante papel osmorregulatério durante a transi¢do da agua do mar para
a agua doce (Morris, 2001; Weihrauch et al., 2004a; Boudour-Boucheker et al., 2014).
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Tabela 1. Osmolalidade da hemolinfa e ponto isosmoético de camardes do género

Macrobrachium.

Espécie Osmolalidade* Ponto Referéncia
isosmotico*

M. amazonicum juvenil cultivado 265 - Lucena, 2014

M. amazonicum adulto cultivado 338 - Lucena, 2014

M. amazonicum da Represa da 403 684 Augusto et al., 2007

Usina S&o Geraldo

M. amazonicum da Represa 400 720 Faleiros et al., 2010

Santa Elisa

M. olfersii 336 428 Freire et al., 2003
520 620 Moreira et al., 1983
340 ~870 Limaetal., 1997

M. nipponense 297 490 Huang et al., 2019

M. tuxtlaense 407 700 Ordiano et al., 2005

M. brasiliense 412 521 Freire et al., 2003

M. potiuna 418 562 Freire et al., 2003
493 552 Moreira et al., 1983

M. rosenbergii adulto 425 ~500 Wilder et al., 1998
360 485 Singh, 1980

M. rosenbergii juvenil 473 515 Sandifer et al., 1975
450 693 Armstrong et al., 1981

M. carcinus 461 492 Moreira et al., 1981

M. equidens - 529 Denne, 1968

M. australiense 520 - Denne, 1968

M. tenellum 485 533 Aguilar et al., 1998

M. petersii 475 - Read, 1984

M. acanthurus 440 640 Moreira et al., 1983
409 - Maraschi et al., 2015
400 ~450 C. A. Freire, etal., 2017

M. heterochirus 425 647 Moreira et al., 1983

M. ohione 462 643 Castille & Lawrence,

1981

* Valores em mOsm kg H20. 1 %0S= 30 mOsm kg* H-O.
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Além das ATPases existem outros transportadores que contribuem para regulacdo
osmatica energizando o processo e participando na absorcdo de NaCl do meio externo tais
como o trocador Na*/K*/2CI" apical, canais de cloreto basolaterais, canais de K" apicais e
basolaterais, trocador CI/HCO3 apical, trocador Na*/H* (Kirschner, 2004; Freire et al., 2008;
Séez et al., 2009; Towle et al., 2011; Yang et al., 2011; Rahi et al., 2017).

A anidrase carbonica, a calreticulina, diferentes hormonios peptidicos, fatores de
transcricdo e as enzimas do estresse oxidativo também apresentam um papel critico nas
funcBes osmorregulatorias das branquias dos crustaceos (Henry, 1988a, b; Skaggs & Henry,
2002; Thabet et al., 2017; Moshtaghi et al., 2017; 2018).

A distribuicdo destes transportadores depende do ambiente onde se encontra uma dada
espécie. A Figura 9 descreve um mecanismo hipotético de hiper/hipoosmorregulacdo para
camardes palemonideos (McNamara & Faria, 2012).

Na absorcdo de NaCl existem duas forcas motrizes espacialmente separadas: a
primeira representada pela (Na*, K*)-ATPase, localizada nas invagina¢gdes da membrana
plasmatica das células do septo (McNamara & Torres, 1999; Belli et al., 2009), a segunda
representada pela V(H")-ATPase, localizada nas membranas apicais das franjas das células
pilares (Faleiros et al., 2010).

O Na* do meio externo passa para o citosol das células pilares através de canais de
Na* apicais, energizado pelo potencial de membrana criado pela extrusdo de H* pela V(H")-
ATPase causando hiperpolarizacdo destas células (Onken & Riestenpatt, 1998; Ituarte et al.,
2016). Entdo canais de Na* levam estes ions para as células do septo, gracas a baixa
concentracdo de sodio intracelular nessas células causada pela (Na*, K*)-ATPase, que
bombeia esses ions para a hemolinfa (Onken & Riestenpatt, 1998; McNamara & Faria, 2012).
Ja a absorcdo do CI" ocorre através do antiporte CI/HCOg3™ apical na célula pilar (Torres,
2006). Estes ions podem passar para a hemolinfa diretamente através de canais de CI
localizados na membrana inferior das células pilares ou através de canais de Cl- basais
passando pelas células do septo e depois para a hemolinfa, acompanhando o Na* (McNamara
& Faria, 2012).

Quando expostos a altas salinidades os camarBes palemonideos hiperregulam,
necessitando secretar Na* e CI- (Péqueux, 1995; McNamara & Faria, 2012). Esta exposicao
causa alteracOes na expressdo e na atividade da (Na*, K*)-ATPase e V(H")-ATPase no tecido
branquial, sendo estas alteracdes sdo espécie-dependente e muitas vezes também tempo-
dependente, porém algumas espécies ndo apresentam alteracGes significativas (Mendonca et
al., 2007; Belli et al., 2009; Faleiros et al., 2010; 2017; Leone et al., 2014; Lucena et al., 2015;
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Maraschi et al., 2015; Ituarte et al., 2016; Freire et al., 2018; Huang et al., 2019).

Os diferentes efeitos que estes animais sofrem quando em alta salinidade mostram que
a regulacdo osmotica muitas vezes nao depende apenas da expressdo e atividade de suas
principais forcas motrizes, mas também de outras formas de regulacdo, como a expressao de
diferentes isoformas destas enzimas, regulacdo por fosforilagdo das mesmas, ou envolvimento
de outras enzimas e transportadores nesse processo (Leone et al., 2014; Maraschi et al., 2015;
Lucena, 2017b). As diferentes estratégias de adaptacdo ao estresse osmotico destes animais

permitem que eles ocupem uma ampla variedade de nichos osmoticos (Faleiros et al., 2017).

H* HCO4"
Meio externo

S
Franjas das
células pilares

| : ] cr Hemolinfa

Absorgdo s

Na* cr

Figura 9. Modelo de hiper/hipoosmorregulacdo em camaroes palemonideos.
Modificado de McNamara & Faria, 2012.
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A secrecdo de NaCl pelos camardes palemonideos aparentemente € movida pelo
simporte Na*/K*/CI e pela (Na*, K)-ATPase (parte inferior da Figura 9; McNamara & Faria,
2012). O Na' e o CI" da hemolinfa entra nas células do septo através do simporte Na*/K*/CI-
presente na membrana basal, favorecidos pelo gradiente favoravel de Na* causado pela (Na*,
K™)-ATPase que, por sua vez, leva os ions sédio de volta para a hemolinfa (Luquet et al.,
2005), com os ions K* sendo reciclados por canais basais de K (McNamara & Faria, 2012).
Estes canais sustentam o potencial negativo da célula permitindo o transporte do CI- através
de canais basais de CI™ através das células pilares até finalmente serem secretados para 0 meio
externo através de canais apicais de CI" (McNamara & Faria, 2012). O efluxo de CI" cria um
potencial elétrico negativo no espaco subcuticular energizando o efluxo de Na* parecelular

entre as franjas das células pilares (McNamara & Faria, 2012).

1.5. V(H")-ATPase

A regulacdo do pH dos diferentes compartimentos intracelulares e do ambiente
extracelular é crucial para a homeostase celular e de importancia fundamental para a
ocorréncia de transportes através da membrana, degradacdo proteica, reabsor¢do éssea,
desenvolvimento dos espermatozoides e varios processos de sinalizacdo celular (Kane, 2006;
Forgac et al., 2007; Toei et al., 2010; Wang & Hiesinger, 2013; Cotter et al., 2015). A V(H")-
ATPase, vacuolar (H*)-ATPase, é um grande complexo proteico que realiza o transporte de
prétons utilizando a energia proveniente da hidrolise de ATP e que apresenta uma
estequiometria de transporte de 2 a 3,3 protons por molécula de ATP (Cross & Muller, 2004;
Malkus et al., 2004; Forgac, 2007). A distribuicdo da V(H*)-ATPase ocorre nos mais diversos
tipos celulares nas membranas dos compartimentos intracelulares, principalmente lisossomos,
endossomos e vesiculas secretoras, sendo responsavel pela acidificacdo destas (Cipriano et al.,
2008; Wang & Hiesinger, 2013; Cotter et al., 2015). Em alguns tipos celulares a V(H")-
ATPase também esta presente na membrana celular, como nas células renais, osteoclastos e
macrofagos realizando o transporte de protons para o meio extracelular (Cipriano et al., 2008;
Toei et al., 2010).

Embora as V(H")-ATPases desempenham um papel fisioldgico distinto das F-ATPases
(FLFo-ATPase), elas apresentam muitas semelhancas tanto estruturalmente quanto em relacéo
ao mecanismo (Forgac, 2007; Marshanky & Futai, 2008; Futai et al., 2012). As V(H")-
ATPases tém uma relacdo evolutiva e estrutural ainda mais proxima com as ATPases de
arqueias (A-ATPases) (Cross & Muller, 2004; Forgac, 2007).
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A V(H")-ATPase (Figura 10) é um grande complexo proteico formado por 14
subunidades diferentes, que se arranjam em duas estruturas funcionais, o dominio integral de
membrana Vo, responsavel pelo transporte de prétons e o dominio V1 hidrofilico, voltado para
o citoplasma, que realiza a hidrolise do ATP, ambos atuando de forma colaborativa através de
um mecanismo rotatério para permitir o transporte de prétons (Ohira et al., 2006; Forgac,
2007; Cipriano et al., 2008; Toei et al., 2010; Marshansky et al., 2014; Collins & Forgac,
2018). Em leveduras, o dominio Vo apresenta M, de 260 kDa e possui seis subunidades
seguindo a estequiometria acs-sc’c’’de. Em mamiferos a subunidade ¢’ é substituida por uma
proteina auxiliadora Ac45 (Forgac, 2007; Toei et al., 2010; Marshansky et al., 2014; Cotter et
al., 2015). O dominio V1 é um complexo citoplasmatico periférico formado por oito
subunidades distintas, seguindo a estequiometria AsB3CDE2FG3H, apresentando M, de 650
kDa (Cipriano et al., 2008; Jefferies et al., 2008; Toei et al., 2010; Scott et al., 2011,
Benlekbir et al., 2012).

No dominio Vo, as subunidades c, ¢’ e ¢’ sdo hidrofdbicas e estdo embebidas na
membrana, sendo compostas de quatro (c e ¢’) ou cinco (¢”) hélices transmembrana,
denominadas proteolipideos e se arranjam em forma de anel apresentando uma subunidade ¢’,
uma ¢” e varias ¢ (Wilkens & Forgac, 2001; Forgac, 2007; Wang et al., 2007; Toei et al.,
2010). Cada uma destas subunidades proteolipidicas apresenta um residuo de glutamato
altamente conservado que, durante o transporte de prétons, é protonado reversivelmente
(Hirata et al., 1997; Toei et al., 2010). A subunidade a também tem um papel crucial no
transporte de prétons, possuindo dois dominios, o dominio N-terminal, hidrofilico e voltado
para o citosol, enquanto a por¢do C-terminal é hidrofébica e estd presente na membrana,
sendo formanda por 8 ou 9 hélices transmembranas (Forgac, 2007; Cipriano et al., 2008). A
organizacdo do dominio C-terminal da subunidade a origina dois hemi-canais, um voltado
para o citosol e outro em direcdo contraria, utilizados para a passagem dos prétons durante o
transporte. Um dos hemi-canais é formado pelas alcas TM7-8 e TM3, enquanto o outro €
formado por TM4 e TM7, na alca TM7 esta presente um residuo de arginina que auxilia a
desprotonacao do residuo de glutamato do anel, permitindo o transporte de protons (Forgac,
2007; Jefferies et al., 2008; Toei et al., 2010; 2011; Cotter et al., 2015). Ja a subunidade d

conecta o anel proteolipidico c a haste central de V1 (Toei et al., 2010).
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Figura 10. Representacdo esquematica da V(H*)-ATPase de Saccharomyces cervisae.
O dominio V1 (amarelo e laranja) e o dominio Vo (azul e cinza).
Modificado de Toei et al., 2010.

As subunidades A e B do dominio V1 apresentam trés copias de cada subunidade que
se arranjam em posi¢des alternadas formando um hexamero. Em trés intersec¢cdes das
subunidades A e B, se localizam os trés sitios cataliticos onde ocorre a hidrélise do ATP que
sdo formados principalmente pelos residuos da subunidade A (MacLeod et al., 1998; Forgac,
2007; Toei et al., 2010). Nas outras faces da interseccdo A-B também estdo presentes sitios de
ligacdo de ATP, sendo formados principalmente pelos residuos da subunidade B. Entretanto
nestes sitios ndo ocorre a hidrolise de ATP e aparentemente apresentam funcdo regulatéria
(MacLeod et al., 1998; Vasilyeva et al., 2000; Forgac, 2007; Toei et al., 2010). A principal
diferenga estrutural entre estas subunidades € a presenca de uma protuberancia no topo da
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subunidade A, constituida de 80-90 amino&cidos e denominada regido ndao homologa da
subunidade A (Hilario & Gogarten, 1998; Maegawa et al., 2006; Schafer et al., 2006;
Marshansky et al., 2014).

As demais subunidades do dominio Vi se arranjam em hastes, que ligam os dois
dominios, sendo uma haste central, composta das subunidades D e F, que penetra na cavidade
do anel AsBs e se liga com a subunidade d do dominio Vo, mantendo a distancia entre os dois
dominios em 100 A e rotacionando para permitir o acoplamento da energia proveniente da
hidrolise do ATP com a rotagdo do anel do dominio Vo (Maher et al., 2009; Numoto et al.,
2009; Toei et al., 2010; Arai et al., 2013; Nagamatsu et al., 2013; Marshansky et al., 2014,
Ueno et al., 2018). As outras subunidades C, E, G e H, formam duas hastes que atuam de
forma conjunta com a subunidade a do dominio Vo para manter o subdominio AsBs estatico
durante o ciclo catalitico (Forgac, 2007; Cipriano et al., 2008; Jefferies et al., 2008; Toei et
al., 2010).

Estruturas cristalinas resolvidas em alta resolucdo do subdominio AsBs de
Enterococcus hirae tém revelado mais sobre a dindmica da hidrolise de ATP no dominio Vo
(Figura 11) (Ueno et al., 2018; Singharoy et al., 2019). As subunidades A e B sdo compostas
por trés dominios: na parte N-terminal por barril B, uma porg¢do central de o/f ¢ um dominio
helicoidal na parte C-terminal (Figura 11A) (Arai et al., 2013; Ueno et al., 2018). Ao
contrario do dominio F1 das F-ATPase, os sitios de hidrolise de ATP do anel AsBs da V(H")-
ATPase sdo assimétricos. Quando uma subunidade (A e B) apresenta uma conformacédo
fechada (C), as outras duas apresentam uma conformacao aberta (O e O’) que se combinam
para originar trés sitios distintos entre si, denominados de “vazio”, “ligado” e “ligavel”
(Figura 11A) (Shirakihara et al., 1997; Uchihashi et al., 2011; Arai et al., 2013; Ueno et al.,
2018).

A presenca da haste central, subunidades D e F, na estrutura cristalina provoca
mudangas de conformagfes nas subunidades A (C) e B (O’) para uma conformagdo mais
fechada (CR), gerando alteragdes nos sitios ligavel e ligado, gerando os sitios “ligado” e
“restrito”, respectivamente (Figura 11B). A auséncia ou ocupacdo dos sitios ligado e restrito
por um analogo de ATP (adenosina 5’-(B,y imida)trifosfato, AMPPNP) ndo altera as
conformacOes das subunidades A e B, enquanto o sitio vazio ndo é ocupado mesmo em
concentracOes da ordem de 2 mol L (Arai et al., 2013; Ueno et al., 2018). Estruturas com
duas moléculas de ADP ligados ao sitio restrito e ligado revelaram alteracGes de
conformagdes no sitio restrito (subunidade A de CR para C e CR para C’ na subunidade B).

No sitio vazio algumas alteracfes cooperativas também acontecem, porém nenhuma alteracédo
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foi detectada no sitio ligado (Figura 11C) (Suzuki et al., 2016; Ueno et al., 2018). A ligacédo
de uma terceira molécula de ADP ainda é responsavel por outras mudangas nesta estrutura nas
subunidades A e B, além de apresentar a ligacdo de um sulfato no sitio similar ao ligavel

(Suzuki et al., 2016; Ueno et al., 2018).

Subunidade A Subunidade B
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Figura 11. Estrutura do subdominio AsBs de E. hirae.

A- Estrutura cristalina do subdominio AsB3 na auséncia de nucleotideo. B- Estrutura cristalina
do subdominio AsBs com dois AMPPNP ligados. C- Estrutura cristalina do subdominio AsBs
com dois ADP ligados.

Modificado de Ueno et al., 2018.
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O ciclo catalitico das V(H")-ATPases ocorre através de um mecanismo rotacional que
considera que o hexamero AsBs seja estacionario em relagdo a subunidade a. Isto € garantido
pelas hastes periféricas, formadas pelas subunidades C, E, G e H, e pelo dominio N-terminal
da subunidade a. Isto ocorre através da interacdo das subunidades G e E entre si e com a
subunidade B do hexametro, o par GE interage com a subunidade C ou H e estas com a
subunidade a (Forgac, 2007; Cipriano et al., 2008; Jefferies et al., 2008; Toei et al., 2010).
Esta cadeia de interagdes permite que o hexdmero AsBs permanecga imobilizado em relagéo a
subunidade a durante a hidrolise do ATP, a energia da hidrolise do ATP provoca a rotacéo da
haste central (subunidade D, F e d) provocando a rotagdo do anel proteolipidico ¢ que permite
o transporte de protons (Forgac, 2007; Cotter et al., 2015; Collins & Forgac, 2018).

Na Figura 12 esta representado o modelo do acoplamento da hidrolise do ATP com o
transporte de prétons. Seguindo este modelo, a catalise rotacional ocorre em quatro etapas: 1.
passagem do préton do citosol pelo hemi-canal da subunidade a e a posterior protonagédo do
grupo carboxilico do residuo de Glu de uma subunidade ¢ (painel a e b da Figura 12) (Forgac,
2007; Cipriano et al., 2008; Jefferies et al., 2008; Toei et al., 2010); 2. hidrélise do ATP na
interface das subunidades A e B que provoca a rotacdo do anel c através da haste central
(painel ¢ da Figura 12); 3. rotacdo do anel ¢ que provoca o encontro do residuo de Glu
protonado com o hemi-canal da subunidade a voltado para o meio extracelular, onde se
localiza o residuo de Arg conservado; 4. desprotonacdo do Glu promovido pelo residuo de
Arg permitindo ao préton alcancar o meio extracelular (painel d da Figura 12) (Forgac, 2007;
Cipriano et al., 2008; Toei et al., 2010).

O transporte de proétons realizado pela V(H")-ATPase presente nas membranas dos
compartimentos intracelulares, entre eles os lisossomos, 0os endossomos e diversas vesiculas,
estd associado ao processo de acidificacdo destes. Isso permite diversas fungdes, como o
transporte e controle do trafico nas membranas intracelulares, endocitose mediado por
receptores, dissociacdo de complexos ligante-receptor, citotoxicidade de virus e toxinas
bacterianas, degradacédo proteica e captacdo de neurotransmissores (Nishi & Forgac, 2002;
Maxfield & Mcgraw, 2004; Gruenberg & Van Der Goot, 2006; Kane, 2006; Cipriano et al.,
2008; Jefferies et al., 2008; Wang & Hiesinger, 2013). As V(H")-ATPases presentes na
membrana plasmatica das celulas sdo importantes na homeostase do pH renal, reabsorcédo
0ssea, maturacao dos espermatozoides, metastases em células tumorais e desenvolvimento de
doengas como acidose tubular renal e osteoporose (Frattini et al., 2000; Smith et al., 2000;
Toyomura et al., 2003; Sennoune et al., 2004; Wagner et al., 2004; Pietrement et al., 2006;
Gocheva et al., 2007).
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Figura 12. Mecanismo reacional da V(H*)-ATPase.
Forgac, 2007.

Em leveduras, todas as subunidades, com exce¢do da subunidade a, apresentam uma
Unica isoforma, porém nos mamiferos seis das quatorze subunidades sdo expressas em mais
de uma isoforma (Forgac, 2007; Jefferies et al., 2008; Toei et al., 2010; Cotter et al., 2015). A
expressao destas isoformas ocorre de modo tecido-especifico, com estas isoformas distintas
sendo relacionadas com funces e regulacGes independentes (Nishi et al., 2003; Forgac, 2007,
Jefferies et al., 2008; Toei et al., 2010; Cotter et al., 2015). As subunidades B, E, H e d
apresentam duas isoformas, enquanto que as subunidades C e G apresentam trés isoformas
(Murata et al., 2002; Smith et al., 2002; Nishi et al., 2003; Wagner et al., 2004; Da Silva et al.,
2007; Jefferies et al., 2008).
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A subunidade a do dominio Vo apresenta duas isoformas nas leveduras (genes VPH1 e
STV1), apresentando 54% de identidade entre si, enquanto os mamiferos apresentam quatro
isoformas (al-a4), apresentando entre 47 e 61% de identidade (Manolson et al., 1994; Wagner
et al., 2004; Toei et al., 2010). As diferentes isoformas sdo capazes de direcionar a localizagédo
da V(H')-ATPase, em leveduras, enzimas com a isoforma Vphlp estdo presentes nos
vacuolos, enquanto a isoforma Stv1lp esta presente na V(H")-ATPase do complexo de Golgi
(Manolson et al., 1994; Kawasaki-Nishi et al., 2001; Toei et al., 2010). Nos mamiferos, as
isoformas al e a2 direcionam para as membranas intracelulares, respectivamente nas
vesiculas sinapticas e nos endossomos, enquanto as isoformas a3 e a4 estdo presentes na
membrana plasmatica de osteoclastos e de células renais, respectivamente (Wagner et al.,
2004; Forgac, 2007; Jefferies et al., 2008; Cotter et al., 2015; Collins & Forgac, 2018).

A regulacdo da atividade V(H*)-ATPase (Figura 13) ocorre tanto de modo espacial
quanto temporal (Forgac, 2007; Toei et al., 2010). Uma vez que a enzima apresenta uma
grande variedade de fungdes, existe a necessidade de um conjunto complexo de mecanismos
regulatérios de sua atividade, incluindo dissociacdo reversivel de seus dois dominios, controle
da localizacéo celular e alteracdes na eficiéncia de acoplamento entre a hidrolise de ATP e o
transporte de prétons (Cipriano et al., 2008; Jefferies et al., 2008).

A dissociacdo reversivel dos dominios V1 e Vo (Figura 13A) representa 0 mecanismo
de regulagdo da atividade da VV(H")-ATPase mais bem caracterizado, ocorrendo em células de
leveduras, insetos e mamiferos (Forgac, 2007; Cipriano et al., 2008; Jefferies et al., 2008;
Toei et al., 2010; Oot et al., 2012; Hayek et al., 2019). Este mecanismo resulta na interrupgéo
da hidrélise do ATP e do transporte de prétons, sendo geralmente desencadeado em resposta a
diminuicdo dos niveis de glicose (Nishi & Forgac, 2002; Forgac, 2007; Cipriano et al., 2008;
Jefferies et al., 2008; Toei et al., 2010). A dissociacdo dos dominios é importante para
economia de energia quando em baixas concentracbes de ATP e glicose, uma vez que 0
dominio V1 isolado ndo realiza a hidrolise do ATP e o dominio Vo é bloqueado durante o
processo para que ndo ocorra o transporte passivo de prétons (Parra et al., 2000; Cipriano et
al., 2008; Diab et al., 2009; Benlekbier et al., 2012; Couoh-Cardel & Wilkens, 2015; Sharma
et al., 2018; Hayek et al., 2019). Durante o processo de dissociacgdo, a subunidade C tem um
papel fundamental para que o processo ocorra e se separa completamente dos dominios Vi e
Vo (Iwata et al., 2004; Jefferies et al., 2008; Tabke et al., 2014). Outras regides também s&o
importantes tais como o dominio ndo-homélogo da subunidade A e a subunidade H, que
impede a hidrolise de ATP no dominio V1 dissociado (Shao et al., 2003; Shao & Forgac,
2004; Forgac, 2007; Cipriano et al., 2008; Toei et a., 2010).
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Figura 13. Regulacéo da atividade da V(H*)-ATPase.
A — Dissociagdo reversivel. B — Formagcao de pontes dissulfeto reversiveis. C — Mudancas na

densidade da VV(H")-ATPase da membrana. D — Eficiéncia de acoplamento.
Modificado de Jefferies et al., 2008.
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Em leveduras este processo € mediado pela RAVE (Regulador de ATPases de
Vacuolos e Endossomos), uma chaperona constituida de trés subunidades, Skplp, Ravlp e
Rav2p, que tem funcéo de estabilizar V1 e permitir que a subunidade C retorne ao complexo
V1Vo (Smardon et al., 2002; 2014; 2015; Cipriano et al., 2008; Hayek et al., 2019). A
presenca de dois residuos de cisteina altamente conservados na subunidade A (Ciszss € Ciss32)
permitem a regulacdo das V(H")-ATPases através da formacdo de ligacBes dissulfeto
reversiveis entre estes residuos presentes no sitio catalitico da subunidade A (Figura 13B),
impedindo mudancas conformacionais da enzima e causando a sua inativacdo (Forgac, 2007;
Cipriano et al., 2008; Jefferies et al., 2008; Toei et al., 2010).

Outro mecanismo regulatério da atividade da V(H")-ATPase é a alteracdo de
densidade de moléculas da enzima na membrana plasmatica (Figura 13C), sendo
caracteristicas das células renais e epididimais. Esta regulacdo ocorre atraves da exocitose de
vesiculas intracelulares que armazenam muitas moléculas de V(H")-ATPase que se fundem
com a membrana plasmatica causando o aumento da densidade da enzima na membrana
celular. Esse processo é mediado por uma adenilato ciclase dependente de bicarbonato, em
resposta a diminuicdo do pH citoplasmatico, aumentando o AMPc e estimulando a atividade
da proteina quinase A que direciona a V(H")-ATPase na membrana apical (Forgac, 2007;
Cipriano et al., 2008; Jefferies et al., 2008; Alzamora et al., 2010; Paunescu et al., 2010; Toei
et al., 2010).

A regulacdo da V(H")-ATPase também ocorre através de alteracdes na eficiéncia de
acoplamento da hidrolise e do transporte de protons (Figura 13D), isto ocorre através da
expressdo de diferentes isoformas (Jefferies et al., 2008) ou mutagdes em determinadas
subunidades tais como a subunidade D e a (Shao et al., 2003; Owegi et al., 2006; Jefferies et
al., 2008). Em leveduras, a V(H")-ATPase contendo Vphlp é 4-5 vezes mais eficiente que
aquelas gue contém Stvlp, levando os vacuolos a apresentarem um pH menor que o complexo
de Golgi (Kawasaki-Nishi et al., 2001; Forgac, 2007; Toei et al., 2010).

A inibicdo da atividade da V(H*)-ATPase de forma especifica apresenta grande
importancia terapéutica no tratamento de osteoporose e cancer, tendo importancia
fundamental para o desenvolvimento de drogas para estas doencas (Toei et al., 2010). A
bafilomicina A1 e concanamicina (Figura 14) inibem especificamente a V(H")-ATPase em
concentracdes nanomolares, estes dois compostos apresentam grande relacdo estrutural entre
si e ambos se ligam no anel proteolipidico ¢ (Drose et al., 1993; Fernandes et al., 2006; Huss
& Wieczorek, 2009; Osteresch et al., 2012; Cotter et al., 2015).
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Bafilomicina A; Concanamicina

Figura 14. Inibidores da V(H*)-ATPase.
Adaptado de Osteresch et al., 2012.

A bafilomicina A: foi isolada de Streptomyces griséus e a concanamicina de
Streptomyces diastatochromogenes. Ambas tém funcdo de antibidtico e apresentam um anel
lactona de 16 atomos e 18 &tomos, respectivamente (Drose et al., 1993). O sitio de ligacdo do
inibidor se encontra no dominio Vo, sendo dependente das subunidades c e a, a interacdo
inibidor-enzima causa o blogueio do transporte de protons, ja que impede a rotacdo do anel ¢
(Wang et al., 2005; Huss & Wieczorek, 2009).

1.6. A V(H*)-ATPase branquial de crustaceos

A importancia da V(H")-ATPase em crustaceos esta relacionada principalmente com o
seu papel na adaptacdo dos animais de adgua doce (Morris, 2001; Weihrauch et al., 2004b;
Tsai & Lin, 2007; Faleiros et al., 2010; Firmino et al., 2011; Lee et al., 2011; McNamara &
Faria, 2012; Zhang et al., 2018; Bozza et al., 2019), participando ativamente na captacéo de
ions no epitélio branquial dos crustaceos tolerantes a 4gua doce (Zare & Greenaway, 1998;
Towle & Weihrauch, 2001; Weihrauch et al., 2001; Lee et al., 2011). A V(H*)-ATPase
também é importante no processo de excrecdo de amonia (Weihrauch et al., 2002, 2004b;
Bianchini et al., 2008; Freire et al., 2008), bem como no equilibrio acido-base (Tresguerres et
al., 2008).

A presenca da V(H")-ATPase nas branquias é¢ fundamental para o transporte de
prétons nas mais variadas espécies de crustdceos que enfrentam diferentes gradientes de
concentragdo entre o meio externo e o meio interno (Ehrenfeld & Klein, 1997; Weihrauch et
al., 2004b; Tsai & Lin, 2007). Em camardes de agua doce como o0 M. amazonicum, a V(H")-
ATPase se localiza apicalmente nas franjas das células pilares do epitélio branquial (Boudour-
Boucheker et al., 2014; Pinto et al., 2016). Em M. amazonicum e M. olfersii a superficie das

células pilares sdo aumentadas por um extenso sistema de evaginacOes associadas a
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mitocdndrias na regido citoplasmatica subapical (Freire & McNamara, 1995; McNamara &
Lima, 1997; Belli et al.,, 2009; Faleiros et al., 2010; Boudour-Boucheker et al., 2014)
permitindo o aumento da area da membrana apical disponivel para inclusdo da V(H*)-ATPase
bem como do trocador CI/HCOs (Faleiros et al., 2010). Nestes animais, a V(H")-ATPase
representa uma forca motriz independente da (Na*, K*)-ATPase, que estd presente nas
invaginagdes das células dos septos intralamelares fornecendo energia para a absor¢do de
NaCl a partir de agua doce (McNamara & Lima, 1997; Towle et al., 1997; McNamara &
Torres, 1999; Faleiros et al., 2010; McNamara & Faria, 2012).

O potencial elétrico através da membrana apical dos idndcitos criado pelo
bombeamento de H* para o meio extracelular pela V(H")-ATPase permite a criacdo do
gradiente elétrico que direciona a entrada de Na* através de canais Na* na membrana apical
(Zare & Greenaway, 1998; Morris, 2001; Arata et al., 2002). Tanto a V(H*)-ATPase como a
(Na*, K")-ATPase estdo envolvidas na absorcdo de ClI" em camardes hiper-reguladores fortes
(Freire et al., 2008; Belli et al., 2009) onde a primeira também parece ser essencial para a
absorcédo de CI através do epitélio distal das lamelas das branquias posteriores do caranguejo
de agua doce Dilocarcinus pagei (Weihrauch et al., 2004b). Apesar do importante papel
desempenhado na osmorregulacdo em espécies tolerantes a dgua doce como Eriocheir
sinensis e caranguejos marinhos como Carcinus maenas, a V(H")-ATPase ndo atua na
absorcdo transbranquial de NaCl, uma vez que sua funcdo provavelmente esta relacionada
com a acidificacdo de organelas intracelulares (Weihrauch et al., 2001).

Outro fator importante para a atividade da V(H")-ATPase é o pH, uma vez que em
muitos crustaceos a sua atividade maxima ocorre em pH 7,5 (Onken & Putzenlechner, 1995;
Zare & Greenaway, 1998; Onken et al., 2000; Weihrauch et al., 2004b; Pan et al., 2007,
Firmino et al., 2011; Lucena et al., 2015). Em pHs menores a atividade € menor e resulta de
modificagdes na sua estrutura, revelando um sitio de protonagdo oculto (Rastogi & Girvin,
1999; Muller et al., 2002). Alteragdes no pH extracelular também séo capazes de modular a
atividade e a expressdo da V(H*)-ATPase em diversos crustaceos (Pan et al., 2007; 2010;
Tresguerres et al., 2008; Wang et al., 2012).

A V(H")-ATPase de crustaceos também apresenta um papel importante na excrecao de
amonio sendo responsavel pela protonacdo de NHs no interior das vesiculas intracelulares dos
i6nécitos branquiais. O NHz no citoplasma é protonado pela V(H)-ATPase formando NH4*
que ¢ excretado por exocitose (Weihrauch et al., 2002; 2004a; 2009; Henry et al., 2012).

Comparado com a (Na*, K")-ATPase, os estudos relacionados com a V(H")-ATPase

branquial nos processos osmorregulatorios de crustaceos sdo mais escassos. A atividade da
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enzima foi caracterizada cineticamente em M. amazonicum selvagem (Faleiros et al., 2010),
D. pagei (Weihrauch et al., 2004b; Firmino et al., 2011), E. sinensis (Onken & Putzenlechner,
1995; Morris., 2001) e M. amazonicum adultos e juvenis provenientes de aquicultura (Lucena
et al., 2015). Em contrapartida, ndo foi encontrada atividade V(H")-ATPase significante para
C. danae (Masui et al., 2002), C. ornatus (Garcon et al., 2009) e M. amazonicum aclimatado a
21 %oS (Faleiros et al., 2010; este trabalho). Além dos estudos cinéticos, métodos
eletrofisiolégicos sdo usualmente utilizados para investigar o papel da V(H")-ATPase na
osmorregulacédo de crustaceos (Onken & McNamara, 2002, Genovese et al., 2005).

Estudos acerca dos niveis de expressdo da subunidade B e localizacdo da V(H")-
ATPase também mostram o papel crucial dessa enzima na adaptacdo de crustaceos ao
ambiente de agua doce, corroborando com os dados cinéticos do efeito em funcdo da
salinidade do meio (Weihrauch et al., 2004b, Tsai & Lin, 2007; Faleiros et al., 2010; Firmino
etal., 2011).
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2.1. Objetivo geral

Caracterizar e comparar as propriedades moleculares, bioquimicas e cinéticas da (Na",
K*)-ATPase e da V(H")-ATPase branquial do camardo M. amazonicum de populacdes que
habitam a Bacia do Rio da Prata (Paran-Paraguai).

Contribuir para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na
osmorregulacéo de crustaceos que invadiram a dgua doce e para um melhor entendimento da

relacdo bioquimica e fisioldgica entre populacdes de M. amazonicum.

2.2. Objetivos especificos

1. Obter fracGes de membrana ricas em (Na*, K")-ATPase branquial de camarfes M.
amazonicum adultos recém capturados no Rio Tieté e no Rio Grande, bem como de
animais do Rio Tieté apos a aclimatagdo em alta salinidade (21 %0S) durante 10 dias.

2. Caracterizacdo cinética da (Na*, K")-ATPase branquial de M. amazonicum recém
capturado, avaliando o efeito dos seus diferentes moduladores.

3. Comparar as caracteristicas cinéticas da (Na*, K")-ATPase branquial de M.
amazonicum destas populacdes com as de outras populacGes deste animal e bem como
de outros crustaceos.

4. Auvaliar o efeito da aclimatagdo a 21 %oS nas caracteristicas cinéticas da (Na*, K*)-
ATPase do tecido branquial de M. amazonicum.

5. Analisar da presenca de outras ATPases na fracdo microsomal do tecido branquial de
M. amazonicum nos animais recém-capturados e aclimatados, bem como comparar a
presenca destas em diferentes populagdes de camardes do género Macrobrachium.

6. Caracterizacdo cinética da V(H")-ATPase branquial de M. amazonicum recém
capturados nos Rios Tieté e Grande, comparando suas caracteristicas cinéticas com as
de outros crustaceos.

7. Caracterizacdo bioguimica da (Na*, K*)-ATPase branquial do camardo M.
amazonicum, utilizando SDS-PAGE, western blotting e gradiente de sacarose.

8. Determinar a localizacdo da (Na*, K*)-ATPase nas branquias de M. amazonicum
recém capturado e aclimatado em a 21 %oS.

9. Avaliar o efeito do FXYD2 exd6geno e da acdo proteinas quinases enddgenas na

atividade da (Na*, K*)-ATPase branquial de M. amazonicum.
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3.1. Materiais

Todas as solugdes utilizadas nesse trabalho foram preparadas utilizando agua ultrapura,
obtida a partir dos tratamentos sucessivos em aparelhos MilliRO e MilliQ (Merck Millipore,
USA). ATP (sal de Tris), &cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-etanol sulfénico (Hepes),
imidazol, tris (hidroximetil) aminometano (Tris), ditiotreitol (DTT), ouabaina, ortovanadato
de sodio, dibutiril cAMP, tapsigargina, aurovertina B, bafilomicina Az, alameticina, acido
etacrinico, teofilina, acido etacrinico, fosfoenolpiruvato (FEP), NAD*, NADH, piruvato
quinase (PQ), lactato desidrogenase (LDH), fosfoglicerato quinase (FGQ), gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAFDH), fosfatidil serina, queleritrina, H89, forbol meristato acetato
(PMA), Tween-20, 3-fosfogliceraldeido dietil acetal (GAP), 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato
(BCIP), nitroblue tetrazolium (NBT), leupeptina, antipaina, benzamidina, pepstatina, fluoreto
de fenil sulfonil metila (PMSF) e 4',6-diamidino-2-fenil indol (DAPI) foram adquiridos da
Sigma Chem. Co. (St. Louis, USA). Trietanolamina, dimetilsulféxido (DMSQ), acido
etilenodiamino tetracético (EDTA), CaCly, etileno glicol-bis(B-aminoetil éter)-N,N,N’,N'-tetra
acido acético (EGTA) e filtros Microcon Y foram adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). A membrana de nitrocelulose e a resina AG50WX-8 (Dowex 50H™) foram
adquiridas da BioRad (Hercules, USA). O padrdo de peso molecular Spectra™ Multicolor
Broad Range Protein Ladder (M 10-260 kDa) foi adquirido da Thermo Scientific
(Massachusetts, EUA). O anticorpo monoclonal a-5 contra a subunidade a da (Na*, K*)-
ATPase de aves (todas as isoformas) foi adquirido do Developmental Studies Hybridoma
Bank (lowa, USA). O anticorpo secundario anti IgG de camundongo conjugado com fosfatase
alcalina foi adquirido da Promega Corporation (Madison, USA).

Antes do uso, as solugdes de enzimas LDH e PQ, comercializadas em suspensdes
cristalinas de (NH4)2SO4 3,2 mol L™ foram tratadas para a remogdo do ion aménio. Uma
aliquota de 500 uL da enzima (PQ ou LDH) foi centrifugada a 20.000 xg durante 15 min, a
4°C, em uma centrifuga refrigerada Eppendorf 5810. O pellet obtido foi ressuspenso em 500
uL de Hepes 50 mmol L%, pH 7,5 e apés foi transferido para um filtro Microcon YM-10, foi
lavado 5 vezes com o mesmo tampé&o por centrifugacdo a 14.000 xg, durante 10 min, a 4°C,
para completar a remocdo total dos ions aménio (testada com reagente de Nessler).
Finalmente, foi adicionado tamp&o Hepes 50 mmol L pH 7,5 até completar o volume
inicialmente utilizado. Para a enzima FGQ a suspenséo foi tratada exatamente como descrito

acima. Todas as solugGes foram usadas dentro de um periodo maximo de trés dias. Enquanto
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que a GAFDH foi preparada em tamp&o Hepes 50 mmol L, pH 7,5, contendo DTT 1 mmol
L logo antes do seu uso.

O coquetel de inibidores de protease utilizado nas preparacfes da fracdo microsomal
contém leupeptina 5 umol L, antipaina 5 pmol L, benzamidina 1 mmol L, pepstatina A 1
umol Lt e PSMF 5 pumol L. A solugéo estoque dos inibidores foi preparada 100 vezes mais
concentrada sendo diluida no tampdo de homogeneizacdo no momento do uso na
concentracdo final indicada. As massas de pepstatina e o PMSF foram inicialmente
dissolvidos em 500 pL de metanol e etanol, respectivamente e os demais inibidores em agua.
Finalmente a solucdo estoque foi completada até um volume de 10 mL de agua MilliQ.

A solucdo estoque de ATP foi preparada utilizando ATP sal de Tris e sua concentracao
final (100 mmol L) foi acertada através da determinagdo da absorbancia da solugdo em 260
nm (€260 nm, pH 7,0 15.400 mol L. cm™).

A solucéo de gliceraldeido-3-fosfato (20 mmol L), foi preparada imediatamente antes
do uso, através da hidrolise de 15 mg de 3-fosfogliceraldeido dietil acetal dissolvido em 1 mL
de 4gua ultrapura MilliQ, com 150 pL de HCI concentrado (d=1,18 g mL™). A mistura foi
mantida em banho-maria a 90 °C durante 2 minutos e em seguida, o cloreto de bario formado
na reacdo foi removido com uma resina Dowex 50H*, seguindo as recomendagdes do
fabricante (ver Sigma Chem. Co. Product Information. NUumero do produto: 65376). Apos a
remo¢dao da resina, a solu¢do resultante foi neutralizada at¢ pH 7,5 com 50 pL de
trietanolamina pura (d=1,12 g mL ).

A solucéo estoque de ortovanadato de sodio (1 mmol L) foi preparada de acordo com
Lucena et al. (2015). O pH da solugdo de concentragdo aproximada de 1 mmol L? foi
acertado em 10,0 e, em seguida, a solucdo foi fervida em banho-maria até ficar translicida.
Apos resfriamento, o pH dessa solucdo foi novamente reajustado em 10,0 e a concentracdo
final da solucdo foi determinada espectrofotometricamente em 260 nm (& 260nm, pH 10,0 = 3.550
mol Lt cm™). O pH dessa solugdo diluida ndo é afetado significativamente. Finalmente,
aliquotas de 1 mL foram congeladas em tubos Eppendorf e estocadas a - 20° C até 0 momento
do uso.

A solucdo estoque de aurovertina B foi preparada em etanol e as solucdes estoques de
bafilomicina Al e tapsigargina foram preparadas utilizando dimetilsulféxido como solvente.

As solucgoes estoques de teofilina, EGTA e &cido etacrinico foram preparadas em &gua.
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3.2. Coleta dos animais

Espécimes adultos de camarbes Macrobrachium amazonicum com aproximadamente 9
cm e cerca de 10 g foram coletados no Rio Tieté, municipio de Santo Anténio do
Aracangua/SP (20° 58' 40,8" S, 50° 32' 20,4" W) e no Rio Grande (19° 47' S, 50° 05" W)
préximo a cidade de Iturama, MG. Os camardes foram transportados para o laboratério de
Biogquimica do Departamento de Quimica da FFCLRP/USP em tanques adequados contendo
agua do local da coleta, com aeracdo continua e mantidos nessas condi¢des até 0 momento da

preparacdo da fragdo microsomal.

3.3. Aclimatacgdo dos camardes do Rio Tieté em salinidade de 21 %oS

Uma colegdo de 80 animais foi separada em quatro grupos de 20 camarfes cada e
foram aclimatados durante 10 dias em salinidade de 21 %0 em tanques contendo 32 L de agua,
a 28 °C, sob fotoperiodo de 12 h. A salinidade foi ajustada através da adi¢cdo de sal marinho
Tropic Marin® a agua sem cloro e checada diariamente através de um refratbmetro manual

(Atago 1000) durante o periodo de aclimatacéo.

3.4. Extracédo das branquias e preparacao da fracdo microsomal

Para cada preparacdo foram utilizados aproximadamente 60 camardes. Os animais
foram anestesiados em gelo picado e as branquias foram imediatamente removidas e
transferidas para tampdo de homogeneizacdo (tampdo imidazol 20 mmol L?, pH 6,8,
contendo sacarose 250 mmol L, Tris 6 mmol L e o coquetel de inibidores de proteases)
mantido a 4° C. As branquias foram pesadas ap6s remover o excesso de tampdo com papel
filtro Whatman e em seguida homogeneizadas no tampao de homogeneizacdo (20 mL/g
branquia) utilizando um homogeneizador Potter, ajustado para 1.200 rpm.

O homogeneizado obtido foi submetido a centrifugagédo de 14.000 xg, durante 35 min, a
4° C, em uma centrifuga Sorvall RC5C Plus. O sobrenadante foi mantido em banho de gelo
picado e o pellet resultante foi novamente homogeneizado no mesmo volume inicial do
tampdo de homogeneizacdo. Esse novo homogeneizado foi submetido a nova centrifugagéo
nas mesmas condigdes. Os sobrenadantes resultante das duas centrifugacbes foram

gentilmente misturados e submetidos a uma nova centrifugacdo a 100.000 xg durante 90 min,
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a 4° C em uma ultracentrifuga Hitachi 55P-72. Finalmente, o pellet resultante (fracdo
microsomal) foi ressuspenso em tampdo de homogeneizacdo (13 mL/g de branquia) e
aliquotas de 0,5 mL foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a
-20 °C por um periodo ndo superior a 3 meses. Quando necessario 0s tubos foram

descongelados e mantidos em gelo picado durante um periodo de até 4 hs.

3.5. Dosagem de proteina

A concentracdo de proteinas da fragdo microsomal foi determinada conforme descrito
por Read & Northcote (1981), empregando-se soroalbumina bovina como padrdo. A
absorbancia das amostras e do padrdo foi estimada em 595 nm em um espectrofotdmetro
Shimadzu UV-1800.

3.6. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

A eletroforese em condic¢Oes desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizada em gradiente de
poliacrilamida (5 a 20%, p/v) utilizando 4ug de proteina, conforme descrito por Laemmli
(1970). Apds a corrida, o gel foi corado com nitrato de prata. Para determinacao da escala de
peso molecular foi utilizado 10 puL do padrdo de peso molecular Spectra™ Multicolor Broad
Range Protein Ladder (Thermo Scientific, EUA).

3.7. Western blotting

Foi realizada a eletroforese (SDS-PAGE) utilizando 50 ug, apds a corrida o gel foi
submetido a uma eletrotransferéncia para uma membrana de nitrocelulose, com a aplicacdo de
uma corrente de 300 mA com voltagem livre durante 90 minutos, a 4 °C utilizando o sistema
Gibco BRL Mini-V 8-10 (Gaithersburg, USA) de acordo com Towbin et al. (1979). A
membrana foi bloqueada com uma solucdo de soroalbumina bovina 10% em tampédo TBS-
Tween (Tris/HCI 50 mmol L%, pH 8,0, contendo NaCl 150 mmol L™ e Tween-20 0,05%),
durante 90 minutos, sob agitacdo constante e temperatura ambiente. ApoOs este periodo, a
membrana foi lavada cinco vezes com tampao TBS-Tween e a seguir foi encubada durante 16
horas, a 5 °C, com 0 anticorpo a-5 monoclonal de camundongo, produzido contra a

subunidade alfa da (Na", K*)-ATPase de galinha (diluicdo 1:150 em uma solucdo de
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soroalbumina bovina 5% em tampdo TBS-Tween). Apos cinco lavagens em tampdo TBS-
Tween a membrana foi incubada durante 1 hora, a 25 °C, com anticorpo secundario anti 1gG
de camundongo conjugado com fosfatase alcalina (diluido 1:5000 na mesma solucdo que o
anticorpo primario). Finalmente, a incorporacdo especifica de anticorpo foi revelada em
Tris/HCI 100 mmol L, pH 9,5, contendo NaCl 100 mmol L, MgCl> 5 mmol L, NBT 0,2
mmol L e BCIP 0,8 mmol L. Para a determinagdo da M, da (Na*, K*)-ATPase foi utilizado
25 pL do padrdo de peso molecular Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Thermo Scientific, EUA).

3.8. Determinacéo da atividade (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal

A atividade ATPase total foi determinada continuamente, a 25 °C empregando-se 0
sistema de acoplamento piruvato quinase/lactato desidrogenase, no qual a hidrélise do ATP é
acoplada a oxidacdo do NADH (Leone et al., 2015a). A oxidacdo do NADH foi estimada em
340 nm (e340 nm, pr 7.5 = 6.200 M cm™), em um espectrofotémetro Shimadzu UV-1800
equipado com células termostatizadas. Para o estudo do efeito do potdssio e aménio, a
atividade ATPase foi quantificada empregando-se o sistema de acoplamento gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase/fosfogliceratoquinase, onde a hidrélise do ATP é acoplada a reducdo
do NAD" (Leone et al., 2015a). A reducdo do NAD™ foi estimada em 340 nm (€340 nm, pH 7,5 =
6.200 M?! cm™?), em um espectrofotometro Shimadzu UV-1800 equipado com células
termostatizadas. A atividade ATPase também foi determinada na presenca de ouabaina 3
mmol L. A diferenca entre a medida efetuada na auséncia e presenca da ouabaina foi
considerada como correspondente a atividade da (Na*, K*)-ATPase da fragdo microsomal de
M. amazonicum. A hidrélise do ATP também foi estimada apds a incubacdo da amostra com
10 pg de alameticina durante 10 min, a 25 °C, para verificar a presenca de vesiculas seladas
no meio de reacdo. Controles sem a adicdo da enzima foram incluidos nos experimentos para
estimar a hidrolise espontanea do substrato nas condi¢cdes do ensaio. A linearidade das
medidas da atividade (Na*, K*)-ATPase foi checada entre 10 e 50 pg proteina total e a
guantidade de proteina microsomal sempre foi usada dentro desse intervalo. Para cada
concentragéo de ligante analisado (ATP, Na*, K*, Mg?* e o inibidor ouabaina) a velocidade
inicial da reacdo foi estimada em duplicata utilizando aliquotas idénticas da mesma
preparacdo e a média desses valores foi usada para ajustar a curva de saturacdo

correspondente. Os ensaios foram realizados em duplicata e cada experimento foi repetido
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empregando-se trés preparacdes diferentes (N= 3). Uma unidade de enzima foi definida
como sendo a quantidade de enzima que hidrolisa 1 nmol de ATP por minuto, a 25 °C nas
condices padrbes do ensaio e a atividade especifica é dada em nmol de Pi min mg? de

proteina ou U mg™.

3.9. Determinacéao da atividade V(H*)-ATPase da fracdo microsomal

A atividade ATPase foi medida ap6s 10 min de pré-incubacdo da preparacdo com
ortovanadato 50 umol L e/ou bafilomicina 4 umol L. A hidrélise do ATP foi acompanhada
continuamente, a 25 °C, empregando-se o sistema de acoplamento piruvato quinase/lactato
desidrogenase (Lucena et al., 2015). A diferenca entre o valor da atividade ATPase estimada
na presenca de ortovanadato e a estimada na presenca de ortovanadato mais bafilomicina A
representa a atividade da V(H")-ATPase. Controles sem a adi¢do da enzima foram utilizados
com a finalidade de se determinar a hidrélise espontanea do substrato nas condi¢Bes do
ensaio. Os ensaios foram realizados em duplicata e cada experimento foi repetido

empregando-se trés preparacdes diferentes (N= 3).

3.10. Calculo de espécies livres no meio de reacéo

A concentragdo das espécies livres de Mg?*, ATP e MgATP no meio de reagdo foram
calculados de acordo com Fabiato (1988).

3.11. Tratamento dos dados cinéticos

Os parametros cinéticos Vwm (velocidade maxima), Ku (constante de Michaelis), Kos
(constante de dissociacdo aparente) e ny (coeficiente de Hill) foram calculados usando o
software SigrafW (Leone et al., 2005b). As constantes de dissociacdo do complexo enzima-
inibidor, K,, foram determinadas graficamente de acordo com Marks & Seeds (1978). Todos
os experimentos foram realizados em duplicata utilizando-se trés preparagdes diferentes (N=
3).
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3.12. Centrifugacdo em gradiente de densidade de sacarose

Uma aliquota da fragdo microsomal (2,5 mg) foi aplicada a um gradiente continuo de
sacarose de 10 a 50% (p/p) em tamp&o imidazol 20 mmol L, pH 6,8. Apds centrifugagdo a
180000 x g em uma centrifuga Hitachi 55P-72, usando o rotor vertical PV50T2, durante 3 h, a
4°C, fracbes de 0,5 mL foram coletadas a partir do fundo do tubo com o auxilio de uma
bomba peristaltica e imediatamente analisadas quanto a atividade ATPase conforme descrito
em 3.8., concentracdo proteica conforme descrito em 3.5. e indice de refracdo empregando-se
um refratbmetro de bancada RL3 (PZO, Poland), para a determinacdo da porcentagem de

sacarose de cada fragéo.

3.13. Imunolocalizacdo da (Na*, K*)-ATPase branquial de M. amazonicum do Rio Tieté

A quarta branquia lateral direita de cada animal foi dissecada e incubada em uma
solucdo fixadora contendo 2% de p-formaldeido diluido em solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS) pH 7,4, durante 1 hora. A osmolalidade da solucdo fixadora foi ajustada de
acordo com as condi¢des de salinidade nas quais os camardes foram submetidos. Para
camardes expostos a 21 %oS, a osmolalidade da solucdo fixadora foi ajustada para =670
mOsm kg HO (NazHPO4 26,6 mmol L, KH,PO4 4,7 mmol L, NaCl 282 mmol L e KCI
7,1 mmol L?). Para camarbes recém-capturados a osmolalidade da solugdo fixadora foi
ajustada para a condigdo natural do rio, =290 mOsm kg H-O (NazHPO410 mmol L*,
KH2PO42 mmol L?, NaCl 137 mmol L, KCI 2,7 mmol L). Em seguida, as branquias foram
embebidas em Tissue-Tek Optimal Cutting Temperature Compound (Sakura, Tissue-Tek,
Torrance, EUA) e congeladas com uma mistura de acetona/gelo seco. Seccdes transversais de
12 uM de espessura foram obtidas ao longo da regido lamelar de cada branquia com auxilio
do criostato Microm HM 505E, modelo Microtome Criostato (Walldorf, Alemanha). Os
cortes foram feitos a -20 "C e recolhidos em Idminas previamente siliconizadas (Sakura,
Knittel Starfrost®). Os “criocortes” foram pré-incubados durante 20 min com glicina 100
mmol L em PBS 290 mOsm kg™ H.O (PBS 1x), para mascarar os grupos aldeidos livres e
em seguida foram incubadas durante 10 min em solucdo de blogueio contendo 1% de BSA e
0,1% de gelatina em PBS.

A imunolocalizacdo da (Na*, K*)-ATPase foi realizada utilizando anticorpo o-5

monoclonal de camundongo, produzido contra a subunidade alfa da (Na*, K")-ATPase de
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galinha (Takeyasu et al., 1988). Gotas do anticorpo primario, diluido a 20 mg mL* em PBS
1x foram colocadas sobre as laminas contendo os cortes e as laminas foram incubadas durante
1 h a temperatura ambiente em uma camara Umida. Como controle negativo, alguns cortes
foram incubados em solucdo de bloqueio, sem o anticorpo primario. Ap6s o periodo de
incubacdo, as amostras foram lavadas de 4 a 5 vezes durante 5 min cada em solugéo de
blogqueio para remover anticorpos ndo ligados. Apoés as lavagens, as sec¢fes foram incubadas
durante 45 min com um anticorpo secundario de cabra anti-lgG de camundongo conjugado
com Alexa Fluor 488 (1:450 em PBS 1x). Em seguida as ldaminas foram lavadas com PBS 1Xx,
como descrito anteriormente. Para localizar os nucleos, os cortes foram corados durante 20
min com DAPI diluido 1: 200 em PBS 1x.

As seccdes foram montadas com o auxilio do meio de montagem Fluoromount-G e
sob laminulas de vidro da marca Kbnittel Starfrost (Bielefeld, Alemanha), sendo
posteriormente seladas, observadas e fotografadas com o auxilio de um microscopio confocal
da marca Leica, modelo TCS SP5 (Leica Microsystems, Mannheim, Alemanha), utilizando o
laser de argon para a marcacdo com Alexa-fluor 488 (495/519 nm) e o laser de diodo para a
marcacdo com DAPI (358/461 nm). Além disso, as seccGes foram observadas utilizando

microscopia de contraste de fase.

3.14. Sintese do [y-*?P]-ATP

O [y-32P]-ATP foi sintetizado através de uma sequéncia de reacBes enzimaticas
conforme descrito por Maia et al. (1983). O [y-3?P]-ATP foi purificado através de
cromatografia em coluna de resina Dowex AG100. As amostras contendo o [y-32P]-ATP
foram separadas, colocadas em banho de gelo e neutralizadas pela adicdo de
aproximadamente 10% do volume total eluido com MES-Tris pH 6,0, corrigindo-se com Tris
até pH 7,0.

3.15. Determinacdo da atividade (Na*, K*)-ATPase através da liberacdo do [*°P]-P;

A atividade (Na*, K*)-ATPase foi estimada a 25 °C através da liberagdo do [*?P]-Pi
proveniente do [y-*?P]-ATP (Grubmeyer & Penefsky, 1981; Fontes et al., 1999). Uma

aliquota (20 pL) da fragio microsomal foi adicionada ao tamp&o Hepes 20 mmol L%, pH 7,5,

contendo MgCl2 2 mmol L, NaCl 50 mmol L e KCI 10 mmol L e, em um volume final de
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0,5 mL. A reacdo foi iniciada pela adicdo de ATP 1 mmol L? [y-32P]-ATP (atividade
especifica 400-800 cpm/nmol) e apds 60 min foi interrompida pela adi¢do de 0,2 mL de acido
perclérico 0,4 mol L. Os tubos foram colocados em um banho de gelo (4 °C) e ap6s a adicio
de 0,4 mL de carvéo ativo 25% p/v (dissolvido em HCI 0,1 N) foram centrifugados a 700 xg
durante 5 min. Aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante de cada tubo foram aplicadas em uma
tira de papel de filtro Whatman, secadas e a radiacéo correspondente ao [*2P]-Pi liberado pelas
amostras foi quantificada usando-se um espectrémetro de cintilacdo liquida Beckman Modelo
LS 6500.

3.16. Estudo do efeito do FXYD2 exdgeno na atividade (Na*, K*)-ATPase

A (Na*, K")-ATPase de M. amazonicum foi pré-incubada na presenca de diferentes
concentragdes da subunidade y extraida a partir da (Na*, K*)-ATPase purificada de medula de
rim de porco (Cortes et al., 2006) durante 20 min e a reacdo de hidrélise do [y-32P]-ATP foi

estimada conforme descrito em 2.15.

3.17. Fosforilacdo por proteina quinase A

A fosforilacdo da (Na*, K)-ATPase foi realizada incubando-se uma aliquota (20 ug)
da fracdo microsomal de branquia de M. amazonicum em tamp&o Hepes 20 mmol L pH 7,4,
ATP 0,2 mmol L1, EGTA 1 mmol L, MgClz 10 mmol L, KCI 100 mmol L%, DTT 1 mmol
L, dibutiril cAMP 3 mmol L e queleritrina-Cl 3,5 pmol L, em um volume final de 100
uL. Apo6s 30 min de incubacdo a 25 °C, o meio de reacdo da fosforilacdo foi submetido a
determinacéo da atividade ATPase conforme descrito em 3.15. Controles contendo H-89 200
nmol L (inibidor especifico da proteina quinase A), também foram realizados nas mesmas

condigdes descritas acima.

3.18. Fosforilagdo por proteina quinase C

A fosforilacdo da (Na*, K*)-ATPase foi realizada incubando-se uma aliquota (20 ug)
da fracdo microsomal de branquia de M. amazonicum em tamp&o Hepes 20 mmol L™ pH 7,4,
ATP 0,2 mmol L, MgCl, 10 mmol L, KCI 100 mmol L, DTT 1 mmol L, CaCl, 10 mmol
L, fosfatidil serina 80 ug/uL, PMA 100 nmol L™ e H89 200 nmol L em um volume final de
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100 pL. Apos 30 min de incubagédo a 25 °C, o meio de reagdo da fosforilagdo foi submetido a
determinacéo da atividade ATPase conforme descrito em 3.15 (Cortes et al., 2011). Controles
contendo queleritrina 1,3 umol L™ (inibidor especifico da proteina quinase C), também foram

realizados nas mesmas condicdes descritas acima.

3.19. Anélise por SDS-PAGE da fosforilagdo das subunidades da (Na*, K*)-ATPase pelas
proteinas quinases A e C de M. amazonicum do Rio Tieté

A eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) utilizada para a andlise da fosforilacdo da
(Na*, K")-ATPase foi realizada conforme descrita por Laemmli (1970). Utilizando o gel de
empilhamento com 4% de acrilamida e o gel de corrida com 15% de acrilamida. Uma aliquota
(12 pg de proteina) foi submetida a fosforilagdo conforme descrita em 3.17 e 3.18, utilizando
ATP 0,2 mmol L* (250.000 cpm/nmol [y-*2P]-ATP) para iniciar a reagio. Ap6s 30 min de
incubacdo a 25 °C a reacdo foi interrompida pela adicdo de seis volumes de tampéo
desnaturante. Os marcadores de massa molecular foram corados com Comassie Blue coloidal.
Apo6s a secagem, a placa do gel foi auto radiografada por 16 horas usando o Cyclone
Phosphor Imager apparatus (Perkin Elmer). As imagens foram produzidas utilizando

escaneamento direto com o software OptiQuant.
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4.1. Caracterizacdo cinética da (Na*, K*)-ATPase

4.1.1. Macrobrachium amazonicum recém-capturado no Rio Tieté

A fragdo microsomal do tecido branquial de camardes M. amazonicum coletado no
Rio Tieté apresentou uma atividade ATPase total de 175,5 + 3,1 nmol Pi mint mg? de
proteina, sendo que a atividade (Na*, K*)-ATPase representa 129,9 + 2,3 nmol Pi min* mg*
de proteina, enquanto 47,9 + 2,1 nmol Pi min™t mg™ de proteina é correspondente a atividade
insensivel a ouabaina, determinada na presenca de ouabaina 3 mmol L.

Com o objetivo de verificar a presenca de vesiculas seladas na preparacdo da fracdo
microsomal, a atividade ATPase foi determinada na presenca (Vm = 173,62 = 4,9 nmol Pi
min mg? de proteina) e auséncia (Vm = 175,5 = 3,1 nmol Pi min? mg? de proteina) de
alameticina. Imediatamente antes da determinacéo da atividade, a enzima foi incubada com o
antibidtico durante 10 minutos, a 25 °C. Os valores obtidos mostram que nas condicBes
ibnicas utilizadas para a determinacao da atividade da enzima ndo existem vesiculas presentes
e que a atividade ATPase total foi estimada.

Na Figura 15 esta mostrada a modulacéo pelo ATP (como MgATP) da atividade (Na*,
K*)-ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio
Tieté. Na presenca de concentragBes saturantes de ions potassio (10 mmol L), sédio (50
mmol L) e magnésio (2 mmol L), o aumento da concentracdo de ATP (10 a 10 mol L?)
acarretou a estimulacdo da atividade através de uma curva Unica de saturacdo indicando,
portanto, um Unico sitio de ligacdo para o substrato. A velocidade maxima foi estimada em
Vwm = 130,3 + 4,8 nmol Pi min"t mg™ de proteina e Kos = 0,068 + 0,0019 mmol L através de
cinética cooperativa (nn = 1,7). Nas condi¢fes do ensaio o aumento da atividade estd
relacionado com a variacdo da concentragdo do MgATP e ndo do ATP livre (insercdo A da
Figura 15). A atividade ATPase da (Na*, K*)-ATPase representa cerca de 75% da atividade
ATPase total, enquanto a atividade ATPase insensivel a ouabaina foi estimulada até valores
da ordem de 50 nmol Pi mint mg? de proteina (insercdo B da Figura 15). Esses valores
sugerem que na fracdo microsomal existem outras ATPases além da (Na*, K*)-ATPase.

A estimulacao pelo ATP também foi estudada em condicgdes estequiométricas de ATP
e MgCl; (Figura 16). Em condices saturantes de Na* (50 mmol L) e K* (10 mmol L?), a
atividade da (Na*, K*)-ATPase foi estimulada através de uma curva de saturagdo monofasica
no intervalo de concentragdo de MgATP de 1,5.10% a 7,7.10* mol L. Em condicdes
estequiométricas de ATP e Mg?* os resultados obtidos sugerem a presenca de um UGnico sitio
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de ligacdo para o ATP e que a estimulacdo da atividade é proporcional & concentracdo de
MgATP e ndo do Mg?* ou ATP livre (insercdo A da Figura 16). Nessas condicdes a atividade
maxima foi estimada em Vi = 114,6 + 6,3 nmol Pi mint mg? de proteina e Kos = 0,062 +
0,0032 mmol L™ apresentando interacbes cooperativas (Tabela 2). A atividade ATPase
insensivel a ouabaina, representando 20% da atividade ATPase total no mesmo intervalo de
concentracéo foi estimulada até 50 nmol Pi min"t mg™ de proteina (inser¢do B da Figura 16).

A modulacdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal do tecido
branquial de M. amazonicum pelo magnésio (Figura 17) foi determinada em condi¢cbes
saturantes de ATP (1 mmol L), Na* (50 mmol L) e K* (10 mmol L™Y). No intervalo de
5.10° a 10 mol L 0 aumento da concentragdo dos ions magnésio estimulou a atividade da
enzima até valores maximos de Vv = 130,6 + 6,8 nmol Pi min’t mg? de proteina e Kos = 0,33
+ 0,0042 mmol L* através de interagGes cooperativas (Tabela 2). Os resultados confirmam
que o complexo MgATP ¢é o verdadeiro substrato da enzima (insercdo A da Figura 17). A
atividade da (Na*, K*)-ATPase representa cerca de 70% da atividade total e a atividade
ATPase insensivel a ouabaina foi estimulada por Mg?* até valores da ordem 50 nmol Pi min
mg? de proteina (insercdo B da Figura 17), corroborando a presenca de ATPases estimuladas
por magnésio.

Na Figura 18 esta mostrada a modulacéo pelo Na* da atividade (Na*, K*)-ATPase da
fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté. Na presenca
de concentragdes saturantes de ATP (1 mmol L), K* (10 mmol L™?) e Mg?* (2 mmol L), o
aumento da concentracio de Na* (10 a 5.10 mol L) acarretou a estimulagio da atividade
através de uma curva Unica de saturacdo. Nestas condi¢des valores maximos de Vv = 127,5 +
5,3 nmol Pi min? mg? de proteina e Kos = 5,3 + 0,42 mmol L™ foram obtidos através de
cinética cooperativa (nn = 2,2). A atividade ATPase insensivel a ouabaina foi estimulada até
valores da ordem 50 nmol Pi mint mg? de proteina nesse mesmo intervalo de concentragio,
sugerindo a presenga de Na*-ATPase na fragdo microsomal (insercdo na Figura 18).

A modulacdo da atividade da (Na*, K")-ATPase da fracdo microsomal do tecido
branquial de M. amazonicum pelo K* (Figura 19) foi determinada em condicdes saturantes de
ATP (1 mmol L), Na* (50 mmol L) e Mg?" (2 mmol L™?) no intervalo de 5.10° a 102 mol
L. O aumento da concentracgo dos fons potassio estimulou a atividade da enzima até valores
maximos de Vm = 126,7 + 7,7 nmol Pi min"t mg? de proteina e Kos= 0,65 + 0,079 mmol L%,
através de interacdes cooperativa (Figura 19). A atividade (Na*, K*)-ATPase representa cerca
de 73% da atividade total e a atividade insensivel a ouabaina foi estimulada até valores da

ordem de 50 nmol Pi min™t mg™ de proteina (insercéo da Figura 19).
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Figura 15. Efeito da concentracdo do ATP (como MgATP) na atividade (Na*, K*)-
ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio
Tieté.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampédo Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentracdes saturantes de MgCl, (2 mmol L), NaCl (50
mmol L), KCI (10 mmol L) e contendo NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L, 49 U
PQ e 94 U LDH em um volume final de 1 mL. A reacao foi iniciada pela adi¢cdo de 11,2 pg de
proteina e os experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes
homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores
médios+SD de trés homogeneizados. Insercéo: A- Concentracdes calculadas de Mg?* livre
(00), ATP livre (O) e MgATP (@). B- Atividade ATPase total (@); Atividade ATPase

insensivel a ouabaina (O).
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Figura 16. Efeito da concentracdo de Mg?* e ATP, em condicdes estequiométricas, na
atividade (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M.
amazonicum coletado no Rio Tieté.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tamp&o Hepes 50
mmol L, pH 7,5 na presenca de concentracdes estequiométricas de ATP e MgCl, e
concentragdes saturantes de NaCl (50 mmol L), KCI (10 mmol L) e contendo NADH 0,21
mmol L, FEP 3,14 mmol L, 49 U PQ e 94 U LDH em um volume final de 1 mL. A reagdo
foi iniciada pela adi¢do de 11,2 pug de proteina e os experimentos foram realizados em
duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura
apresentada corresponde aos valores médios=SD de trés homogeneizados. Insercdo: A-
Concentragdes calculadas de Mg?* livre (J), ATP livre (O) e MgATP (@). B- Atividade
ATPase total (@); Atividade ATPase insensivel a ouabaina (O).
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Figura 17. Efeito da concentracdo de Mg?* (como MgATP) na atividade (Na*, K*)-
ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio
Tieté.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampédo Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentraces saturantes de ATP (1 mmol L), NaCl (50
mmol L), KCI (10 mmol L) contendo NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L, 49 U PQ
e 94 U LDH em um volume final de 1 mL. A reacgdo foi iniciada pela adicdo de 11,2 pg de
proteina e os experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes
homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores
médios+SD de trés homogeneizados. Insercdo: A- Concentragdes calculadas de Mg?* livre
(), ATP livre (O) e MgATP (@). B- Atividade ATPase total (@); Atividade ATPase

insensivel a ouabaina (O).
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Figura 18. Efeito da concentracdo de Na* na atividade (Na*, K*)-ATPase da fracéo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tamp&o Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentragBes saturantes de ATP (1 mmol L), MgCl. (2
mmol L), KCI (10 mmol L?) e contendo NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L?, 49 U
PQ e 94 U LDH em um volume final de 1 mL. A reacado foi iniciada pela adi¢cdo de 11,2 pg de
proteina e os experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes
homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores
médios+SD de trés homogeneizados. Insercdo: atividade ATPase total (@); atividade

ATPase insensivel a ouabaina (O).
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Figura 19. Efeito da concentracdo de K* na atividade (Na*, K*)-ATPase da fracéo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampédo Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentragBes saturantes de ATP (1 mmol L), MgCl. (2
mmol L), NaCl (50 mmol L) e contendo NAD™ 4,28 mmol L, fosfato de sddio 1 mmol L-
! gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol L, 24 U GAFDH e 9 U FGQ em um volume final de 1 mL.
A reacdo foi iniciada pela adigdo de 11,2 pg de proteina e os experimentos foram realizados
em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura
apresentada corresponde aos valores médiostSD de trés homogeneizados. Insercéo:

atividade ATPase total (@®); atividade ATPase insensivel a ouabaina (O).
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Na Figura 20 esta mostrada a modulacdo pelo ion amonio da atividade (Na*, K*)-
ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté.
Na presenca de concentragdes saturantes de ATP (1 mmol L), Na* (50 mmol L™?) e Mg?* (2
mmol L), o aumento da concentragio de NHs* (5.10° a 2.102 mol L) acarretou a
estimulacido da atividade através de uma Unica curva de saturagdo através de cinética
cooperativa (n = 1,5). A velocidade maxima foi estimada em Vu = 134,4 + 8,6 nmol Pi min™
mg? de proteina e Kos = 1,28 + 0,44 mmol L. A atividade ATPase da (Na*, K*)-ATPase
representa 74% da atividade ATPase total e ndo foi observada uma estimulagéo significativa
da atividade ATPase insensivel a ouabaina nesse mesmo intervalo de concentracdo de ions
amonio (insercgdo da Figura 20).

Concentragdes crescentes de ouabaina (1.10° a 3.10° mol L) inibiram a atividade
ATPase total da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio
Tieté em 70% (Figura 21). Os valores iniciais da atividade ATPase total de 156,1 + 7,6 nmol
Pi mint mg? de proteina diminuiram até 52,4 + 6,3 nmol Pi min® mg? de proteina para
concentracbes de ouabaina da ordem de 3.10° mol L. A determinagdo da constante de
inibicdo através da representacdo de Dixon (inserc¢do da Figura 21) resultou em um valor de
Ki= 0,18 + 0,058 mmol L. O aspecto monofasico da curva de inibicdo da atividade ATPase
com o aumento da concentracdo de ouabaina sugere a existéncia de um Unico sitio de ligacao
para a ouabaina na molécula da (Na*, K*)-ATPase de M. amazonicum coletado no Rio Tieté.

Na Tabela 2 estdo resumidos os valores dos parametros cinéticos dos diferentes
ligantes que modulam a atividade da (Na*, K*)-ATPase presente na fracdo microsomal do
tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté. Independentemente do ligante, a
modulacdo da atividade (Na*, K*)-ATPase sempre ocorreu através de interagdes sitio-sitio.

Para esclarecer a natureza das ATPases insensiveis a ouabaina presentes na fracdo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté, foram utilizados
diferentes inibidores da atividade ATPase combinados com a ouabaina. Os efeitos desses
inibidores s&o mostrados na Tabela 3. A atividade ATPase total foi estimada em 171,2 + 11,3
nmol Pi mint mg? de proteina e a atividade ATPase insensivel a ouabaina 3 mmol L%, em
49,3 + 2,5 nmol Pi mint mg? de proteina, confirmando mais uma vez que a (Na',
K*)-ATPase ¢ responsavel por cerca de 71% (121,9 + 13,8 nmol Pi min® mg de proteina) da

atividade ATPase total presente na branquia de M. amazonicum coletado no Rio Tieté.
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Figura 20. Efeito da concentracdo de NH4* na atividade (Na*, K*)-ATPase da fracéo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tamp&o Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentragfes saturantes de ATP (1 mmol L), MgCl. (2
mmol L), NaCl (50 mmol L) e contendo NAD™* 4,28 mmol L, fosfato de sddio 1 mmol L-
! gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol L, 24 U GAFDH e 9 U FGQ em um volume final de 1 mL.
A reagdo foi iniciada pela adigdo de 11,2 ug de proteina e 0s experimentos foram realizados
em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura
apresentada corresponde aos valores médiostSD de trés homogeneizados. Insercéo:

atividade ATPase total (@®); atividade ATPase insensivel a ouabaina (O).
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Figura 21. Efeito da concentracdo de ouabaina na atividade ATPase da fracéo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tamp&o Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentragdes saturantes de ATP (1 mmol L), MgCl. (2
mmol L), KCI (10 mmol L), NaCl (50 mmol L) e contendo NADH 0,21 mmol L, FEP
3,14 mmol L, 49 U PQ e 94 U LDH em um volume final de 1 mL. A reac&o foi iniciada pela
adicao de 11,2 pg de proteina e os experimentos foram realizados em duplicata empregando-
se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos
valores médios+=SD de trés homogeneizados. Insercdo: representacdo de Dixon para a

determinagédo da constante de inibicéo K.
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A atividade residual de 4,0 + 2,5 nmol Pi min"t mg™ de proteina estimada na presenca
de teofilina 5 mmol L™ mais ouabaina 3 mmol L? indica a presenca de 2,3% de fosfatases
neutras na preparagdo. A atividade residual de 6,4 + 2,5 nmol Pi min? mg? de proteina
estimada na presenca de ortovanadato 100 umol L mais ouabaina 3 mmol L™ corrobora a
sugestdo da presenca de fosfatases neutras e indica a presenca de outras P-ATPases na fracdo
microsomal.

A inibicdo da atividade insensivel a ouabaina observada para a tapsigargina 0,5 umol
L mais ouabaina 3 mmol L™ e para 0 EGTA 1 mmol L™ mais ouabaina 3 mmol L indicam a
presenca de aproximadamente 4% de Ca?*-ATPase na fragdo microsomal. A associacdo da
aurovertina 10 pmol L & ouabaina 3 mmol L™ revelou uma atividade residual de 13,8 + 0,6
nmol Pi mint mg? de proteina, sugerindo, portanto, a presenca de 8,1% de FoFi-ATPase na
fracdo microsomal.

Além disso, a atividade residual de 23,3 + 0,5 nmol Pi min? mg? de proteina,
correspondendo a 13,6% da atividade ATPase total, estimada na presenca de bafilomicina Ax
0,4 umol L mais ouabaina 3 mmol L™ sugere a presenca de V(H*)-ATPase na preparacio
microsomal. Finalmente, a atividade residual 17,2 + 0,9 nmol Pi min? mg? de proteina
estimada na presenca de acido etacrinico 2 mmol L™ mais ouabaina 3 mmol L sugere a
presenca de atividade de Na*- e/ou K*-ATPase na preparacdo microsomal, correspondendo a
10% da atividade ATPase total.

Tabela 2. Parametros cinéticos calculados para os moduladores da atividade (Na*, K*)-
ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de Macrobrachium amazonicum
coletado no Rio Tieté.

Modulador Vm(Umg?l) Kos(mmolL?) nu  Kj(mmolL?)
ATP 130,3+£4,8 0,065 + 0,0016 1,7 -
MgATP* 114,6 £6,3 0,062 + 0,0032 1,2 -

Mg? 130,6 £ 6,8 0,33+ 0,042 2,5 -

Na* 1275+5,3 53%£0,42 2,2 -

K* 126,7+7,7 0,65+ 0,079 1,7 -

NH4* 134,5 £ 8,6 1,28+0,44 15 -
Ouabaina - - - 0,18 + 0,058

*Estimado em condicdes estequiométricas de ATP e MgCl;
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Tabela 3. Efeito de diversos inibidores na atividade ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum

coletado no Rio Tieté.

Inibidor Atividade ASO Atividade Atividade Provavel
ATPase (Umg?) ATPase Residual Relativa ATPase
(Umg?) (Umg?) (%) Presente
Controle 171,2+ 11,3 - - 100 Total
Ouabaina (3 mmol L) 493+25 1219+ 13,8 - 71,2 (Na*, K-
Ortovanadato (100 pmol L'l) 46,6 + 4,2 1246 + 145 - 72,8 P-
Ouabaina (3 mmol L) + Ortovanadato (100 pmol L) 429+50 - 6,4+25 3,7 FN
Ouabaina (3 mmol L) + Teofilina (5 mmol L™?) 453 +5,0 - 40+25 2,3 FA
Ouabaina (3 mmol L%) + Bafilomicina (0,4 pmol L) 26,0+ 3,0 - 23,3+0,5 136  V(HY)-
Ouabaina (3 mmol L) + Tapsigargina (0,5 umol L) 426+ 34 - 6,7+0,9 3,9 Ca?*-
Ouabaina (3 mmol L) + EGTA (1 mmol L?) 41,8 +3,6 - 75+1,1 4.4 Ca’*-
Ouabaina (3 mmol L) + Acido etacrinico (2 mmol L) 32,1+34 - 17,2+0,9 10,1 Na*- ou K*-
Ouabaina (3 mmol L) + Aurovertina (10 pmol L) 355+19 - 13,8+ 0,6 8,1 FoFi-
Ouabaina (3 mmol L) + Etanol (20 pL mL™) 483+3,1 - - - -
Ouabaina (3 mmol L) + DMSO (20 pL mL™?) 48,1+3,0 - - - -

ASO- Atividade ATPase sensivel a ouabaina e/ou ortovanadato. FN- fosfatases neutras. FA- fosfatase alcalina.
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4.1.2. Macrobrachium amazonicum coletado no Rio Tieté e aclimatado durante 10
dias a 21 %eS

Os camardes Macrobrachium amazonicum foram coletados no Rio Tieté, no
municipio de Santo Antonio do Aracangud, Sdo Paulo e aclimatados durante 10 dias a
21 %0S conforme descrito em Materiais e Métodos.

Para verificar a presenca de vesiculas seladas na fragdo microsomal do tecido
branquial, a atividade (Na*, K*)-ATPase foi determinada em condi¢des saturantes de
fons potassio (10 mmol L), sédio (50 mmol L), magnésio (0,5 mmol L) e ATP (1
mmol L) na presenca (Vm = 87,4 + 4,2 nmol Pi min’t mg? de proteina) e auséncia (Vm
= 62,5 + 2,9 nmol Pi mint mg? de proteina) de alameticina. Imediatamente antes da
determinacéo da atividade, a enzima foi incubada com 10 ug do antibiético durante 10
min, a 25°C. Essa diferenca de cerca de 30% observada na atividade (Na*, K*)-ATPase
sugere a presenca de vesiculas seladas na preparagdo microsomal. Consequentemente, a
determinacéo da atividade ATPase foi realizada na presenga de 10 ug de alameticina.

A fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum, aclimatados
durante 10 dias a 21 %0S apresentou uma atividade ATPase total de 87,4 + 4,2 nmol Pi
min? mg? de proteina na auséncia de ouabaina e 35,3 + 2,3 nmol Pi mint mg? de
proteina na presenca de ouabaina. Esses resultados mostram que a (Na*, K*)-ATPase
representa cerca de 60% da atividade ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial
Macrobrachium amazonicum aclimatados durante 10 dias a 21 %oS.

Na Figura 22 esta mostrada a modulagdo da atividade (Na*, K*)-ATPase pelo
ATP (como MgATP). Em condi¢Bes saturantes de ions potassio (10 mmol L), sddio
(50 mmol L) e magnésio (0,5 mmol L), o aumento da concentracdo de ATP entre 10°
e 102 mol L? acarretou a estimulacdo da atividade através de uma curva Unica de
saturacdo indicando um dnico sitio de ligacdo para o substrato. A velocidade maxima
foi estimada em Vm = 54,9 + 1,8 nmol Pi min* mg* de proteina e Kos = 0,050 + 0,0034
mmol L de acordo com cinética de Michaelis-Menten (Tabela 4). O verdadeiro
substrato da enzima ¢ o MgATP (insercdo A da Figura 22). Nesse mesmo intervalo de
concentracdo de ATP, a atividade ATPase insensivel a ouabaina que representa 35% da
atividade ATPase total e foi estimulada até 35 nmol Pi min? mg™ de proteina (insercéo
B da Figura 22). Esses resultados sugerem que na fracdo microsomal existem outras
ATPases além da (Na*, K*)-ATPase.
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Figura 22. Efeito da concentracdo de ATP (como MgATP) na atividade (Na*, K*)-
ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no
Rio Tieté e aclimatado durante 10 dias a 21 %eS.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampéo
Hepes 50 mmol L%, pH 7,5, na presenca de concentragdes saturantes de MgClz (0,5
mmol L), NaCl (50 mmol L), KCI (10 mmol L) e contendo NADH 0,21 mmol L*,
FEP 3,14 mmol L, 10 pg de alameticina, 49 U PQ e 94 U LDH em um volume final de
1 mL. A reagdo foi iniciada pela adigdo de 10,6 pg de proteina e 0s experimentos foram
realizados em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias
(N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores médiostSD de trés
homogeneizados. Insercdo: A- Concentracdes calculadas de Mg?* livre (CJ), ATP livre
(O) e MgATP (@). B- atividade ATPase total (@); atividade ATPase insensivel a

ouabaina (O).
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A estimulacao pelo ATP também foi estudada em condicbes estequiomeétricas de
ATP e MgCl, (Figura 23). Em condicdes saturantes de Na* (50 mmol L?) e K* (10
mmol L), a atividade da (Na*, K*)-ATPase foi estimulada através de uma Gnica curva
de saturacdo no intervalo de concentracio de MgATP entre 1,5.10 e 3.10* mol L. Os
resultados obtidos sugerem a presenca de um Unico sitio de ligacdo para o ATP e a
atividade maxima foi estimada em Vi = 49,8 + 2,7 nmol Pi min"t mg? de proteina e Ko s
= 0,062 + 0,0032 mmol L (Tabela 4). Nessas condicBes, o verdadeiro substrato da
enzima € o MgATP e ndo o ATP livre (insercdo A da Figura 23), a atividade ATPase da
(Na*", K¥)-ATPase representa cerca de 60% da atividade ATPase total, enquanto a
atividade ATPase insensivel a ouabaina foi estimulada até valores da ordem de 35 nmol
Pi mint mg? de proteina (insercdo B da Figura 23).

A Figura 24 mostra a modulagio pelo Mg?* da atividade (Na*, K*)-ATPase da
fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum aclimatado. Em condi¢c6es
saturantes de ATP (1 mmol L), Na* (50 mmol L) e K* (10 mmol L), o aumento da
concentragdo dos fons magnésio no intervalo de 10° e 5.10* mol L* estimulou a
atividade da enzima até valores maximos de Vm = 51,5 + 1,3 nmol Pi mint mg* de
proteina e Kos = 0,032 + 0,005 mmol L™ através de interagGes cooperativas (Tabela 4).
Nessas condic¢des, o verdadeiro substrato da enzima é o MgATP (insercdo A da Figura
24) e a atividade da (Na*, K*)-ATPase representa cerca de 58% da atividade total.
Observa-se ainda que a atividade ATPase insensivel a ouabaina foi estimulada pelo
magnésio até valores da ordem de 37 nmol Pi min* mg? de proteina (insercdo B na
Figura 24).

A modulagdo pelo Na* da atividade da (Na*, K*)-ATPase foi determinada em
condigdes saturantes de ATP (1 mmol L), K* (10 mmol L) e Mg?* (0,5 mmol L) no
intervalo de 10# a 5.10 mol L* (Figura 25). O aumento da concentracio dos ions sodio
estimulou a atividade da enzima até valores maximos de Vm = 51,5 + 2,0 nmol Pi min
mg* de proteina e Kos= 3,12 + 0,18 mmol L através de interacdes cooperativa (Tabela
3). A atividade (Na*, K")-ATPase representa cerca de 62% da atividade total e a
atividade insensivel a ouabaina foi estimulada até valores da ordem de 30 nmol Pi min‘*
mg* de proteina (inser¢do da Figura 25).

Na Figura 26 esta mostrado o efeito dos ions K" na modulacdo da atividade
(Na", K*)-ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum
aclimatado a 21 %0S. Na presenca de concentracdes saturantes de ATP (1 mmol L),

Na* (50 mmol L1) e Mg?* (0,5 mmol L1), o aumento da concentracdo de K* entre 5.10°
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e 102 mol L? acarretou a estimulacdo da atividade através de uma curva Unica de

saturagdo de acordo com cinética “Michaeliana”.
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Figura 23. Efeito da concentracéo de ATP e Mg?*, em condicdes estequiométricas,
na atividade (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M.
amazonicum coletado no Rio Tieté e aclimatado durante 10 dias a 21 %.S.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampé&o
Hepes 50 mmol L, pH 7,5, na presenca de concentragdes estequiométricas de ATP e
MgCl, e concentragBes saturantes de NaCl (50 mmol L) e KCI (10 mmol L?) e
contendo NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L?, 10 pg de alameticina, 49 U PQ e
94 U LDH em um volume final de 1 mL. A reagao foi iniciada pela adigdo de 10,6 ug
de proteina e os experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés
diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos
valores médiostSD de trés homogeneizados. Insercdo: A— Concentragdes calculadas de
Mg?* livre (OJ), ATP livre (O) e MgATP (@). B- atividade ATPase total (@); atividade
ATPase insensivel a ouabaina (O).
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Figura 24. Efeito da concentracédo de Mg?* (como MgATP) na atividade (Na*, K*)-
ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no
Rio Tieté e aclimatado durante 10 dias a 21 %.S.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampé&o
Hepes 50 mmol L, pH 7,5, na presenca de concentragdes saturantes de ATP (1 mmol
L), NaCl (50 mmol L), KCI (10 mmol L?) e contendo NADH 0,21 mmol L, FEP
3,14 mmol L, 10 ug de alameticina, 49 U PQ e 94 U LDH em um volume final de 1
mL. A reagdo foi iniciada pela adi¢cdo de 10,6 ug de proteina e 0s experimentos foram
realizados em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias
(N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores médios+SD de trés
homogeneizados. Insercdo: A- Concentracdes calculadas de Mg?* livre (CJ), ATP livre
(O) e MgATP (@). B- atividade ATPase total (®); atividade ATPase insensivel a

ouabaina (O).
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Figura 25. Efeito da concentracéo de Na* na atividade (Na*, K*)-ATPase da fragdo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté e
aclimatado durante 10 dias a 21 %oS.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampé&o
Hepes 50 mmol L%, pH 7,5, na presenca de concentragfes saturantes de ATP (1 mmol
L), MgCl (0,5 mmol L), KCI (10 mmol L) e contendo NADH 0,21 mmol L, FEP
3,14 mmol L, 10 pg de alameticina 49 U PQ e 94 U LDH em um volume final de 1
mL. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 10,6 pg de proteina e 0s experimentos foram
realizados em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias
(N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores médios+SD de trés
homogeneizados. Insercdo: atividade ATPase total (®); atividade ATPase insensivel a

ouabaina (O).
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Nestas condicBes foram obtidos valores maximos de Vm = 52,8 £ 3,1 nmol Pi
min't mg? de proteina e Kos = 1,86 + 0,14 mmol L™ (Tabela 4). A atividade ATPase
insensivel & ouabaina foi estimulada até valores da ordem de 35 nmol Pi min* mg™ de
proteina (insercdo da Figura 26) nesse mesmo intervalo de concentracdo, sugerindo a
presenca de K*™-ATPase na fracdo microsomal.

O efeito do NH4" na modulacéo da atividade da (Na*, K*)-ATPase da fracdo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum, aclimatado a 21 %.S estd mostrada
na Figura 27. Em condicdes saturantes de ATP (1 mmol L), Na* (50 mmol L) e Mg?*
(0,5 mmol L), o aumento da concentracdo dos ions amonio entre 10“ e 102 mol L™
estimulou a atividade da enzima até valores maximos de Vm = 60,8 + 2,1 nmol Pi min
mg? de proteina e Kos = 1,96 + 0,11 mmol L? através de interacGes cooperativas
(Tabela 4). A atividade (Na*, K*)-ATPase representa cerca de 63% da atividade total e a
atividade insensivel a ouabaina foi estimulada até valores de ~35 nmol Pi min™ mg™ de
proteina (insercdo da Figura 27).

O aumento da concentracdo de ouabaina entre 10° e 3.10° mol L™ acarretou
uma inibicdo da atividade ATPase total da fragdo microsomal obtida de animais
aclimatados a 21 %0S, da ordem de 63% (Figura 28). Os valores iniciais da atividade
ATPase total de 89,1 + 1,6 nmol Pi min mg™ de proteina diminuiram até 32,4 + 0,7
nmol Pi mint mg? de proteina para uma concentragédo final de ouabaina da ordem de
3.10° mol L. A determinacdo da constante de inibicdo, utilizando a representacio
grafica de Dixon resultou em um valor de K;= 0,15 + 0,004 mmol L? (insercdo da
Figura 28). O aspecto monofésico da curva de inibicdo da atividade ATPase com
ouabaina sugere a existéncia de um Unico sitio de fixacdo para o inibidor na molécula da
(Na*, K")-ATPase de M. amazonicum aclimatado a 21 %oS.

Na Tabela 4 estdo resumidos os valores dos parametros cinéticos calculados para
os diferentes ligantes que modulam a atividade da (Na*, K*)-ATPase presente na fracdo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum aclimatado durante 10 dias em
salinidade de 21 %.. Observa-se que, enquanto para 0s animais recém-capturados a
modula¢do da atividade hidrolitica da enzima ocorre através interagdes sitio-sitio
independente do ligante, 0 mesmo ndo ocorre para 0s animais aclimatados.

Para esclarecer a natureza das ATPases insensiveis a ouabaina que estdo
presentes na fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum aclimatado
durante 10 dias a 21 %.S, foram utilizados diferentes inibidores da atividade ATPase

associados & ouabaina 3.10° mol L (Tabela 5).
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Figura 26. Efeito da concentracdo de K* na atividade (Na*, K*)-ATPase da fracdo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté e
aclimatado durante 10 dias a 21 %.S.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampéo
Hepes 50 mmol L%, pH 7,5, na presenca de concentragdes saturantes de ATP (1 mmol
L), MgCl2 (0,5 mmol L), NaCl (50 mmol L?) e contendo NAD* 4,28 mmol L7,
fosfato de sddio 1 mmol L, gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol L7, 10 pg de alameticina,
24 U GAFDH e 9 U FGQ em um volume final de 1 mL. A reacdo foi iniciada pela
adicao de 10,6 pg de proteina e 0s experimentos foram realizados em duplicata
empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura
apresentada corresponde aos valores médios=SD de trés homogeneizados. Insergao:

atividade ATPase total (@); atividade ATPase insensivel & ouabaina (O).
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Figura 27. Efeito da concentracdo de NH4" na atividade (Na*, K*)-ATPase da
fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté e
aclimatado durante 10 dias a 21 %.S.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampé&o
Hepes 50 mmol L%, pH 7,5, na presenca de concentragdes saturantes de ATP (1 mmol
L), MgCl2 (0,5 mmol L), NaCl (50 mmol L?) e contendo NAD* 4,28 mmol L7,
fosfato de sddio 1 mmol L, gliceraldeido-3-fosfato 2 mmol L, 10 pg de alameticina,
24 U GAFDH e 9 U FGQ em um volume final de 1 mL. A reacdo foi iniciada pela
adicao de 10,6 pg de proteina e 0s experimentos foram realizados em duplicata
empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura
apresentada corresponde aos valores médios=SD de trés homogeneizados. Insergao:

atividade ATPase total (@); atividade ATPase insensivel & ouabaina (O).
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Figura 28. Efeito da concentracdo de ouabaina na atividade ATPase da fracéo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado Rio Tieté e aclimatado
durante 10 dias a 21 %eS.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampédo
Hepes 50 mmol L%, pH 7,5, na presenca de concentragdes saturantes de ATP (1 mmol
L), MgCl (0,5 mmol L), KCI (10 mmol L), NaCl (50 mmol L) e contendo NADH
0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L%, 10 pg de alameticina, 49 U PQ e 94 U LDH em um
volume final de 1 mL. A reagdo foi iniciada pela adi¢cdo de 10,6 pug de proteina e 0s
experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes
homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores
médios+=SD de trés homogeneizados. Insercdo: representacdo de Dixon para a

determinagédo da constante de inibicéo K.
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Tabela 4. Parametros cineticos calculados para os moduladores da (Na*, K*)-ATPase
da fragdo microsomal do tecido branquial de Macrobrachium amazonicum aclimatado
durante 10 dias a 21 %e.S.

Modulador Vwm Kosou Km NH Ki
(nmol Pi mint mg?) (mmol L7) (mmol L7)

ATP 549+18 0,050 £ 0,003 11 -

MgATP* 49,8 + 2,7 0,038 £ 0,005 1,3 -

Mg?* 515%+13 0,032 £ 0,005 2,4 -

Na* 51520 3,12+0,18 14 -

K* 52,8 £3,1 1,86 £ 0,14 11 -

NH4* 60,8 £2,1 1,96+ 0,11 1,9 -

Ouabaina - - - 0,15 + 0,004

*Estimado em condicGes estequiométricas de ATP e MgCl»

A atividade ATPase total, da ordem de 88,2 + 5,2 nmol Pi min"t mg™ de proteina
foi inibida até valores de 36,3 + 3,5 nmol Pi min mg? de proteina na presenca de
ouabaina 3 mmol L. Esses resultados confirmam mais uma vez que a (Na',
K*)-ATPase ¢é responsavel por cerca de 60% da atividade ATPase total existente na
fracdo microsomal obtidas das branquias dos animais aclimatados.

Os valores determinados na presenca de ortovanadato 100 pmol L associado a
ouabaina 3 mmol L sugerem a presenca de 1,2% de fosfatases neutras na preparagao.
Considerando-se que a tapsigargina 0,5 umol L e 0 EGTA 1 mmol L inibiram a
atividade ATPase insensivel & ouabaina, os resultados sugerem a presenca de Ca?*-
ATPase na preparacdo dos animais aclimatados. A associa¢do da aurovertina 10 umol
Lt com a ouabaina 3 mmol L sugere a presenca de F-ATPases na preparagao.

A inibicdo da atividade insensivel a ouabaina por acido etacrinico 2 mmol L™ e
ouabaina 3 mmol L sugere a presenca de Na*- e/ou K*-ATPase na preparagio
microsomal. Essa possibilidade é corroborada pelos resultados apresentados nas
inser¢bes das Figuras 25 e 26. A auséncia de inibicdo observada na presenca de
bafilomicina 0,4 pmol L e ouabaina 3 mmol L sugere a baixa prevaléncia de V(H*)-

ATPases na fracdo microsomal.
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Tabela 5. Efeito de diversos inibidores sobre a atividade ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de Macrobrachium
amazonicum aclimatado durante 10 dias a 21 %oS.

Inibidor Atividade ASO Atividade Atividade  Provavel
ATPase (Umg?) ATPase Residual Relativa  ATPase
(U mg?) (Umg?) (%) Presente
Controle 88,2+5,2 - - 100,0 Total
Ouabaina (3 mmol L) 36,335 519+1,7 - 58,8 (Na*, K-
Ortovanadato (100 pmol L) 357+28 525+ 24 - 59,5 P-
Ouabaina (3 mmol L?) + Ortovanadato (100 pmol L) 352+21 - 1,1+04 1,2 FN
Ouabaina (3 mmol L) + Teofilina (5 mmol L?) 356+1,9 - 0,7+0,3 0,8 FA
Ouabaina (3 mmol L?) + Bafilomicina (0,4 umol L) 358+2,3 - 05+0,2 0,6 V(H")-
Ouabaina (3 mmol L) + Tapsigargina (0,5 umol L) 23,1+31 - 13,2+0,8 15,0 Ca?*-
Ouabaina (3 mmol LY + EGTA (1 mmol L?) 25,1+3,6 - 11,2+ 1,1 12,7 Ca’*-
Ouabaina (3 mmol L) + Acido etacrinico (2 mmol L) 26,1+1,8 - 10,2 +0,7 11,6 Na*- ou K*-
Ouabaina (3 mmol L) + Aurovertina (10 pmol L™?) 258+28 - 10,5+0,3 11,9 FoFi1-
Ouabaina (3 mmol L) + Etanol (20 uL mL™Y) 357+2,1 - - - -
Ouabaina (3 mmol L) + DMSO (20 pL mL™?) 359+15 - - - -

ASO- Atividade ATPase sensivel a ouabaina e/ou ortovanadato. FN- fosfatases neutras. FA- fosfatase alcalina.
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4.1.3. Macrobrachium amazonicum recém-capturado no Rio Grande

Com o objetivo de verificar a presenca de vesiculas seladas na preparacdo da fracéo
microsomal, a atividade ATPase foi determinada na presenca (Vm =164,6 nmol Pi mint mg*
de proteina) e auséncia (Vm =107,8 nmol Pi mint mg? de proteina) de alameticina. Esses
resultados indicam a presenca de vesiculas seladas na preparacdo. Desse modo, as demais
determinacbes de atividade ATPase da enzima sempre foram efetuadas na presenca de
alameticina.

A fracdo microsomal do tecido branquial de camardes M. amazonicum coletados no
Rio Grande apresentou uma atividade ATPase total de 166,4 + 3,6 nmol Pi min? mg? de
proteina enquanto 33,6 + 2,5 nmol Pi mint mg de proteina corresponde a atividade ATPase
insensivel a ouabaina. Em M. amazonicum recém-capturado no Rio Grande, a atividade (Na,
K*)-ATPase corresponde a 132,8 + 6,1 nmol Pi min? mg? de proteina (*80% da atividade
ATPase total). Os resultados sugerem que a fracdo microsomal contém outras enzimas com
atividade de ATPase.

A estimulacdo da atividade (Na*, K*)-ATPase pelo ATP (como MgATP), na presenca
de excesso de fons magnésio estd mostrada na Figura 29. Em condicdes saturantes de Mg?* (2
mmol L?), Na* (50 mmol L?) e K* (10 mmol L?), a atividade da (Na*, K*)-ATPase foi
estimulada através de uma curva monofésica no intervalo de concentracdo de MgATP entre
10 e 10 mol L. Nessas condices a atividade maxima foi estimada em Vu = 137,3 + 8,1
nmol Pi mint mg? de proteina e Km = 0,083 + 0,010 mmol L™, ndo tendo sido observadas
interacOes sitio-sitio (Tabela 6). O célculo da concentracdo das espécies em solugdo mostra
que a estimulacdo da atividade é devida ao MgATP e ndo ao ATP livre (inser¢do A da Figura
29). Nessas condices, a atividade ATPase insensivel a ouabaina representa 20% da atividade
ATPase total e foi estimulada até valores da ordem de 35 nmol Pi mint mg? de proteina
(insercédo B da Figura 29).

Na Figura 30 estd mostrada a modulagdo da atividade (Na*, K*)-ATPase pelo MgATP
em condicdes estequiométricas de ATP e MgCl.. Na presenca de concentrag@es saturantes de
K* (10 mmol L) e Na* (50 mmol L), o aumento da concentragio de MgATP entre 1,5.10% e
8.10* mol L acarretou a estimulagdo da atividade através de uma curva Unica de saturagdo
atingindo valores maximos de Vm = 128,9 + 1,9 nmol Pi min™ mg™? de proteina e Kos = 0,052

+0,0086 mmol L através de cinética cooperativa (Tabela 6). O calculo da concentragéo das
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espécies em solucdo confirma que a estimulacdo da atividade é devida ao MgATP e ndo ao
ATP livre (insercdo A da Figura 30).
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Figura 29. Efeito da concentracdo de ATP (como MgATP) na atividade (Na*, K*)-
ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio
Grande.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampdo Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentracdes saturantes de MgClz (2 mmol L), NaCl (50
mmol L), KCI (10 mmol L) e contendo NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L?, 10 pg
de alameticina, 49 U PQ e 94 U LDH. A reagdo foi iniciada pela adi¢ao de 14,6 pg de
proteina e os experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes
homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores
médios+SD de trés homogeneizados. Insercdo: A- Concentracdes calculadas de Mg?* livre
(1), ATP livre (O) e MgATP (@). B- atividade ATPase total (@®); atividade ATPase

insensivel a ouabaina (O).
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Figura 30. Efeito da concentracdo de ATP, em condigdes estequiométricas de ATP e
MgClz, na atividade (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M.
amazonicum coletado no Rio Grande.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tamp&o Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentragBes estequiométricas de ATP e MgCl; e
concentragdes saturantes de NaCl (50 mmol L) e KCI (10 mmol L) e contendo NADH 0,21
mmol L, FEP 3,14 mmol L%, 10 pug de alameticina, 49 U PQ e 94 U LDH. A reacéo foi
iniciada pela adi¢do de 14,6 pug de proteina e 0s experimentos foram realizados em duplicata
empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada
corresponde aos valores médiostSD de trés homogeneizados. Insercdo: A- Concentraces
calculadas de Mg?* livre ((J), ATP livre (O) e MgATP (@®). B- atividade ATPase total (@®);

atividade ATPase insensivel & ouabaina (O).
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Nessas condi¢des, a atividade (Na*, K*)-ATPase representa cerca de 75% da atividade
ATPase total enquanto a atividade ATPase insensivel a ouabaina, representando apenas 25%,
foi estimulada até valores da ordem de 35 nmol Pi min* mg? de proteina (insercdo B da
Figura 30).

A modulacdo da atividade da (Na", K*)-ATPase da fracdo microsomal do tecido
branquial de M. amazonicum pelo Mg?* (Figura 31) foi determinada em condigGes saturantes
de ATP (1 mmol L), Na* (50 mmol L) e K* (10 mmol L?). No intervalo de concentragéo
de MgCl; entre 8.10° e 10° mol L?, o aumento da concentragdo do MgATP estimulou a
atividade (Na*, K*)-ATPase até valores maximos de Vm = 135,6 + 2,5 nmol Pi min* mg? de
proteina e Kos = 0,16 + 0,0011 mmol L, através de interacdes cooperativas (Tabela 6). O
calculo da concentracdo das espécies em solucdo confirma que a estimulacdo da atividade é
devida ao MgATP e ndo ao ATP livre (insercdo A da Figura 31). Nessas condicdes, a
atividade da (Na*, K*)-ATPase representa cerca de 80% da atividade total e a atividade
ATPase insensivel a ouabaina foi estimulada até valores da ordem 40 nmol Pi min® mg? de
proteina (insercdo B da Figura 31) sugerindo a presenca de outras ATPases estimuladas por
magnésio na preparacao.

Na Figura 32 estd mostrada a modulacdo pelo Na* da atividade (Na*, K*)-ATPase da
fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Grande. Na
presenca de concentragdes saturantes de ATP (1 mmol L), K* (10 mmol L?) e Mg? (2
mmol L), o aumento da concentracio de ions sodio entre 5.10 e 5.10 mol L* estimulou a
atividade (Na*, K*)-ATPase até valores maximos de Vw = 134,2 + 4,3 nmol Pi min? mg? de
proteina e Kos = 5,5 + 0,48 mmol L? através de cinética cooperativa (Tabela 6). A atividade
ATPase insensivel a ouabaina foi ligeiramente (10%) estimulada nesse mesmo intervalo de
concentracdo de fons sodio até valores maximos da ordem de 35 nmol Pi min? mg? de
proteina (insercdo da Figura 32).

A modulacdo da atividade da (Na®, K*)-ATPase da fracdo microsomal do tecido
branquial de M. amazonicum pelo K* (Figura 33) foi determinada em condicdes saturantes de
ATP (1 mmol L), Na* (50 mmol L) e Mg?* (2 mmol L™?) no intervalo de 5.10° a 102 mol
L. O aumento da concentragéo dos fons potassio estimulou a atividade da enzima até valores
maximos de Vm = 132,3 + 5,6 nmol Pi min™t mg? de proteina e Kos= 0,75 + 0,014 mmol L%,
através de interacdes cooperativas (Tabela 6). Os resultados mostram que a atividade (Na”,
K™")-ATPase representa cerca de 80% da atividade ATPase total e que a atividade ATPase
insensivel & ouabaina foi estimulada ~10% no intervalo de concentragdo estudado até valores

maximos da ordem de 35 nmol Pi min* mg* de proteina (insercdo da Figura 33).
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Figura 31. Efeito da concentragdo de Mg?* (Como MgATP) na atividade (Na*, K*)-
ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio
Grande.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampao Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentragBes saturantes de ATP (1 mmol L), NaCl (50
mmol L), KCI (10 mmol L?) e contendo NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L, 10 pg
de alameticina, 49 U PQ e 94 U LDH. A reagdo foi iniciada pela adi¢ao de 14,6 pg de
proteina e os experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes
homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores
médios+SD de trés homogeneizados. Insercdo: A- Concentracdes calculadas de Mg?* livre
(O0), ATP livre (O) e MgATP (@). B- atividade ATPase total (@®); atividade ATPase

insensivel a ouabaina (O).
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Figura 32. Efeito da concentracdo de Na* na atividade (Na*, K*)-ATPase da fracéo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Grande.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampao Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentragBes saturantes de ATP (1 mmol L), MgCl. (2
mmol L), KCI (10 mmol L?) e contendo NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L, 10 pg
de alameticina, 49 U PQ e 94 U LDH. A reagdo foi iniciada pela adi¢ao de 14,6 pg de
proteina. Os experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes
homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores
médios+=SD de trés homogeneizados. Insercdo: atividade ATPase total (@); atividade

ATPase insensivel a ouabaina (O).
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Figura 33. Efeito da concentracdo de K* na atividade ATPase da (Na*, K*)-ATPase da
fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Grande.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampao Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentragfes saturantes de ATP (1 mmol L), MgCl. (2
mmol L) e NaCl (50 mmol L) e contendo NAD* 2,14 mmol L, fosfato de sodio 1 mmol
L, gliceraldeido-3-fosfato 1 mmol L™, 10 pg de alameticina, 12 U GAFDH e 9 U FGQ. A
reagdo foi iniciada pela adigdo de 14,6 ug de proteina e 0s experimentos foram realizados em
duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura
apresentada corresponde aos valores médios+tSD de trés homogeneizados. Insercao:

atividade ATPase total (@®); atividade ATPase insensivel a ouabaina (O).
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A (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum
coletado no Rio Grande também é estimulada por ions aménio (Figura 34). Na presenca de
concentragdes saturantes de ATP (1 mmol L), Na* (50 mmol L) e Mg?* (2 mmol L?), o
aumento da concentracdo de NH4" entre 10 e 2.102 mol L? acarretou a estimulacdo da
atividade (Na*, K¥)-ATPase através de uma curva Unica de saturacdo com valores maximos de
Vm = 149,2 + 7,1 nmol Pi mint mg? de proteina e Kos = 2,5 + 0,27 mmol L. Essa
estimulacdo ocorreu através de interagGes sitio-sitio (Tabela 6). Observa-se que a atividade
(Na", K*)-ATPase representa cerca de 80% da atividade ATPase total e que a atividade
ATPase insensivel a ouabaina foi estimulada até valores de ~35 nmol Pi mint mg? de
proteina nesse mesmo intervalo de concentracdo (insercdo na Figura 34).

Concentragdes crescentes de ouabaina entre 10 e 3.10° mol L inibiram a atividade
ATPase total da fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio
Grande em ~75% (Figura 35). Os valores iniciais da atividade ATPase, 155,8 + 1,9 nmol Pi
mint mg? de proteina, diminuiram até 37,6 + 1,8 nmol Pi min* mg™* de proteina na presenca
de ouabaina 3.10° mol L. A determinacio grafica da constante de inibicdo utilizando a
representacdo de Dixon resultou em um valor de K= 0,138 + 0,005 mmol L? (insergdo da
Figura 35). O aspecto monofésico obtido para a curva de inibigdo da atividade ATPase pela
ouabaina sugere a existéncia de um Gnico sitio de ligacdo na molécula da (Na*, K*)-ATPase
do M. amazonicum coletado no Rio Grande.

Na Tabela 6 estdo resumidos os valores dos parametros cinéticos calculados para os
diferentes moduladores da atividade da (Na*, K*)-ATPase presente na fracdo microsomal do
tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Grande.

Para esclarecer a natureza das ATPases insensiveis a ouabaina presentes na fracéo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum do Rio Grande, foram utilizados
diferentes inibidores combinados com a ouabaina (Tabela 7). Observa-se que a atividade
ATPase total é da ordem de 164,3 + 4,9 nmol Pi min! mg™ de proteina enquanto a atividade
ATPase insensivel a ouabaina, estimada na presenca de ouabaina 3 mmol L é de 36,5 + 1,7
nmol Pi mint mg? de proteina, confirmando portanto que (Na*, K*)-ATPase corresponde a

cerca de 78% (127,8 + 6,6 nmol Pi min™t mg* de proteina) da atividade ATPase total.
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Figura 34. Efeito da concentracdo de NH4* na atividade ATPase da (Na*, K*)-ATPase da
fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Grande.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampdo Hepes 50
mmol L2, pH 7,5, na presenca de concentragdes saturantes de ATP (1 mmol L), MgCl. (2
mmol L), NaCl (50 mmol L) e contendo NAD™ 2,14 mmol L, fosfato de sddio 1 mmol L-
! gliceraldeido-3-fosfato 1 mmol L™, 10 ug de alameticina, 12 U GAFDH e 9 U FGQ. A
reacdo foi iniciada pela adi¢do de 14,6 ug de proteina e 0S experimentos foram realizados em
duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura
apresentada corresponde aos valores medios=SD de trés homogeneizados. Insercéo:

atividade ATPase total (@®); atividade ATPase insensivel & ouabaina (O).
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Figura 35. Efeito da concentracdo de ouabaina na atividade ATPase da fragéo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Grande.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampao Hepes 50
mmol L, pH 7,5, na presenca de concentragdes saturantes de ATP (1 mmol L), MgCl. (2
mmol L), KCI (10 mmol L) e NaCl (50 mmol L) e contendo NADH 0,21 mmol L, FEP
3,14 mmol L%, 10 pg de alameticina, 49 U PQ e 94 U LDH. A reacéo foi iniciada pela adicio
de 14,6 pg de proteina e 0s experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés
diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos
valores médios+SD de trés homogeneizados. Insercéo: representacdo de Dixon para a

determinagédo da constante de inibicéo K.
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Tabela 6. Parametros cinéticos calculados para os moduladores da atividade (Na*, K*)-
ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de Macrobrachium amazonicum
coletado no Rio Grande.

Modulador Vm Ko ou Km NH Ki
(nmol Pimintmg?®)  (mmol L?) (mmol L)
ATP 137,3+8,1 0,083 £ 0,010 1 -
MgATP* 1289+1,9 0,052 +0,0086 1,2 -
Mg? 1356 +2,5 0,16+ 0,011 2,2 -
Na* 1342+ 4.3 55+0,48 1,5 -
K* 132,3+5,6 0,75+0,14 1,4 -
NH4* 1492 +7,1 2,5+0,27 1,3 -
Ouabaina - - - 0,138 £ 0,005

*Estimado em condicBes estequiométricas de ATP e MgCl»

A inibicdo observada na presenca de ouabaina mais ortovanadato (atividade residual
5,0 + 3,0 nmol Pi min"t mg? de proteina) e na presenca de ouabaina mais teofilina (atividade
residual de 4,3 + 2,1 nmol Pi mint mg? de proteina) indica a presenca de fosfatases na
preparacdo. A inibicdo observada na presenca de ouabaina mais tapsigargina ou EGTA sugere
a presenca de ~4% de Ca?*-ATPase na fracdo microsomal. A inibicdo (atividade residual de
14,1 + 3,6 nmol Pi mint mg™ de proteina) observada para a bafilomicina A; combinada com
a ouabaina sugere a presenca de ~8,6% de V(H")-ATPase na preparacdo. A inibicdo da
atividade insensivel a ouabaina pelo &cido etacrinico (atividade residual 9,4 + 2,3 nmol Pi
mint mg? de proteina) sugere a presenca de Na'- e/fou K*-ATPases na preparacio
microsomal, correspondendo a 5,7% da atividade ATPase total. A preparacdo microsomal
aparentemente ndo apresenta atividade de FoFi-ATPase uma vez que uma inibicdo néo

significante foi estimada na presenca de ouabaina mais aurovertina.
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Tabela 7. Efeito de diversos inibidores sobre a atividade ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado
no Rio Grande.

Inibidor Atividade ASO Atividade Atividade  Provavel
ATPase (Umg?) ATPase Residual Relativa ATPase
(Umg?) (Umg?) (%) Presente
Controle 164,3+49 - - 100,0 Total
Ouabaina (3 mmol L) 36,5+1,7 1278+ 6,6 - 77,8 (Na*, K)-
Ortovanadato (100 pmol L'l) 340+2,2 130,3+7,1 - 79,3 P-
Ouabaina (3 mmol L) + Ortovanadato (100 pmol L) 315+1,9 - 50+3,0 3,0 FN
Ouabaina (3 mmol L) + Teofilina (5 mmol L™?) 322+28 - 43+21 2,6 FA
Ouabaina (3 mmol L?) + Bafilomicina (0,4 umol L) 224+13 - 14,1+ 3,6 8,6 V(H)-
Ouabaina (3 mmol L) + Tapsigargina (0,5 umol L) 296+16 - 6,9 +£3,3 4,2 Ca?*-
Ouabaina (3 mmol LY + EGTA (1 mmol L?) 30,3+24 - 6,2+25 3,8 Ca?*-
Ouabaina (3 mmol L) + Acido etacrinico (2 mmol L) 27,1+26 - 94+23 5,7 Na*- ou K*-
Ouabaina (3 mmol L) + Aurovertina (10 pmol L™?) 36,2+3,0 - 0,3+0,2 0,2 FoFi-
Ouabaina (3 mmol L) + Etanol (20 uL mL™Y) 372+23 - - - -
Ouabaina (3 mmol L) + DMSO (20 pL mL™?) 36,8+2,2 - - - -

ASO- Atividade ATPase sensivel a ouabaina e/ou ortovanadato. FN- fosfatases neutras. FA- fosfatase alcalina.
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4.2. Caracterizacao cinética da V(H*)-ATPase

4.2.1. V(H*)-ATPase de Macrobrachium amazonicum recém-capturado no Rio Tieté

A fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté
apresentou uma atividade ATPase insensivel a ortovanadato de aproximadamente 42,8 + 3,8
nmol Pi min! mg? de proteina, sendo que 19,3 + 1,7 nmol Pi min mg? de proteina
corresponde a atividade insensivel & bafilomicina (determinada na presenca de ortovanadato
100 pumol L e bafilomicina 400 nmol L?) enquanto 23,5 + 2,1 nmol Pi min? mg? de
proteina representa a atividade V(H")-ATPase.

Na Figura 36 esta mostrada a modulacdo pelo ATP (como MgATP) da atividade
V(H")-ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio
Tieté. Em condicdes saturantes de Mg?* (2 mmol L) o aumento da concentracdo de ATP (no
intervalo de 10° a 10° mol L) acarretou a estimulacio da atividade através de uma Unica
curva de saturagdo com Vm = 27,2 + 1,1 nmol Pi min™ mg™ de proteina e Kos = 0,27 + 0,04
mmol L7 através de cinética “Michaeliana” (Tabela 8). Nessas condi¢cdes, 0 aumento da
atividade esta relacionado com a variacdo da concentracdo do MgATP e ndo do ATP livre
(insercdo A da Figura 36). A atividade insensivel a bafilomicina também foi estimulada nessa
faixa de concentracdo atingindo valores correspondentes a 45% da atividade ATPase
insensivel ao ortovanadato (inser¢do B da Figura 36).

A modulacéo da atividade V(H")-ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de
M. amazonicum pelo ion magnésio (Figura 37) foi determinada em condi¢Ges saturantes de
ATP (1 mmol L™?). O aumento da concentracdo de Mg?* no intervalo de 10 a 3.10° mol L*
estimulou a atividade da enzima até valores maximos de Vv = 28,0 + 2,4 nmol Pi min! mg*
de proteina e Ko = 0,28 + 0,05 mmol L™ através de interacdes cooperativas (Tabela 8). Estes
resultados confirmam que o complexo MgATP € o verdadeiro substrato da enzima (insercao
A da Figura 37). A atividade insensivel & bafilomicina (inser¢do B da Figura 37) também foi
estimulada por ions magnésio, até valores de 22,3 + 2,2 nmol Pi min* mg? de proteina.

Concentragdes crescentes de bafilomicina entre 10° e 4.107 mol L, inibiram cerca de
45% da atividade ATPase insensivel ao ortovanadato da fracdo microsomal do tecido
branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté (Figura 38). Em concentracGes saturantes
de ATP (1 mmol L) e Mg?* (2 mmol L) observou-se que a inibigdo ocorre através de uma

curva monofasica, apresentando um valor de K;= 35,1 + 1,1 nmol L (insercdo da Figura 38).
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Figura 36. Efeito da concentracédo de ATP (como MgATP) na atividade V(H*)-ATPase
da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampédo Hepes 50
mmol L, pH 7,5, contendo MgCl> 2 mmol L, KCI 10 mmol L, ortovanadato 100 umol L%,
NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L?, 49 U PQ e 94 U LDH em um volume final de 1
mL. A reacdo foi iniciada pela adigdo de 11,2 pug de proteina e os experimentos foram
realizados em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3).
A figura apresentada corresponde aos valores médios+SD de trés homogeneizados. Insercao:
A- concentracdes calculadas de Mg?* livre (CJ), ATP livre (O) e MgATP (@). B- atividade

ATPase insensivel a ortovanadato (@®); atividade ATPase insensivel a bafilomicina (O).
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Figura 37. Efeito da concentracdo de Mg?* (como MgATP) na atividade V(H*)-ATPase
da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tamp&o Hepes 50
mmol L, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L, KCI 10 mmol L, ortovanadato 100 pmol L%,
NADH 0,21 mmol L?, FEP 3,14 mmol L*, 49 U PQ e 94 U LDH em um volume final de 1
mL. A reagao foi iniciada pela adigdo de 11,2 pg de proteina e os experimentos foram
realizados em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (N= 3).
A figura apresentada corresponde aos valores médios+SD de trés homogeneizados. Insercéo:
A- concentracdes calculadas de Mg?* livre (CJ), ATP livre (O) e MgATP (@). B- atividade

ATPase insensivel a ortovanadato (@®); atividade ATPase insensivel a bafilomicina (O).



Resultados 110

D
o
T

w
o
I

-1

A (nmol Pi min™ mg~ de proteina)
N
o

800 -

1
[o)]
o
o
T

N

o

o
T

=
o
T

A (nmol Pi mg™ min™) * 10°
N
o
o

100 200 300
[Bafilomicina] (nmol L™
1 1 1

9 8 !
- Log [Bafilomicina] (Mol L™

Figura 38. Efeito da concentracdo de bafilomicina na atividade insensivel a
ortovanadato da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no
Rio Tieté.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampédo Hepes 50
mmol L?, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L?, MgCl, 2 mmol L?, KCI 10 mmol L7,
ortovanadato 100 umol L%, NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L, 49 U PQ e 94 U LDH
em um volume final de 1 mL. A rea¢do foi iniciada pela adicao de 11,2 pg de proteina e os
experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados
de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores médios+=SD de trés

homogeneizados. Insercéo: representacdo de Dixon para a determinagdo da constante de
inibicdo K.
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Os valores iniciais da atividade ATPase insensivel ao ortovanadato de 43,8 + 2,9 nmol
Pi mint mg? de proteina diminuiram até 22,6 + 2,3 nmol Pi min® mg? de proteina para
concentragdes de bafilomicina da ordem de 4.10" mol L.

A Tabela 8 resume os valores calculados para os parametros cinéticos determinados para
a V(H")-ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio
Tieté pelo ATP.

Tabela 8. Parametros cinéticos calculados para a modulacdo da atividade da V(H")-
ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de Macrobrachium amazonicum,
coletado no Rio Tieté, pelo ATP, Mg?* e inibicédo pela bafilomicina.

Modulador/Inibidor  Vm(Umg?!)  Kos(mmolL?') nn  Ki(nmolL?)

ATP 272+11 0,27 £ 0,04 1,1 -
Mg?* 28,0+24 0,28 £ 0,05 1,2 -
Bafilomicina - - - 351+1,1

4.2.2. V(H*)-ATPase de Macrobrachium amazonicum recém-capturado no Rio Grande

A fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Grande
apresentou uma atividade ATPase insensivel a ortovanadato de 40,0 + 3,7 nmol Pi min* mg?
de proteina, sendo que 24,4 + 1,8 nmol Pi min? mg? de proteina corresponde a atividade
insensivel a bafilomicina (determinada na presenca de ortovanadato 100 pmol L e
bafilomicina 400 nmol L) enquanto 15,6 + 2,2 nmol Pi min™t mg? de proteina corresponde a
atividade V(H")-ATPase.

A modulacao da atividade V(H")-ATPase da fragdo microsomal do tecido branquial de
M. amazonicum pelo ATP (como MgATP) (Figura 39) foi determinada em condigdes
saturantes de Mg?* (2 mmol L). O aumento da concentracio de ATP no intervalo de 10 a
107 mol L™ estimulou a atividade da enzima até valores maximos de Vv =16,7 + 1,7 nmol Pi
mint mg? de proteina e Kos = 0,16 + 0,03 mmol L através de cinética “Michaeliana”
(Tabela 9). Estes resultados confirmam que o complexo MgATP € o verdadeiro substrato da
enzima (insercdo A da Figura 39). A atividade insensivel a bafilomicina também foi
estimulada pelo ATP, até valores maximos de 22,8 + 1,4 nmol Pi min mg? de proteina
(insercédo B da Figura 39).
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Na Figura 40 esta mostrada a modulagdo pelo Mg?* (como MgATP) da atividade
V(H")-ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio
Grande. Em condicdes saturantes de ATP (1 mmol L), o aumento da concentragio de MgCl»
(5.10° a 2.10° mol L) acarretou a estimulagdo da atividade através de uma curva Unica de
saturagdo com Vm = 17,4 + 1,3 nmol Pi min™t mg™ de proteina e Kos = 0,14 + 0,02 mmol L?,
através de cinética “Michaeliana” (Tabela 9). Nessas condi¢fes o aumento da atividade esta
relacionado com a variacdo da concentracdo do MgATP e ndo do ATP livre (insercdo A da
Figura 40). A atividade insensivel a bafilomicina também foi estimulada nesta faixa de
concentracdo atingindo valores correspondentes a 55% da atividade ATPase insensivel ao
ortovanadato (insercéo B da Figura 40).

Concentragdes crescentes de bafilomicina (5.10° a 4.107 mol L?) inibiram a
atividade ATPase insensivel ao ortovanadato da fragdo microsomal do tecido branquial de M.
amazonicum coletado no Rio Grande em cerca de 50% (Figura 41). A atividade ATPase
insensivel ao ortovanadato, em concentracdes saturantes de ATP (1 mmol L) e Mg?* (2
mmol L?), apresentou valores iniciais de 37,6 + 2,4 nmol Pi min? mg? de proteina, que
diminuiram até valores de 19,5 + 2,2 nmol Pi min mg? de proteina com o aumento da
concentracdo de bafilomicina. A inibicdo pela bafilomicina ocorreu através de uma curva
monofasica com K= 21,2 + 1,3 nmol L (insergdo da Figura 41).

A Tabela 9 resume os valores dos parametros cinéticos determinados para a V(H")-
ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Grande

pelo ATP, ions magnésio e inibidor bafilomicina.

Tabela 9. Par@metros cinéticos calculados para a modulacéo da atividade V(H*)-ATPase
da fracdo microsomal do tecido branquial de Macrobrachium amazonicum, coletado no
Rio Grande, pelo ATP, Mg?* e inibicéo pela bafilomicina.

Modulador/Inibidor Vm(Umg?)  Kos(mmolL?) nu  Ki(nmolL?)
ATP 16,7+ 1,7 0,16 £ 0,03 11 -

Mg?* 174+13 0,14 £0,02 11 -
Bafilomicina - - - 21,2+13
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Figura 39. Efeito da concentracdo de ATP (como MgATP) na atividade V(H*)-ATPase
da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Grande.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampédo Hepes 50
mmol L, pH 7,5, contendo MgCl> 2 mmol L, KCI 10 mmol L, ortovanadato 100 umol L%,
10 pg de alameticina, NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L, 49 U PQ e 94 U LDH em
um volume final de 1 mL. A reacdo foi iniciada pela adigdo de 14,6 pug de proteina e os
experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados
de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores médios+=SD de trés
homogeneizados. Insergdo: A- concentracdes calculadas de Mg?* livre (CJ), ATP livre (O) e
MgATP (@). B- atividade ATPase insensivel a ortovanadato (@); atividade ATPase

insensivel a bafilomicina (O).
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Figura 40. Efeito da concentragdo do Mg?* (como MgATP) na atividade V(H*)-ATPase
da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Grande.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampé&o Hepes 50
mmol L, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L, KCI 10 mmol L™, ortovanadato 100 pmol L*,
10 pg de alameticina, NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L%, 49 U PQ e 94 U LDH em
um volume final de 1 mL. A reagdo foi iniciada pela adi¢ao de 14,6 pg de proteina e os
experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados
de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos valores médiostSD de trés
homogeneizados. Insercdo: A- concentragdes calculadas de Mg?* livre ((J), ATP livre (O) e
MgATP (@). B- atividade ATPase insensivel a ortovanadato (@); atividade ATPase

insensivel a bafilomicina (O).
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Figura 41. Efeito da concentracdo de bafilomicina na atividade insensivel a
ortovanadato da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum coletado no
Rio Grande.

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25 °C, em tampédo Hepes 50
mmol L?, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L?, MgCl, 2 mmol L?, KCI 10 mmol L7,
ortovanadato 100 pmol L%, 10 pug de alameticina, NADH 0,21 mmol L, FEP 3,14 mmol L?,
49 U PQ e 94 U LDH em um volume final de 1 mL. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 14,6
pug de proteina e 0s experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés
diferentes homogeneizados de branquias (N= 3). A figura apresentada corresponde aos
valores médios=SD de trés homogeneizados. Insercdo: representacdo de Dixon para a

determinacéo da constante de inibicdo K.
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4.3. Caracterizacdo bioquimica da (Na*, K*)-ATPase de Macrobrachium amazonicum

A eletroforese em gradiente de poliacrilamida (SDS-PAGE) 5-20% da fracao
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum capturado nos rios Tieté e Grande e
aclimatado a 21 %oS estd mostrada na Figura 42. Apesar do padrdo eletroforético ser
relativamente complexo € possivel observar algumas diferengas entre as fragdes microsomais
preparadas que, aparentemente, sugerem diferencas na expressédo proteica no tecido branquial
de M. amazonicum recém capturado e aclimatado a 21 %oS. Interessantemente, a banda
correspondente a hemocianina, entre 70 e 100 KDa, € muito diferente nos trés casos, apesar
da mesma concentracdo de proteina ter sido aplica no gel.

A Figura 43 mostra a analise por western blotting da subunidade o da (Na*, K*)-
ATPase na fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum. Os resultados revelam
a presenca de uma Unica banda imunorreativa para a subunidade o da (Na*, K*)-ATPase do
tecido branquial, apresenta um valor de massa molar de aproximadamente 110 kDa. Embora
essa técnica de SDS-PAGE apresente um erro de cerca de 10% com relacéo aos valores da M,
(Weber & Osborn, 1969; Kaufmann et al., 1984), observa-se que o deslocamento da banda
correspondente aos animais aclimatados aparece em uma regido do gel um pouco abaixo das
correspondentes aos animais recém capturados. Embora os resultados sugiram a presenca de
apenas uma isoforma para a subunidade a da (Na*, K*)-ATPase no tecido branquial de M.
amazonicum, aparentemente a isoforma correspondente aos animais aclimatados pode ser
diferente daquela dos animais recém capturados. Entretanto a confirmacéo dessa possibilidade
permanece a ser estudada.

Outro resultado interessante revelado no western blotting foram as diferentes
intensidades reveladas na resposta ao anticorpo monoclonal para a subunidade a da (Na*, K¥)-
ATPase. A banda imunorreativa correspondente ao tecido branquial de M. amazonicum do
Rio Tieté apresentou uma menor intensidade comparada com a do Rio Grande. A intensidade
da banda imunorreativa correspondente aos animais do Rio Tieté aclimatados a 21 %oS foi
menos intensa ainda. Considerando que a mesma quantidade de proteina foi aplicada no gel,
essas diferencas observadas nas intensidades das bandas imunorreativas podem indicar
diferencas na expressdo da subunidade a da (Na®, K")-ATPase no tecido branquial de M.

amazonicum.
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Figura 42. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 5-20%) da fracédo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum.

A eletroforese foi realizada em gradiente de gel de poliacrilamida de 5 a 20%
utilizando 4,0 pg de proteina e submetida a revelagdo com nitrato de prata. A- M.
amazonicum recém capturado do Rio Tieté. B- M. amazonicum do Rio Tieté aclimatado a 21

%oS durante 10 dias. C- M. amazonicum recém-capturado do Rio Grande.



Resultados 118

260 -

140 -

E—— N
100 -

70 -

50 -

35 -

Figura 43. Western blotting na fracdo microsomal do tecido branquial de M.
amazonicum para a subunidade a da (Na*, K*)-ATPase.

A eletroforese foi realizada em gradiente de gel de poliacrilamida de 5 a 20%
utilizando 50 pg de proteina. Apds a corrida o gel foi submetido a eletrotransferéncia para
membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada com anticorpo monoclonal alfa-5 e a
seguir com o anticorpo secundario anti IlgG de camundongo, acoplado com fosfatase alcalina,
conforme descrito em Materiais e Métodos. A- M. amazonicum recém-capturado do Rio
Tieté. B- M. amazonicum recém-capturado do Rio Grande. C- M. amazonicum do Rio Tieté

aclimatado em salinidade de 21 %o durante 10 dias.
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A imunolocalizagdo de (Na*, K*)-ATPase na branquia de M. amazonicum do Rio Tieté
estd mostrada na Figura 44. O septo intralamelar das lamelas branquiais do M. amazonicum
apresentaram imunomarcacdo, enquanto nenhuma marcacao foi detectada nas células pilares
(Figura 44A). A aclimatacdo dos animais durante 10 dias em uma salinidade de 21 %o ndo
causou diferencas notdveis tanto na localizacdo quanto na intensidade do sinal de
imunofluorescéncia para a (Na*, K*)-ATPase (Figura 44B). Esses resultados mostram que a
distribuicdo da (Na*, K*)-ATPase ocorre exclusivamente no septo intralamelar da branquia e

que a aclimatacao em alta salinidade ndo altera a distribui¢éo desta enzima.

Figura 44. Imunolocalizacdo da (Na*, K*)-ATPase na branquia de M. amazonicum do
Rio Tieté.

A imunolocalizacdo foi realizada usando crio seccBes da branquia ndmero quatro,
empregando anticorpos primarios contra a subunidade o da (Na", K")-ATPase. O sinal
fluorescente foi revelado utilizando o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo com
fluoroforo Alexa-Fluor488 (verde). Os ndcleos foram corados com DAPI (azul). A- animais
recém-capturados. B- Animais aclimatados a 21 %o0S. Barras = 50 yum.
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A Figura 45 mostra a distribuicdo da fracdo microsomal do tecido branquial de M.
amazonicum ao longo do gradiente de sacarose (10-50% m/m). Duas fragcbes de membranas
apresentando atividade ATPase estdo distribuidas ao longo do gradiente de sacarose. A fracao
mais leve, com atividade (Na*, K)-ATPase de 1,2 nmol Pi mint mL™, aparece na faixa
compreendida entre 25% e 32% do gradiente. A fracdo mais pesada, que apresenta atividade
(Na*, K*)-ATPase de 2 nmol Pi mint mL? aparece na faixa compreendida entre 32% e 45%
do gradiente. A atividade ATPase insensivel a ouabaina aparece distribuida ao longo de todo
o0 gradiente e corresponde a aproximadamente 20% da atividade ATPase total, sugerindo que

a fragdo microsomal contém outras enzimas que hidrolisam o ATP.
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Figura 45. Centrifugacdo em gradiente de densidade de sacarose do fracdo microsomal
do tecido branquial de M. amazonicum coletado no Rio Tieté.

Uma aliquota contendo 2,5 mg de proteina foi adicionada na superficie do gradiente de
sacarose (10-50%) preparado em tamp&o imidazol 20 mmol L, pH 6,8 e centrifugada a
180.000 xg a 4 °C, durante 3 horas, usando um rotor vertical PVV50T2 Hitachi. FracGes de 0,5
mL foram coletadas a partir do fundo do gradiente e analisadas para atividade ATPase total
(H); atividade ATPase insensivel a ouabaina ([J); atividade (Na®, K%)-ATPase (A);

concentracdo de proteina (@); e concentracao de sacarose (O).
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4.4. Efeito do FXYD2 na atividade (Na+, K+)-ATPase de Macrobrachium amazonicum.

O estudo do efeito do FXYD2 exdgeno na atividade (Na*, K*)-ATPase da fracdo
microsomal do tecido branquial de M. amazonicum foi realizado utilizando-se [y-*’P]ATP

como substrato e analisando a liberagdo de [*?P]-Pi. A atividade da enzima foi estimada em
tamp&o Hepes 20 mmol L™, pH 7,5, contendo MgCl, 2 mmol L, NaCl 50 mmol L e KCI 10
mmol L e ATP 1 mmol L? [y-32P]-ATP (atividade especifica 400-800 cpm/nmol) conforme
descrito em Materiais e Métodos. Os experimentos foram realizados na presenca e auséncia
de ouabaina 3 mmol L™ e a diferenca entre as duas medidas foi considerada como sendo a
atividade da (Na*, K*)-ATPase.

Observa-se na Tabela 10 que para o0s animais recém capturados nos Rios Tieté e
Grande a estimulacdo da atividade (Na*, K*)-ATPase pelo FXYD?2 foi praticamente a mesma
(13% e 17%, respectivamente). Entretanto, para os animais do Rio Tieté aclimatados em 21
%oS durante 10 dias a estimulacdo da atividade (Na®, K*)-ATPase pelo FXYD2 foi de
aproximadamente 50%, uma estimulacdo trés vezes maior do que a registrada nos animais
recém capturados.

A presenca de ions amdnio em condic¢des saturantes de potéssio foi responséavel por
um aumento da atividade (Na*, K*)-ATPase de aproximadamente 8% nos animais recém
capturados, enquanto que os animais aclimatados o aumento da atividade ATPase foi de 18%.

Na presenca de ions aménio, a estimulacdo da atividade (Na*, K")-ATPase pelo
FXYD2 nos animais coletados no Rio Tieté foi cerca de 10% maior que a dos animais
coletados no Rio Grande. J& para os animais aclimatados a 21 %.S, a estimulacdo da atividade
(Na*, K*)-ATPase pelo peptideo FXYD2 na presenca de ions amonio foi aproximadamente

250% maior do que nos animais recém capturados.

Tabela 10. Efeito do polipeptidio FXYD2 exdgeno na atividade da (Na*, K*)-ATPase da
fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum.

Rio Tieté Rio Grande
Recém capturado Aclimatado 21 %S Recém capturado
U mg? Relativa Umg! Relativa U mg? Relativa
(%) (%) (%0)
Controle 130,1+11,5 100,0 52,4+ 45 100,0 134,2+8,1 100,0
+ NH4* 137,8+13,4 106,6 619+1,8 118,2 146,6 £ 6,7 109,3
+ FXYD2 147,8 + 15,1 113,7 770+8,4 146,8 157,9+ 14,9 117,7

+FXYD2 e NHs* 158,8 £ 8,7 122,1 82,2+6,2 156,8 162,1+13,2 120,8
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4.5. Efeito de quinases na atividade (Na*, K*)-ATPase de Macrobrachium amazonicum.

O efeito da fosforilacdo pelas proteinas quinases A e C enddgenas presentes na

preparacdo microsomal de M. amazonicum na atividade da (Na*, K*)-ATPase foi analisado
através da liberagdo de [*?P]-Pi usando como substrato o [y-*2P]-ATP. Conforme descrito

anteriormente, a fosforilacdo da (Na*, K*)-ATPase pela proteina quinase A foi efetuada em
tampao Hepes 20 mmol L, pH 7,4, contendo EGTA 1 mmol L, MgCl, 10 mmol L, KCI
100 mmol L, DTT 1 mmol L, dibutiril cAMP 3 mmol L e queleritrina-Cl 3,5 umol L, na
auséncia e na presenca de seu inibidor especifico, o H-89 200 nmol L. Para a proteina
quinase C, a fosforilagdo foi efetuada em tamp&do Hepes 20 mmol L?, pH 7,4, contendo
MgCl, 10 mmol L, KCI 100 mmol L, DTT 1 mmol L, CaCl> 1 mmol L2, fosfatidil serina
80 pg/uL, PMA 100 nmol L e H89 200 nmol L, na auséncia e na presenca do seu inibidor
especifico, queleritrina-Cl 3,5 umol L,

O efeito da fosforilacdo pelas proteinas quinases A e C enddgenas na atividade (Na™,
K*)-ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum esta mostrado na
Tabela 11.

A fosforilacdo da (Na*, K*)-ATPase pela proteina quinase A resultou em um aumento
na atividade da enzima da ordem de 7% para os animais recém capturados no Rio Tieté.
Entretanto, a fosforilacdo da (Na*, K*)-ATPase branquial dos animais aclimatados em 21 %oS
durante 10 dias causou uma inibicdo de 85% da atividade ATPase. Em ambos 0s casos na
presenca do inibidor especifico H89, a atividade ATPase apresentou valores proximos ao do
controle, indicando que a alteracdo da atividade ATPase foi causada pela fosforilagdo da (Na”,
K™)-ATPase pela proteina quinase A.

Tabela 11. Efeito de proteinas quinases endogenas na atividade da (Na*, K*)-ATPase da
fragdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum do Rio Tieté.

Recém capturado Aclimatado 21 %S

U mg* Relativa (%) U mg* Relativa (%)
Controle 129,7 £ 13,3 100,0 55,7+9,2 100,0
+ Quinase A 138,8 +17,4 107,0 85+20 15,2
+ Quinase A + H89 125,6 £ 5,0 96,8 57,3+238 102,9
+ Quinase C 60,1+2,6 46,3 344+7,0 61,7

+ Quinase C + Queleritrina  129,3 + 14,0 99,7 50,0 £ 8,2 89,9
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No caso da proteina quinase C foi observada uma inibi¢do da ordem de 54% para 0s
animais recém capturados. Para os animais aclimatados a 21 %oS a inibi¢do observada ap0s a
fosforilagcdo foi menor que nos animais recém-capturados, sendo responsavel por diminuir a
atividade ATPase da (Na*, K")-ATPase em torno de 40%. A presenca de queleritrina, um
inibidor especifico da proteina quinase C, causou o retorno da atividade da (Na*, K*)-ATPase
para os valores observados para o controle (Tabela 11), confirmando que a variagéo da
atividade da (Na*, K*)-ATPase foi causada pela proteina quinase C.

Além da andlise da fosforilacdo pelas quinases na atividade da (Na*, K*)-ATPase
branquial de M. amazonicum, também foi realizada a fosforilagdo utilizando [y-*P]-ATP para
a posterior submisséo da amostra fosforilada a eletroforese desnaturante (SDS-PAGE).

A autorradiografia do gel mostrando a fosforilacdo pelas quinases enddgenas do tecido
branquial de M. amazonicum aclimatado em 21 %.S, durante 10 dias estd mostrada na Figura
46. No gel é possivel identificar bandas que apresentam marcag6es radiogréficas na faixa de
massa molecular de aproximadamente 7 kDa, esta massa molecular é caracteristica de
peptideos da familia FXYD, indicando a presenca destes na prepara¢do microsomal. Nenhum
sinal é observado na regido de 100 kDa, indicando que nestas condi¢cdes ndo ocorreu a
fosforilagdo da subunidade a da (Na*, K*)-ATPase.

Na canaleta 1, correspondente ao controle sem fosforilacdo ndo é possivel observar
nenhum sinal. Nas canaletas 2 e 3 houve a estimulacdo da fosforilacdo pela proteina quinase
A com diferentes concentragdes de dibutiril AMPc, o que causou o aparecimento de sinal na
parte final do gel indicando que ocorreu a fosforilacdo pela quinase, confirmado pela perda
deste sinal na presenca de H89, inibidor farmacolégico da proteina quinase A (canaletas 4 e
5).

A amostra da canaleta 6 foi submetida a estimulacdo da fosforilacdo pela proteina
quinase C com fosfatidilserina 80 pg/mL e PMA 100 nmol L%, o que provocou o
aparecimento de uma banda na mesma regido registrada para a proteina quinase A, que é
revertida na presenca de Queleritrina 3,5 umol L, inibidor farmacol6gico da proteina quinase
C (Canaleta 7). Porém a banda referente a proteina quinase C apresenta uma maior
intensidade, indicando que a proteina quinase C é responsavel por uma fosforilagdo mais
intensa que a proteina quinase A.

Este mesmo estudo, utilizando as mesmas condigdes de fosforilagdo, foi realizado com
a fracdo microsomal de M. amazonicum recém capturado no Rio Tieté (ndo mostrado), porém
a intensidade do sinal para estes animais foi cerca de 100 vezes maior, 0 que impossibilitou a

revelacdo da radiografia. Isto pode ter sido ocasionado tanto por uma maior quantidade de
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proteinas da familia FXYD presentes na fragdo microsomal, como uma maior intensidade na
fosforilacdo pelas proteinas quinases presentes na fracdo microsomal dos animais desta

condicéo.

12345 6 7
100 kDa -

7 kDa - -

Figura 46 - Fosforilacdo da (Na*, K*)-ATPase pelas quinases A e C enddgenas presentes
na fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum do Rio Tieté aclimatado
durante 10 dias a 21 %oS.

Autorradiografia de gel de acrilamida 15% (SDS-PAGE) mostrando a fosforilagdo
pelas quinases enddgenas. Em todas as canaletas foram aplicadas 12ug de proteinas. 1-
Controle sem fosforilacdo. 2- Estimulacdo da fosforilacdo pela proteina quinase A com
dibutiril AMPc 0,5 mmol L. 3- Estimulacdo da fosforilagio pela proteina quinase A com
dibutiril AMPc 1 mmol L. 4- Estimulagio da PKA igual a 2 na presenca de H89 400 nmol
L%, inibidor farmacoldgico desta quinase. 5- Estimulacdo da PKA igual a 3 na presenca de
H89 400 nmol L, inibidor farmacolégico desta quinase. 6- Estimulacio da fosforilacio pela
proteina quinase C com fosfatidilserina 80 pg/mL ¢ PMA 100 nmol L. 7- Estimulagio da
PKC igual a 5 na presenca de Queleritrina 3,5 pmol L™, inibidor farmacoldgico desta quinase.



125

5. DISCUSSAO



Discussao 126

5.1. Caracterizacao cinética da (Na*, K*)-ATPase

5.1.1. Macrobrachium amazonicum recém-capturado

A capacidade de hiper-regular o contetdo de sua hemolinfa é fundamental para a
invasdo do ambiente dulcicola pelos crustdceos. Isto é possivel gracas a algumas
caracteristicas que foram selecionadas nestes animais, como a diminuicdo da permeabilidade
de ions e &gua dos epitélios, diminuicdo de perdas de sal na urina e captacdo ativa de ions do
meio externo, sendo este Ultimo processo impulsionado energeticamente pela (Na*, K*)-
ATPase presente no tecido branquial (Péqueux, 1995,; Lucu & Towle, 2003; McNamara &
Faria, 2012). O Macrobrachium amazonicum é uma espécie gque invadiu recentemente a agua
doce, pelo seu desenvolvimento larval é considerada uma espécie diadroma, porém algumas
populacbes ndo possuem acesso a dgua salobra e completam seu ciclo de vida na dgua doce
(Pileggi & Mantelatto, 2010; Vergamini et al., 2011; Pantaledo et al., 2014). Para aumentar o
entendimento da adaptacdo desta espécie ao ambiente dulcicola, neste trabalho a (Na*, K*)-
ATPase foi caracterizada cineticamente em duas populagdes habitantes da Bacia do Rio da
Prata, que ndo possuem acesso ao mar.

A (Na", K")-ATPase branquial de crustaceos apresenta uma grande variancia na
atividade ATPase nas suas diferentes espécies (Lucu & Towle, 2003; Leone et al., 2005a;
Farias et al., 2017) que pode ser decorrente da expressao de diferentes isoenzimas, diferentes
mecanismos regulatérios e niveis de expressdo diferentes no tecido branquial (Blanco &
Mercer, 1998; Segall et al., 2001; Lopez et al., 2002; Silva et al., 2012).

A Tabela 12 apresenta atividades especificas e as afinidades pelo ATP da (Na*, K*)-
ATPase branquial de diferentes crustaceos decapodes, habitantes de diferentes ambientes e/ou
aclimatados em diferentes salinidades experimentais. A atividade especifica da enzima para
animais de agua doce geralmente apresenta valores proximos a 120 nmol Pi mint mg? de
proteina, sendo as maiores exceces a (Na*, K*)-ATPase branquial de Potamon potamios
(Harris & Bayliss, 1988), Macrobrachium olfersii (Furriel et al., 2000) e Macrobrachium
acanthurus (Faleiros et al., 2017; Furriel et al., 2018). Em caranguejos marinhos e estuarinos
os valores de atividade da enzima sdo maiores e sofrem influéncia da aclimatacdo em
diferentes salinidades, variando de 60 a 1000 nmol Pi min™ mg? de proteina. Entre espécies
da mesma familia também ocorre uma grande variacdo, como por exemplo nas familias

Varunidae, Palaemonidae e Portunidae.
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As populagdes de M. amazonicum do Rio Grande e do Rio Tieté apresentaram uma
atividade maxima de hidrdlise de ATP de aproximadamente 130 nmol Pi mint mg? de
proteina, mesmo valor apresentado pelos animais provenientes de cultivo (Leone et al., 2012),
entretanto este valor é apenas metade do valor apresentado por uma outra populacdo de M.
amazonicum que habita a represa da Usina Sdo Geraldo em Sertédozinho (Santos et al., 2007).
Se comparado com outros camardes do género, o Macrobrachium rosenbergii apresenta uma
atividade parecida (= 115 nmol Pi mint mg™ de proteina, Stern et al., 1984; Franca et al.,
2013), entretanto a atividade apresentada pelos animais aqui estudados é quatro vezes menor
que a encontrada para a enzima de M. olfersii (Furriel et al., 2000) e cinco vezes maior do que
a encontrada para M. acanthurus (Faleiros et al., 2017; Freire et al., 2018).

Outros crustaceos de 4gua doce, como o caranguejo Dilocarcinus pagei (Furriel et al.,
2010) e o lagostim Astacus astacus (Harris & Bayliss, 1988) apresentam atividade ATPase
similar ao M. amazonicum da Bacia do Rio da Prata. Crustaceos de outros nichos ecolédgicos
também apresentam (Na*, K")-ATPase com atividade especifica proxima aos valores
encontrados neste trabalho, como os caranguejos de ambiente marinho Hemigrapsus
sanguineus (Tsai & Lin, 2007) e Callinectes ornatus (Garcon et al., 2007), o caranguejo semi-
terrestre Cardisoma guanhumi (Farias et al., 2017), o caranguejo de estuario Minuca minax
(Wanson et al., 1984), o ermitdo Clibanarius symmetricus (Gongalves et al., 2006) e o
camardo marinho Xiphopenaeus kroyeri (Leone et al., 2015a).

A estimulacdo pelo ATP da atividade da (Na*, K*)-ATPase branquial das duas
populacdes de M. amazonicum estudadas ocorreu através de uma curva de saturacdo uUnica,
mesmo comportamento observado para M. amazonicum cultivado (Leone et al., 2012), M.
olfersii (Furriel et al., 2000), M. rosenbergii (Franca et al., 2013), X. kroyeri (Leone et al.,
2015a), o lagostim Procambarus clarkii (Horiuchi, 1977) e alguns caranguejos eurialinos da
infraordem Brachyura (Holliday, 1985; Corotto & Holliday, 1996; Garcon et al., 2007; 2009;
Farias et al., 2017). Entretanto a populacdo de M. amazonicum que habita uma represa em
Sertdozinho apresenta duas familias de sitios para a ligacdo de ATP (Santos et al., 2007), bem
como a enzima de D. pagei (Furriel et al., 2010), Goniopsis cruentata (Moraes, 2019),
Callinectes danae (Masui et al., 2002), C. symmetricus (Gongalves et al., 2006; Lucena et al.,
2012; Faleiros et al., 2018), e Ucides cordatus (Lucena et al., 2019b). Curiosamente estas
ultimas trés espécies quando aclimatadas em baixa salinidade ndo apresentam o sitio de alta
afinidade apresentando uma unica curva estimulacdo (Masui et al., 2009; Antunes et al., 2017;
Faleiros et al., 2018; Lucena et al., 2019b).
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Tabela 12. Atividade especifica e afinidade pelo ATP da (Na*, K*)-ATPase branquial em crustaceos decapodes selecionados de habitats
de diferentes salinidades e/ou aclimatados em varias salinidades experimentais.

Infraordem/ Familia Taxon/ Espécie \Y Km ou Kgs Condicao ou Referéncia
Subordem Habitat (Umg?) (umol L?) aclimatacgéo em
salinidade (%oS)
Astacidea Astacidae Lagostim Astacus astacus 137,0 - Agua doce Harris & Bayliss
(AD) Austropotamobius 165,0 - Agua doce (1988)
pallipes
Cambaridae Lagostim Procambarus ~216,0 710 <0,5 Horiuchi (1977)
(AD)/(AB) clarkii
Brachyura Cancridae Caranguejo Cancer pagurus 1000,0 120 Agua salgada Gache et al. (1976)
(AS) Carcinus maenas 90,0 - Agua salgada Winkler (1986)
100,0 - 35 Siebers et al. (1983)
286,6 - 17 Flick et al. (1994)
311,7 - 10 Siebers et al. (1983)
Gecarcinidae  Caranguejo  Cardisoma 148,5 60 16 Farias et al. (2017)
(M)/(ST) guanhumi 235,6 120 22 Farias (2017)
Ocypodidae Caranguejo Leptuca pugilator ~550,0 480 Agua salgada D’Orazio & Holliday
(B) ~900,0 - 35 (1985)
Minuca minax 135,2 1.600 Agua salgada Wanson et al. (1984)
Minuca pugnax 466,7 560 Agua salgada Holliday (1985)
Caranguejo Ucides cordatus 24 29 2 Lucena et al. (2019b)
(M) 305 79 8
32* e 326**  0,068* e 20,1** 18
96* e 557** 0,21* e 18,6** 26
6* e 39* 0,59*e29** 35
Varunidae Caranguejo Neohelice 500,0 - 30 Genovese et al.
(E) granulata 683,0 - 10 (2004)
82,0 650 2 Castilho et al. (2001)

Continua
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Infraordem/ Familia Taxon/ Habitat Espécie \Y Km ou Kos Habitat ou Referéncia
Subordem (Umg?) (umol L) aclimatacio (%0S)
Brachyura  Varunidae Caranguejo (AS)  Helice formosensis 60,3 - 35 Tsai & Lin (2007)
134,0 - 5
80,2 - 3
Hemigrapsus 113,5 - 35
sanguineus 93,2 - 5
Eriocher sinensis 211,0 - 35
119,5 - 5
Hemigrapsus 246,0 600 Agua salgada Corotto & Holliday
nudus (1996)
Grapsidae Caranguejo Goniopsis 153,4* e 13*e 85** 21 Moraes (2019)
(STH/(M) cruentata 186,0**
22* g 55** 2,4*e50** 10
17* e 36** 4* e 160** 20
79* e 164** 15*e 520** 30
16* e 29** 3,3*e 310** 40
Portunidae Caranguejo (AS)  Callinectes danae 35* e 272**  0,054* e 55**  Agua salgada Masui et al. (2002)
298,8 174 15 Masui et al. (2009)
Callinectes ornatus 116,3 55 Agua salgada Garcgon et al. (2007)
76,2 46 33 Garcon et al. (2009)
182,6 50 21
Callinectes sapidus 233,3 190 Agua salgada Neufeld et al. (1980)
383,3 - 7
Potamidae Caranguejo (AD)  Potamon fluviatile 174,0 - Agua doce Harris & Bayliss
(1988)
Potamon potamios 7.300,0 1,400 Agua doce Tentes & Stratakis
(1991)
Trichodactylidae ~ Caranguejo (AD)  Dilocarcinus pagei  6,4* e 127**  0,34* e 84**  Agua doce Furriel et al. (2010)

Continuacao
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Infraordem/  Familia Taxon/ Espécie V Km ou Kgs Habitat ou Referéncia
Subordem Habitat (Umg?) (umol L) aclimatagiio (%0S)
Anomura Diogenidae Ermitdo (E)  Clibanarius 19* 124**  0,063* e 44**  Agua salgada Goncalves et al.
symmetricus (2006)
46* e 108** 7*e110** 45 Lucena et al. (2012)
130,8 55 15 Antunes et al. (2017)
77 72 5 Faleiros et al. (2018)
55 160 15
18*e 31**  0,38*e 109** 25
5* g 49** 0,73*e 58** 35
11* e 17** 3,3*e 190* 45
Caridea Palaemonidae Camarao Macrobrachium 34* e 233**  42*e 144**  Agua doce Santos et al. (2007)
(AD) amazonicum 133,3 210 Agua doce Leone et al. (2012)
130,3 65 Agua doce Fabri et al. (2019)
137,3 83 Agua doce Este trabalho
54,9 50 21
260 - Agua doce Faleiros et al. (2010)
108 - 25
Macrobrachium 113 240 Agua doce Stern et al. (1984)
rosenbergii 30,2 200 Agua doce Wilder et al. (2000)
115,0 100 Agua doce Franca et al. (2013)
Macrobrachium 194 - Agua doce Lima et al. (1997)
olfersii 122 - 21
131 - 28
686,1 165 Agua doce Furriel et al. (2000)
Macrobrachium 17 - Agua doce Freire et al. (2018)
acanthurus 13 - 20
24 - Agua doce Faleiros et al. (2017)
25 - 25

Continuacao
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Infraordem/ Familia Taxon/ Espécie \Y Kwm ou Kgs Habitat ou Referéncia
Subordem Habitat (Umg?) (umol L?) aclimatacio (%oS)
Caridea Palaemonidae Camaréo Palaemon 11 - Agua salgada Faleiros et al.
(AS) northropi 156 - 8 (2017)
~40 - 50
Dendrobranchiata Penaeidae Camarao Xiphopenaeus 109,5 30 Agua salgada Leone et al.
(AS) kroyeri (2015a)

Conclusao

* Sitio de ligacdo de alta afinidade.
** Sitio de ligacdo de baixa afinidade.
(AD) - &gua doce.

(AS) - 4gua salgada.

(E) - Estuarino.

(M)- mangue.

(AB) — agua salobra.

(ST) — semi-terrestre.
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A afinidade da (Na*, K")-ATPase branquial de crustaceos decapodes pelo ATP
geralmente apresenta valores de Km ou Kos entre 50 e 200 pmol L. Algumas familias
apresentam menor afinidade pelo ATP. Esse é o caso das familias Varunidae, Cambaridae e
Potamidae, enquanto a familia Penaeidae apresenta uma afinidade maior (Horiuchi, 1977,
Tentes & Stratakis, 1991; Corotto & Holliday, 1996; Castilho et al., 2001; Leone et al.,
2015a). Curiosamente, na familia Ocypodidae os caranguejos estuarinos apresentam uma
baixa afinidade pelo ATP, entretanto o U. cordatus, que habita mangues, apresenta uma alta
afinidade pelo ATP (Wanson et al., 1984; D’Orazio & Holliday, 1985; Holliday, 1985;
Lucena et al., 2019b).

Na Tabela 13 estdo relacionados os parametros cinéticos da (Na*, K*)-ATPase para
diversas populacGes de camardes de agua doce do género Macrobrachium. As populacdes
estudadas aqui apresentaram uma alta afinidade aparente pelo ATP (Rio Tieté Kos = 0,065 +
0,0016 mmol L* e Rio Grande Kos = 0,083 + 0,0010 mmol L, como MgATP) se comparado
com outros camardes do mesmo género (Furriel et al., 2000; Santos et al., 2007; Leone et al.,
2012; Franca et al., 2013), com apenas a enzima de M. rosenbergii apresentando uma
afinidade maior e mais proxima do que aqui relatado (Kos = 0,10 + 0,01 mmol L™, Franca et
al., 2013). Valores proximos da afinidade pelo ATP encontrados para as populacdes da Bacia
do Rio da Prata também foram encontrados para a (Na*, K*)-ATPase de outros crustaceos,
como C. guanhumi (Farias et al., 2017), U. cordatus (Lucena et al., 2019b), G. cruentata
(Moraes, 2019), C. danae (Masui et al., 2002), C. ornatus (Garcon et al., 2007; 2009) e para
os sitios de baixa afinidade de C. symmetricus (Gongalves et al., 2006; Faleiros et al., 2018) e
de D. pagei (Furriel et al., 2010).

A estimulagdo da atividade ATPase da (Na*, K")-ATPase também foi estudada em
condigdes estequiométricas de ATP e MgClz, nas duas populagbes a estimulagdo ocorreu
através de uma unica curva de saturacdo, apresentando uma afinidade aparente pelo MgATP
préxima entre si (Tabela 13). A afinidade apresentada em condicGes estequiométricas € muito
proxima daquela encontrada com a enzima saturada de ions magnésio, comportamento
também encontrado para C. guanhumi (Farias et al., 2017), entretanto para G. cruentata
(Moraes, 2019) a estimulagdo em condi¢des estequiométricas resultou no desaparecimento do
sitio de alta afinidade pelo ATP.

A interacdo entre a (Na*, K*)-ATPase e 0 Mg?" é complexa, ja que este ion tem a
funcdo de ligante e de substrato, na forma de MgATP e, além disso, quando em altas
concentragdes atua como um inibidor da atividade da enzima (Glynn, 1985; Jorgensen et al.,

2003; Karlish, 2003; Apell et al., 2017). Essa inibicdo ocorre devido a ligacdo do magnésio
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em excesso a forma E2K da enzima e a diminuicdo de afinidade pelo ATP que ocorre durante
a liberacéo dos ions potassio (Fontes et al., 1992). A afinidade pelos ions magnésio da (Na",
K*)-ATPase branquial dos crustaceos nao parece estar relacionada com a salinidade do habitat
(Lucu & Towle, 2003).

A afinidade pelo Mg?* da enzima de M. amazonicum do Rio Tieté (Kos= 0,33 + 0,042
mmol L) é duas vezes menor que dos animais que habitam o Rio Grande (Kos= 0,16 + 0,01
mmol L), ja as outras populacdes do género estudadas anteriormente apresentam uma
afinidade ainda menor, com Kos entre 0,7 e 1 mmol L (Furriel et al., 2000; Santos et al.,
2007; Leone et al., 2012; Franca et al., 2013). Com excecdo da (Na*, K*)-ATPase branquial
de M. olfersii (hny= 0,8, Furriel et al., 2000), todos os animais apresentaram um estimulo
cooperativo da atividade da enzima, isto indica a presenca de mais de um sitio para a ligacédo
do Mg?*. Valores proximos aos encontrados para as populagdes de M. amazonicum aqui
estudados foram relatados para D. pagei (Furriel et al., 2010), X. kroyeri (Leone et al., 2015a),
C. symmetricus (Gongalves et al., 2006), C. danae (Masui et al., 2002) e C. ornatus (Gargon
etal., 2007).

A atuacdo do ATP livre em excesso como um modulador alostérico da (Na*, K*)-
ATPase descrito por Farias et al. (2017) para o C. guanhumi, também foi verificada para as
populagdes de M. amazonicum deste estudo. Na populacéo que habita o Rio Tieté a afinidade
aparente da enzima pelo MgATP na presenca de excesso de ATP é cerca de 5 vezes menor,
enquanto na populacdo do Rio Grande a afinidade aparente da enzima pelo MgATP € duas
vezes menor sob saturacdo de ATP (Tabela 13).

A (Na*, K*)-ATPase apresenta parametros cinéticos diferentes em relagdo aos ions
potéssio e sédio para diferentes isoformas, bem como a expressao das diferentes isoformas
ocorre de forma especifica em relacdo a diferentes tecidos e organismos, isto permite que as
propriedades cinéticas da enzima se alterem em relacéo a sua localizacdo. Modifica¢bes pds-
traducionais e caracteristicas da membrana também interferem na cinética da enzima (Therien
et al., 1996; Saez et al., 2009). A afinidade da (Na*, K*)-ATPase branquial de crustaceos pelo
fon sodio (entre 4 e 25 mmol L) esta relacionado com a salinidade do meio que habitam,
com animais totalmente adaptados ao ambiente dulcicola apresentando alta afinidade por estes
fons (entre 0,06-0,9 mmol L) (Péqueux, 1995; Lucu & Towle, 2003; Leone et al., 2005a). A
afinidade da (Na*, K*)-ATPase pelo K™ é maior que aquela encontrada para os ions sédio,
variando entre 0,5 e 2,5 mmol L nos crustaceos e, aparentemente, ndo esta relacionada com
0 habitat (Lucu & Towle, 2003; Leone et al., 2005a).
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As populacBes aqui estudadas apresentaram a mesma afinidade para os ions sédio,
valores que sdo proximos aos relatados para outros crustaceos de agua doce como M.
amazonicum (Santos et al., 2007), M. olfersii (Furriel et al., 2000) e D. pagei (Furriel et al.,
2010), contrastando com M. amazonicum cultivado (Leone et al., 2012), M. rosenbergii
(Franca et al., 2013), Potamon fluviatile, A. astacus e Austropotamobius pallipes (Harris &
Bayliss, 1988), em que a enzima apresenta uma maior afinidade pelo Na*, caracteristica de
animais bem adaptados a agua doce. Crustaceos marinhos como C. danae (Masui et al.,
2002), C. ornatus (Garcon et al., 2007) e X. kroyeri (Leone et al., 2015a) apresentam
afinidade aparente similar a encontrada para M. amazonicum. A cooperatividade observada na
modulacdo da enzima desses animais pelo sodio é similar a encontrada para outras populacdes
de M. amazonicum bem como outras espéecies de camardes (Furriel et al., 2000; Santos et al.,
2007; Leone et al., 2012; Franca et al., 2013; Leone et al., 2015a).

A estimulacdo da enzima pelo ion potassio nos animais do Rio Tieté e Rio Grande
resultou em afinidades de Kos de 0,65+0,079 e 0,75+ 0,14 mmol L, respectivamente. Estes
valores sdo proximos aos reportados para M. amazonicum de Sertdozinho (Santos et al., 2007)
e D. pagei (Furriel et al., 2010). Entretanto outros camardes de agua doce estudados
anteriormente apresentam valores 3 a 4 vezes maiores dos aqui apresentados (Furriel et al.,
2000; Leone et al., 2012; Franca et al., 2013), sugerindo diferencas regulatérias ou de
isoenzimas entre as populagdes estudadas. Ja os crustaceos de agua salgada, com exce¢do do
C. guanhumi, apresentam valores cerca de duas vezes maiores (Masui et al., 2002, Goncalves
et al., 2006, Garcon et al., 2007; Leone et al., 2015a; Farias et al., 2017).

fons aménio hidratados apresentam um raio similar ao dos ions potassio (Knepper et
al., 1989), isto permite que estes ions sejam transportados pela (Na*, K*)-ATPase de diversos
organismos, incluindo vertebrados (Robinson, 1970), moluscos (Pagliarani et al., 2008) e
crustaceos (Holliday, 1985; Weihrauch et al., 2004b; Masui et al., 2002, Furriel et al., 2004;
Leone et al., 2014). Este fato é de grande importancia ja que a grande maioria de crustaceos
elimina amonia na forma de NH4" pelas branquias (Lucu et al., 1989; Weihrauch et al., 1998;
1999). O processo de eliminacdo de amonia através do tecido branquial de crustaceos nao esta
completamente esclarecido, sendo que o modelo mais aceito envolve a (Na*, K")-ATPase
transportando o ion NHs" em detrimento do K*, além do envolvimento de outros
transportadores (Weihrauch et al., 2004b).
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Tabela 13 — Comparagdo dos parametros cinéticos para a estimulacgdo da atividade (Na*, K*)-ATPase pelo ATP, Mg?*, Na*, K* e NHa4* e
inibicdo pela ouabaina em diferentes populacfes de camardes do género Macrobrachium.

Macrobrachium amazonicum selvagem

Rio Tieté? Rio Grande® Represa da Usina S. GeraldoP

Modulador VM Kosou K NH VM Km/Kosou K NH VM Km/Kos ouKi  nu
(Umg?) (mmol L) (Umg?) (mmol L?) (Umg?) (mmol L?)
ATP 130,3+4,8 0,065+0,0016 1,7 137,3+£8,1 0,083+0,010 1 33,9+1,9° 0,004+0,0002 2,8
2329 = 0,144 + 0,01 1,7
15,3¢

MgATP® 1146 +£6,3 0,062+0,0032 12 1289+19 0,052+0,0086 1,2 - - -
Mg?* 130,6 £ 6,8 0,33 £0,042 25 1356+25 0,16 £ 0,011 2,2 2619+183 0,79+0,06 1,7
Na* 127553 530+0,42 22 1342+43 55%+0,48 15 2751+151 550+0,3 14
K* 126,7+£7,7 0,65+ 0,079 1,7 1323+5,6 0,75x0,14 14 271,8+10,9 0,88 + 0,04 1,0
NH4* 1345+8,6 1,28+0,44 15 1492+7,1 2,5+0,27 1,3 3859+158 500x0,2 1,0

Ouabaina - 0,180 + 0,058 - - 0,138 + 0,005 - - 0,148 + 0,009 -

Continua
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M. amazonicum cultivadof Macrobrachium rosenbergii® Macrobrachium olfersiiP
Modulador Vm Km/Kosou K| NnH Vm Km/KosouKi  nH Vm Km/Kosou Ki  nH
(U mg?) (mmol L) (Umg?) (mmol L) (Umg?) (mmol L?)
ATP 133,3+6,4 0,21 +£0,01 1,0 115,0+£2,3 0,10+ 0,01 15 686,1 = 24,7 0,165+0,005 1,0
Mg?* 139,4 £6,7 1,03+ 0,05 1,7 115,0+ 4,6 0,96 £ 0,03 2,1 632,5+ 28,5 0,76 £ 0,03 0,8
Na* 126,4 £6,3 3,00+ 0,15 2,2 110,0 £ 3,3 1,30 £ 0,03 2,1 653,8 + 26,1 6,0+£0,2 1,6
K* 137,1+7,0 2,02+0,10 1,0 120,0+2/4 2,74 £0,08 1,1 556,1 + 27,8 24+0,1 0,8
NH4* 1942+85 4,76 +0,23 1,9 1410+56 190+0,04 18 7448 £ 22,3 8,4+0,2 1,1
Ouabaina - 0,13 + 0,007 - - 0,012 + 0,001 - - 0,062 + 0,003 -
Concluséo.

4 Este trabalho.

® Dados de Santos et al. (2007).
¢ Sitio de ATP de alta afinidade.
dSjtio de ATP de baixa afinidade.
¢ Estimado em condicOes estequiométricas de ATP e MgCl..

"Dados de Leone et al. (2012).

9 Dados de Franca et al. (2013).
" Dados de Furriel et al. (2000).

'Dados de Furriel et al. (2004).
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A estimulacdo da atividade ATPase da (Na*, K")-ATPase branquial de M.
amazonicum pelo amdnio resultou em velocidades maximas parecidas com a estimulacao pelo
K™, conforme visto para C. guanhumi (Farias et al., 2017), diferente dos valores 30 a 40%
maiores na estimulacdo da velocidade pelo aménio visto em outros crustaceos (Masui et al.,
2002, Furriel et al., 2004; Santos et al., 2007; Leone et al., 2012). Contrariando o que
acontece em muitas espécies de crustaceos, estas populacdes de M. amazonicum (Tabela 10 e
13) nédo apresentam estimulacdo sinérgica da atividade da (Na*, K*)-ATPase na presenca de
K* e NH4" (Furriel et al., 2004; Gongalves et al., 2006, Gargon et al., 2007; Santos et al.,
2007; Franga et al., 2013; Leone et al., 2014).

A (Na*, K*)-ATPase dos animais coletados no Rio Tieté apresentou uma afinidade
aparente para 0 NH4* quase duas vezes maior que a da populagdo que habita o Rio Grande,
sendo que a afinidade por estes ions sdo duas e trés vezes maiores do que para 0 potassio,
respectivamente. Outras populagdes de M. amazonicum (Santos et al., 2007; Leone et al.,
2012), e outros crustaceos, exemplo de M. olfersii (Furriel et al., 2004), C. danae (Masui et
al., 2002), C. ornatus (Garcon et al., 2007) e C. symmetricus (Gongalves et al., 2006)
apresentam afinidade menores para 0s ions amonio. A enzima de M. rosenbergii (Franca et
al., 2013), X. kroyeri (Leone et al., 2015a) e D. pagei (Furriel et al., 2010) apresentaram uma
afinidade similar com a da enzima dos animais do Rio Grande.

A presenca de ouabaina 3 mmol L foi responsavel pela inibicdo de 71 e 78% da
atividade da (Na*, K*)-ATPase nas populacbes do Rio Tieté e Rio Grande, respectivamente
(Tabela 14), valores proximos agueles encontrados para outros camarfes palemonideos
(Furriel et al., 2000; Santos et al., 2007; Franca et al., 2013; Lucena, 2014). A inibicdo pela
ouabaina ocorreu através de uma curva monofésica, apresentando valores semelhantes de
constante de dissociagdo inibidor-enzima de outras populacdes de M. amazonicum (Santos et
al., 2007; Leone et al., 2012). Valores proximos aos relatados neste trabalho foram
encontrados para D. pagei (Furriel et al., 2010), C. ornatus (Garcon et al., 2007), Callinectes
sapidus (Neufeld et al., 1980) e C. danae (Masui et al., 2002). Entretanto os camardes M.
olfersii (Furriel et al., 2000) e M. rosenbergii (Franca et al., 2013) apresentam valores de K;
trés a 10 vezes menores que o de M. amazonicum, respectivamente. Para a (Na*, K*)-ATPase
de outros crustaceos, como X. kroyeri (Leone et al., 2015a), C. symmetricus (Gongalves et al.,
2006), e Orconectes limosus (Kosiol et al., 1988) também foram observados valores de K|
menores que para 0 M. amazonicum.

Na Tabela 14 estdo mostradas as provaveis ATPases responsaveis pela hidrdélise de

ATP em diferentes populacbes de camardes do género Macrobrachium. A maior diferenca
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entre as populacfes do Rio Tieté e do Rio Grande é a auséncia de atividade de F-ATPases na
populacdo do Rio Grande e, a atividade insensivel a ouabaina é constituida por Na* e/ou K*-
ATPase e V(H")-ATPase e, em menores proporcdes, Ca>*-ATPase e fosfatases neutras.

A V(H")-ATPase é associada ao transporte ativo de NaCl no meio diluido, sendo
considerada importante para a adaptacdo dos crustaceos a &gua doce, ocorrendo uma
diminuigdo da sua expresséo e atividade em animais expostos a alta salinidade (Zare &
Greenaway, 1998; Towle & Weihrauch, 2001; Weihrauch et al., 2001; Faleiros et al., 2010;
Firmino et al., 2011; Lee et al., 2011; Freire & McNamara, 2012; Lucena, 2014;). A V(H")-
ATPase representa 14 e 9% da atividade total no tecido branquial dos animais do Rio Tieté e
do Rio Grande, respectivamente, valores proximos aos encontrados para outras populacdes de
M. amazonicum (Santos et al., 2007; Lucena, 2014). Em M. olfersii (Furriel et al., 2000), a
V(H")-ATPase representa 23% de atividade ATPase total, entretanto esta atividade é de
aproximadamente 100 nmol Pi min* mg de proteina, 4 vezes maior do que a relatada para o
M. amazonicum selvagem (Faleiros et al., 2010; este trabalho). Curiosamente ndo foi
encontrada atividade V(H)-ATPase em M. rosenbergii (Franca et al., 2013). Outros
crustaceos que nao habitam a agua doce apresentam atividade V(H")-ATPase, tais como X.
kroyeri (Leone et al., 2015a) e C. guanhumi (Farias et al., 2017).

Atividade de F-ATPase é comum em fracfes microsomais do tecido branquial de
crustaceos ja que as células deste tecido sdo ricas em mitocondrias (Copele & Fritzjarrel,
1968; Towle & Kays, 1986). A populacdo do Rio Grande ndo apresentou atividade F-ATPase
apreciavel, enguanto os animais do Rio Tieté apresentaram 8% de atividade F-ATPase.
Atividade F-ATPase também foi encontrada em M. amazonicum da represa de Sertdozinho
(Santos et al., 2007), M. rosenbergii (Franga et al., 2013), M. olfersii (Furriel et al., 2000), C.
symmetricus (Goncalves et al., 2006), C. ornatus (Garcon et al., 2007), e X. kroyeri (Leone et
al., 2015a) embora ndo tenha sido observada em M. amazonicum cultivado (Lucena, 2014).

Embora a presenca de Na'- e K*-ATPase no tecido branquial de crustaceos é
controversa, sendo que sua localizacdo ndo é conhecida e estudos cinéticos sdo raros, ambas
foram identificadas em diferentes crustaceos, incluindo o M. amazonicum (Wanson et al.,
1984; Gilles &Péquex, 1985; Harris & Bayliss, 1988; Proverbio et al., 1990; Santos et al.,
2007; Franca et al., 2013; Lucena, 2014). O M. amazonicum do Rio Tieté apresentou 10% de
atividade de Na* e/ou K™-ATPase enquanto os animais do Rio Grande apresentaram 6%,
valores esperados devido a estimulagdo da atividade insensivel a ouabaina pelo Na* e K*
(insercéo das figuras 18, 19, 32 e 33).
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Tabela 14. Atividade relativa das provaveis ATPases presentes na fracdo microsomal do tecido branquial em diversas populagfes de
camardes do género Macrobrachium.

Macrobrachium amazonicum Macrobrachium  Macrobrachium
Rio Tieté? (%) Rio Grande? (%) Cultivado® (%) Represa® (%) rosenbergiid (%) olfersii® (%0)
(Na*, K*)-ATPase 71 78 72 79 74 70
Ca?*-ATPase 4 4 - 5 - -
Fosfatases 3 3 - 7 15 -
V-(H")ATPase 14 9 16 5 - 19
F-ATPase 8 - 10 10 19 23
Na*-e/ou K*-ATPase 10 6 - 8 19 -

4 Este trabalho.

® Dados de Lucena (2014).

¢ Dados de Santos et al. (2007).
d Dados de Franca et al. (2013).
¢ Dados de Furriel et al. (2000).



Discussao 140

A atividade Na* e/ou K*-ATPase também foi verificada em populacdo de M.
amazonicum da represa S&o Geraldo (Santos et al., 2007), M. amazonicum juvenis (Lucena,
2014), M. rosenbergii (Franca et al., 2013), X. kroyeri (Leone et al., 2015a), C. ornatus
(Garcon et al., 2007) e C. guanhumi (Farias et al., 2017). M. olfersii (Furriel et al., 2000) e M.
pelo acido etacrinico.

A Ca?*-ATPase é uma P-ATPase assim como a (Na*, K*)-ATPase, sendo responsavel
pelo transporte de célcio através da membrana plasmatica e reticulo sarcoplasmatico e
representa um papel fundamental na homeostase de calcio (Palmgren & Nissen, 2011). A
atividade Ca®-ATPase é baixa, representando ~5%, em populacdes de M. amazonicum
selvagem (Santos et al., 2007; este trabalho), C. symmetricus (Gongalves et al., 2006) e X.
kroyeri (Leone et al., 2015a), porém estad ausente em M. amazonicum cultivado (Lucena,
2014), M. rosenbergii (Franca et al., 2013) e M. olfersii (Furriel et al., 2000). Foram
identificadas atividades baixas de fosfatases nas populacdes de M. amazonicum selvagem
(Santos et al., 2007; este trabalho) e M. rosenbergii (Franca et al., 2013), sendo ausente nas
demais populagdes de camardes do género (Furriel et al., 2000; Lucena, 2014).

5.1.2. Macrobrachium amazonicum aclimatado a 21 %S durante 10 dias

O Macrobrachium amazonicum é um camardo que pertence a familia Palemonidae
que apresenta uma ampla distribuicdo em toda a América do Sul, ocupando desde regides
estuarinas até aguas interiores distantes 3.000 km do mar (Odinetz-Collart & Rabelo, 1996;
Montoya, 2003; Magalh&es et al., 2005; Bentes et al., 2011). Quando aclimatado em altas
salinidades o M. amazonicum adulto apresenta uma grande taxa de sobrevivéncia em
salinidades de até 25 %o, entretanto em salinidade maiores, esta mortalidade aumenta
exponencialmente (Augusto et al., 2007). JA4 o M. olfersii ndo apresenta mortalidade em
salinidades menores que 28 %S ¢ 0 camardo hololimnético Macrobrachium potiuna
apresenta mortalidade a partir de 21 %oS (Moreira et al., 1983).

Em agua doce o M. amazonicum tem a capacidade de hiper-regular o contetdo de sua
hemolinfa, sendo que esta capacidade € mantida durante a aclimatacdo em agua salobra até
aproximadamente 20 %0S, como em outros camardes do género Macrobrachium (Moreira et
al., 1983; Read, 1984; Wilder et al., 1998; Augusto et al., 2007). O ponto isosmético da

hemolinfa do M. amazonicum ocorre em uma salinidade de aproximadamente 23 %o (Tabela
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1; Augusto et al., 2007; Faleiros et al., 2010). Durante a aclimatagdo, o M. amazonicum
apresenta estratégias diferentes na regulagdo dos principais componentes ibnicos de sua
hemolinfa, Na* e CI". O cloreto é hiper-regulado até aproximadamente 16 %oS e acima dessa
salinidade é levemente hipo-regulado, enquanto o sodio € hiper-regulado até 14 %.S e acima
desse valor, é conformado com o meio externo (Augusto et al., 2007; Faleiros et al., 2010).
Para se entender melhor o envolvimento da (Na*, K*)-ATPase no processo osmorregulatdrio
do M. amazonicum, animais capturados no Rio Tieté foram aclimatados durante 10 dias a 21
%0S, salinidade essa onde a hemolinfa é levemente hiper-regulada, estando proxima ao seu
ponto isosmético (Augusto et al., 2007; Faleiros et al., 2010).

A Tabela 15 traz a comparagdo entre os parametros cinéticos da (Na*, K*)-ATPase
branquial de Macrobrachium amazonicum do Rio Tieté recém capturado e apo6s 10 dias de
aclimatacdo em salinidade de 21 %o. A atividade maxima de hidr6lise de ATP da (Na*, K*)-
ATPase sofreu uma diminuicdo de 60% durante a aclimatagéo, condizente com a importancia
da enzima na captura de ions sodio durante a hiperregulacdo destes animais, ja que apés a
aclimatacdo o desafio osmatico enfrentado pelos animais € reduzido (Lucu & Towle, 2003;
Augusto et al., 2007; Faleiros et al., 2010; McNamara & Faria, 2012). Uma outra populagédo
de M. amazonicum, que habita a represa Santa Elisa proxima a Ribeirdo Preto, também
apresentou uma diminuicdo de aproximadamente 60% da atividade ATPase apds a
aclimatacdo em 25 %oS (Faleiros et al., 2010) e a aclimatacdo a 21 %S apresentou 0 mesmo
efeito na atividade K*-fosfatase da enzima desta populacédo (Belli et al., 2009). Entretanto esta
diminuicdo de atividade foi acompanhada por um aumento da expressdo da subunidade o da
(Na*, K")-ATPase (Faleiros et al., 2010).

Mesmo que a (Na*, K*)-ATPase apresente uma diminui¢do da atividade no tecido
branquial de M. amazonicum ap6s um longo periodo de aclimatacdo (Belli et al., 2009;
Faleiros et al., 2010; Este trabalho), a enzima de M. amazonicum apresentou um pico de
atividade ap6s 24 horas de exposicao a alta salinidade (25 %0S). Este aumento foi causado por
um aumento da expressao da subunidade a da enzima que ocorre logo nas primeiras horas de
exposicdo a agua salobra, demonstrando que a adaptacdo do camardo a altas salinidades €
dependente da producdo de novas moléculas da enzima (Faleiros et al., 2010).

A aclimatagdo de camarBes M. olfersii em altas salinidades (21 e 28 %o0S) foi
responsavel pela diminuicdo da atividade ATPase da (Na*, K")-ATPase em cerca de 40 e
34%, respectivamente (Lima et al.,, 1997) embora a atividade K'-fosfatase teve uma
diminuicdo de 50% apos a aclimatacdo a 21 %0S (Furriel et al., 2001; Mendonca et al., 2007).

Ja os camarfes M. rosenbergii (Wilder et al., 2000) e M. acanthurus (Faleiros et al., 2017;
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Freire et al., 2018) ndo apresentaram grande variagdes na atividade da enzima apos a
aclimatacdo em altas salinidades por um longo periodo (entre 7 e 10 dias). Para M. acanthurus
aclimatado a 20 %oS ocorre uma rapida (3 horas) diminuigdo da atividade que apés é
recuperada (Freire et al., 2018), enquanto a aclimatacdo a 25%0S causa um aumento de
atividade apds 5 dias de aclimatacdo (Faleiros et al., 2017). J& o camardo palemonideo
marinho Palaemon northropi apresentou um aumento de 15 vezes da atividade da (Na*, K*)-
ATPase apoés a aclimatacdo em meio diluido (8%.S) (Faleiros et al., 2017).

Ndo s6 em camardes palemonideos a (Na*, K*)-ATPase é importante na adaptacéo
durante a aclimatacdo em diferentes salinidades, sendo que crustdceos marinhos expostos a
baixa salinidade apresentam um aumento de atividade ATPase da enzima (Tabela 12; Neufeld
et al., 1980; Holliday, 1985; D'Orazio & Holliday, 1985; Harris & Bayliss, 1988; Corotto &
Holliday, 1996; Henry et al., 2002; Lucu & Towle, 2003; Kirschner, 2004; Garcon et al.,
2007; 2009; Lucu et al., 2008). Entretanto em C. danae aclimatado em 15 %.S nédo foi
verificada alteracdo da atividade da enzima (Masui et al., 2002; 2009). Dentro da familia
Varunidae de caranguejos de agua salgada, o Eriocher sinensis e 0 H. sanguineus apresentam
uma diminuicdo de atividade da (Na®, K*)-ATPase ao serem aclimatados em baixas
salinidades, enquanto a espécie Helice formosensis apresenta um aumento da atividade (Tsai
& Lin, 2007). Crustaceos que habitam o estuario e 0 mangue apresentam diferentes relacdes
entre a atividade da (Na*", K*)-ATPase e salinidade de aclimatacdo (Gongalves et al., 2006;
Lucena et al., 2012; Antunes et al., 2017; Farias, 2017; Faleiros et al., 2018; Lucena et al.,
2019b; Moraes, 2019).

A caracterizagdo da (Na", K*)-ATPase branquial de M. amazonicum do Rio Tieté
aclimatado a 21 %oS durante 10 dias é o primeiro trabalho que tem como objetivo caracterizar
cineticamente a atividade ATPase desta enzima, ap0s a aclimatacdo de crustaceos do
ambiente dulcicola em alta salinidade. Nesse sentido, anteriormente foi realizada apenas a
caracterizacdo da atividade K*-fosfatase em M. amazonicum (Belli et al., 2009) e M. olfersii
(Mendongca et al., 2007) aclimatados a 21 %oS.

Tendo isto em vista, a comparacdo dos parametros cinéticos sera realizada com
animais marinhos e de estuarios aclimatados em baixa salinidade, mesmo que nenhum tenha
sido submetido aos mesmos desafios osmaticos do que o M. amazonicum, onde 0s animais
recém-capturados hiperregulam fortemente a osmolalidade da hemolinfa, enquanto os animais
aclimatados a 21 %oS hiperregulam fracamente a hemolinfa (Augusto et al., 2007; Faleiros et
al., 2010). O caranguejo de agua salgada Callinectes ornatus hipoosmorregula a hemolinfa

guando em &gua marinha e ap0ds aclimatacdo a 21 %oS apresenta quase a mesma osmolalidade
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do meio externo (Gargon et al., 2009). Clibanarius symmetricus osmoconforma quando em
dgua marinha e apds aclimatagdo em 15 %oS hiperregula o conteudo de sua hemolinfa
(Antunes et al., 2017; Faleiros et al., 2018), comportamento parecido com o do caranguejo

Callinectes danae (Faleiros et al., 2018; McNamara & Antunes, dados ndo publicados).

Tabela 15. Parametros cinéticos calculados para os moduladores da atividade (Na*, K*)-
ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de Macrobrachium amazonicum
recem capturado e aclimatado durante 10 dias a 21 %.S.

Macrobrachium amazonicum coletado no Rio Tieté

Recém-capturado Aclimatado (21 %eS)
Modulador Vm Kosou K NH Vm Kos, Kmou Ki  nH
(Umg?) (mmol L) (Umg?) (mmol L)
ATP 130,3+4,8 0,065+0,0016 1,7 549+18 0,060+0,003 1,1
MgATP* 1146 £6,3 0,062 £ 0,0032 1,2 49,8+ 27 0,038 +0,005 1,3
Mg?* 130,6 + 6,8 0,33+0,042 25 515+13 0,032+0,005 24
Na* 1275+53 530+0,42 2,2 51,5+2,0 3,12+0,18 14
K* 126,777 0,65+ 0,079 1,7 52,8 +3,1 186+0,14 1,1
NH4* 1345+ 8,6 1,28+0,44 15 60,8 £2,1 1,96 +0,11 19
Ouabaina - 0,18 £ 0,058 - - 0,15 £ 0,004 -

*Estimado em condicdes estequiométricas de ATP e MgCl»

A (Na", K")-ATPase branquial de M. amazonicum do Rio Tieté ndo apresentou
alteracdo significativa na afinidade aparente pelo ATP ap0s a aclimatagéo a 21 %.S durante 10
dias (0,065 + 0,0016 mmol L antes e 0,050 + 0,003 mmol Lt ap6s a aclimatacio). Tal como
para 0 M. amazonicum, o C. ornatus também ndo apresentou variac6es na afinidade pelo ATP
apos a aclimatacdo (Garcon et al., 2007; 2009), como ocorre comumente durante a
aclimatacdo dos crustaceos. Essa variacdo ocorreu para G. cruentata (Moraes, 2019) e C.
guanhumi (Farias, 2017), em que a diminui¢éo da salinidade levou a um aumento da afinidade
da enzima pelo nucleotideo. Ja para U. cordatus (Lucena et al., 2019b) e C. danae (Masui et
al., 2002; 2009) a afinidade diminuiu e ocorreu o desaparecimento do sitio de alta afinidade
pelo ATP quando os animais foram aclimatados em 8 e 15%oS, respectivamente. Ja o ermitdo
C. symmetricus apresenta um valor de Ku para o ATP entre 50 e 200 umol L com a
aclimatacdo em diferentes salinidades (Gongalves et al., 2006; Lucena et al., 2012; Antunes et
al., 2017; Faleiros et al., 2018).
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A estimulacdo da (Na*", K*)-ATPase pelo MgATP em condicdes estequiométricas foi
um pouco menor apos a aclimatacdo do M. amazonicum em 21 %.S. Entretanto a afinidade
aparente pelo magnésio, na presenca de ATP saturante, apresentou uma grande mudanca apés
a aclimatacéo tendo sido observado um aumento de 10 vezes na afinidade (Tabela 15). Com
isto, a afinidade da enzima pelo MgATP nas trés condicGes estudadas (excesso de ATP,
excesso de Mg?* e condiges estequiométricas) foram similares (0,050 + 0,003, 0,032 + 0,005
e 0,038 + 0,005 mmol L, respectivamente). A inibicao alostérica da enzima por excesso de
ATP, verificada para os animais recém-capturados (Fabri et al., 2019) ndo foi observada nos
animais aclimatados indicando que esta caracteristica da (Na*, K")-ATPase talvez seja
importante para a adaptacdo de M. amazonicum & agua doce e se torna dispensavel com a
diminuicdo do desafio osmotico enfrentado (Augusto et al., 2007; Faleiros et al., 2010).
Outros crustaceos também apresentam variacdo na afinidade pelos ions magnésio durante a
aclimatacio a 21 %0S. O caranguejo C. ornatus apresenta uma maior afinidade pelo Mg?*
(Garcon et al., 2007; 2009) entretanto para C. danae (Masui et al., 2002; 2009) e C.
symmetricus (Gongalves et al., 2006; Antunes et al., 2017) aclimatados em 15 %oS a afinidade
pelo Mg?* é menor que em animais recém capturados em ambiente marinho.

A aclimatacdo de M. amazonicum em alta salinidade tal que os ions Na* e o contetido
osmatico total da hemolinfa estdo préximos ao valor encontrado no meio externo (Augusto et
al., 2007) causou um aumento de quase duas vezes na afinidade aparente da (Na*, K%)-
ATPase pelo ion sodio (Kos de 5,30 + 0,42 mmol L™ em animais recém capturados e Kos de
3,12 + 0,18 mmol L em animais aclimatados). Este valor é proximo ao encontrado para M.
amazonicum cultivado (Leone et al., 2012). O estresse salino (15 e 45 %0S) também acarretou
0 aumento da afinidade da enzima de C. symmetricus pelo sodio (Gongalves et al., 2006;
Lucena et al., 2012; Antunes et al., 2017), bem como de C. ornatus aclimatado em 21 %oS
(Gargon et al., 2007; 2009). Ja para C. danae aclimatado em 15 %S a afinidade pelo sodio é
menor que a estimada em animais habitantes no ambiente marinho (Masui et al., 2002; 2009).

A afinidade aparente da (Na*, K*)-ATPase branquial de M. amazonicum do Rio Tieté
pelo potassio diminui quase trés vezes apés a aclimatacdo em alta salinidade (Kos de 0,65 +
0,079 mmol L™ antes da aclimatagdo e um Ky de 1,86 + 0,14 mmol L™ apés 10 dias em 21
%0S), com mudanca de comportamento cooperativo para cinética “Michaeliana”. A afinidade
da enzima dos camardes aclimatados € proxima da que foi relatada para M. amazonicum
cultivado (Leone et al., 2012). C. symmetricus (Gongalves et al., 2006; Antunes et al., 2017) e
C. ornatus (Garcon et al., 2007; 2009) aclimatados em baixas salinidades apresentam uma

maior afinidade pelo K™ comparada a animais recém capturados. Entretanto C. danae nao
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apresentou alteracdo na afinidade pelo potassio apds aclimatacdo em 15 %S (Masui et al.,
2002; 2009).

A enzima do M. amazonicum recém-capturado apresentou um valor de Kos de 1,28 +
0,44 mmol L™ e, apds 10 dias de aclimatagdo este valor aumentou para 1,96 + 0,11 mmol L7,
mesma afinidade apresentada pela enzima de M. rosenbergii (Franca et al., 2013). Com a
diminuicédo da afinidade da enzima pelo K* provocada pela aclimatacdo, a (Na*, K*)-ATPase
apresentou a mesma afinidade aparente pelos ions aménio e potassio quando exposto em alta
salinidade (Tabela 15). Como a (Na*, K*)-ATPase branquial é importante para a excrecéo de
amonia (Lucu et al., 1989; Weihrauch et al., 1998; 1999), a ndo diferenciacdo entre 0 K* e
NH4" pela enzima provavelmente se torna importante para esta excre¢do quando 0s animais
sdo submetidos a um ambiente de alta salinidade. Outra possivel importancia de um mesmo
valor para essas afinidades poderia estar relacionada com o fato de que a estimulacdo da
atividade da (Na*, K*)-ATPase do M. amazonicum do Rio Tieté pelo ambnio ndo atingiu
valores maiores do que a estimulacdo pelo potéassio (Tabela 15), como visto para outros
crustaceos (Masui et al., 2002, Furriel et al., 2004; Santos et al., 2007; Leone et al., 2012).
Diferentes padrdes em relacdo a afinidade pelo amonio sdo encontrados quando outros
crustaceos sao submetidos a aclimatacdo (Masui et al., 2002; 2009; Gongalves et al., 2006;
Garcgon et al., 2007; 2009; Lucena et al., 2012; Antunes et al., 2017).

A inibigdo da (Na*, K)-ATPase pela ouabaina, de aproximadamente 60% da atividade
ATPase total, indica uma menor prevaléncia desta enzima na atividade ATPase total do que
0s 70% encontrado nos animais recém capturados. Nos animais aclimatados a inibicdo pela
ouabaina também ocorreu através de uma curva monofésica, porém apresentando valor da
constante de dissociagdo inibidor-enzima 20% menor que a dos animais recém capturados no
Rio Tieté (Tabela 15), e se aproximando aos valores apresentados em outras populacdes de M.
amazonicum mantidos em agua doce (Tabela 13, Santos et al., 2007; Leone et al., 2012).

A alteracdo da afinidade aparente da (Na*, K*)-ATPase pelo Mg?* (como MgATP) e
pelos ions sodio e potéssio observada em M. amazonicum do Rio Tieté apds a aclimatacdo em
21 %oS durante 10 dias indica alteracGes da regulacdo, mudangas pos-traducionais ou na
composicdo da membrana em que a (Na*, K*)-ATPase esta contida ap6s a exposi¢do a agua
salobra (Sweadner, 1989; Levenson, 1994; Therien et al., 1996; Lopez et al., 2002). Outra
alternativa é a expressao de uma diferente isoenzima, ja que alteracdes de afinidade pelos ions
Na* e K* sdo caracteristicos de diferentes isoformas da subunidade a da (Na*, K*)-ATPase
(Levenson, 1994; Therien et al., 1996; Blanco & Mercer, 1998; Sweeney & Kilip,1998;
Crambert et al., 2000; Segall et al 2001; Lopez et al., 2002). Essa possibilidade ¢é reforcada
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pelo pequeno deslocamento de massa molecular desta subunidade observado na analise por
Western Bloting (Figura 43), bem como resultados para outra populacdo de M. amazonicum
aclimatado em 25 %oS, onde ocorre um rapido aumento da expressdo da subunidade o seguido
de um aumento da atividade da (Na*, K*)-ATPase, indicando sintese de novas moléculas da
enzima (Faleiros et al., 2010).

A Tabela 16 apresenta a atividade relativa das ATPases presentes na fracdo
microsomal de M. amazonicum do Rio Tieté recém capturado e ap0s a aclimatacéo a 21 %oS
durante 10 dias. Apds aclimatacdo, a atividade V(H")-ATPase (Tabela 5, 0,5 = 0,2 nmol Pi
min"t mg? de proteina) se tornou desprezivel, enquanto a atividade de fosfatases, F-ATPases e
Na*- e/ou K*-ATPases sofreram pequenas alteracdes. Outra grande mudanca verificada foi
uma maior presenca de Ca?*-ATPase (14%) contrastando com o relatado para Vvarios
crustaceos, que apresentam uma baixa atividade (Gongalves et al., 2006; Santos et al., 2007;
Masui et al., 2009; Leone et al., 2015a; Farias et al., 2017) ou mesmo que ndo apresentam
atividade desta enzima (Furriel et al., 2000; Garcon et al., 2007; 2009; Franca et al., 2013;
Lucena, 2014).

Tabela 16. Atividade relativa das provaveis ATPases presentes na fracdo microsomal do
tecido branquial do Macrobrachium amazonicum recém capturado e aclimatado durante
10 dias a 21 %oS.

M. amazonicum Rio Tieté
Recém capturado  Aclimatado em 21 %0S

(Na*, K*)-ATPase 71 59
Ca?*-ATPase 4 14
Fosfatases 3 1
V(H*)-ATPase 14 -
F-ATPase 8 12
Na*- e/ou K*-ATPase 10 12

A auséncia de atividade da V(H")-ATPase no tecido branquial de M. amazonicum apds
a aclimatacdo, também foi verificada durante a aclimatagdo de uma outra populacdo de M.
amazonicum (Faleiros et al., 2010). A auséncia de atividade da enzima foi acompanhada de
uma expressao 4 vezes menor do RNA mensageiro da subunidade B da V(H")-ATPase
(Faleiros et al., 2010). Estagios larvais do M. amazonicum gque dependem da agua salobra para
se desenvolver também nado apresentaram atividade da V(H")-ATPase (Lucena et al., 2015).

Ja o caranguejo de agua doce D. pagei quando aclimatado em &gua salobra apresenta uma
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diminuicédo da atividade da V(H")-ATPase progressiva até 15 %oS, chegando a ser trés vezes
menor que os animais recém capturados, mantendo-se constante até salinidades de 21 %o
(Firmino et al., 2011). Pos-larvas do camardo estuarino Litopenaeus vannamei também
apresentaram diminuicdo da atividade da enzima em resposta ao aumento de salinidade (Pan
et al., 2007). Os caranguejos C. ornatus e Helice formosensis aclimatados a 21 e 5%oS,
respectivamente, apresentaram uma maior atividade da V(H")-ATPase em resposta a baixa
salinidade (Garcon et al., 2007; 2009; Tsai & Lin, 2007). Isto é condizente com a importancia
da V(H*)-ATPase na adaptacdo dos crustaceos ao ambiente dulcicola, sendo importante na
captacdo de Na* e CI" do meio diluido (Zare & Greenaway, 1998; Towle & Weihrauch, 2001;
Weihrauch et al., 2001; Lee et al., 2011; Freire & McNamara, 2012).

5.2. Caracterizacao cinética da V(H*)-ATPase de Macrobrachium amazonicum

A V(H")-ATPase presente no tecido branquial de crustaceos apresenta grande
importancia no processo de excrecdo de amonia (Weihrauch et al., 2002, 2004b; Bianchini et
al., 2008; Freire et al., 2008), no equilibrio &cido-base (Tresguerres et al., 2008) e na
adaptacdo ao ambiente dulcicola (Morris, 2001; Weihrauch et al., 2004b; Tsai & Lin, 2007;
Faleiros et al., 2010; Firmino et al., 2011; Lee et al., 2011; McNamara & Faria, 2012).

A localizacdo dos transportadores nas células do tecido branquial é de enorme
importancia para o entendimento de sua funcdo (McNamara & Faria, 2012). Caranguejos que
possuem a capacidade de suportar aclimatacdo em &gua doce apresentam distribuicdo da
V(H")-ATPase na membrana apical das branquias posteriores (Tsai & Lin, 2007), enquanto
aqueles que apresentam uma distribuicdo citoplasmatica da enzima ndo toleram a agua doce
(Weihrauch et al., 2001; 2002, 2004b; Tsai & Lin, 2007).

Em M. amazonicum, a superficie apical do epitélio lamelar branquial é altamente
ampliada por um extenso sistema de evaginacgdes, estando associada com as mitocondrias da
regido citoplasmatica subapical (Belli et al., 2009; Faleiros et al., 2010), 0 que permite o
aumento da area da membrana apical disponivel para a inser¢do de proteinas transportadoras
tais como V(H")-ATPase e o trocador HCO3/CI™ (Faleiros et al., 2010). A presenca da V(H")-
ATPase na membrana apical do epitélio lamelar branquial representa uma for¢ca motriz
independente da (Na*, K*)-ATPase para a absorcdo de ions Na* e ClI- do meio externo,
quando ocorre a hiper-regulagdo destes ions na hemolinfa (Onken, 1996; Towle et al., 1997,
McNamara & Lima, 1997; Zare & Greenaway, 1998; McNamara & Torres, 1999; Weihrauch
et al., 2004b; Faleiros et al., 2010; Lee et al., 2011; McNamara & Faria, 2012).
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A atividade V(H")-ATPase branquial foi identificada nas duas populacdes de M.
amazonicum recém capturados aqui estudadas, entretanto a aclimatacdo a 21 %S causou 0
desaparecimento da atividade V(H")-ATPase nos animais do Rio Tieté. Esse mesmo efeito ja
tinha sido verificado para uma outra populacdo de M. amazonicum (Faleiros et al., 2010).
Outros crustaceos de agua doce também apresentaram atividade V(H")-ATPase, tais como M.
amazonicum cultivado (Lucena et al., 2015), M. olfersii (Furriel et al., 2000), Eriocheir
sinensis (Onken & Putzenlechner, 1995; Morris, 2001) e D. pagei (Weihrauch et al., 2004b;
Firmino et al., 2011), embora esteja ausente em M. rosenbergii (Franca et al., 2013). Alguns
crustaceos que ndo habitam a dgua doce também apresentam atividade V(H")-ATPase, tais
como X. kroyeri (Leone et al., 2015a) e C. guanhumi (Farias et al., 2017). Por outro lado, C.
ornatus (Garcon et al., 2007), C. danae (Masui et al., 2002), C. symmetricus (Gongalves et al.,
2006) e G. cruentata (Moraes, 2019) ndo apresentam uma atividade V(H")-ATPase
apreciavel. O pH 6timo da V(H")-ATPase em crustaceos ocorre proximo a 7,5 (Onken &
Putzenlechner, 1995; Firmino et al., 2011; Lucena et al., 2015).

Na Tabela 17 estdo relacionados os parametros cinéticos encontrados para a V(H")-
ATPase de diferentes populacdes de M. amazonicum e do caranguejo de dgua doce D. pagei
recém capturado e aclimatado em alta salinidade. A atividade maxima da V(H")-ATPase do
tecido branquial de M. amazonicum do Rio Tieté é 60% maior do que da populagdo do Rio
Grande. A atividade da V(H")-ATPase dos animais capturados no Rio Tieté é proxima
daquelas encontradas em M. amazonicum recém capturado na Represa Santa Elisa (Faleiros et
al., 2010), E. sinensis (Onken & Putzenlechner, 1995; Morris, 2001), D. pagei (Firmino et al.,
2011) e do camardo marinho X. kroyeri (Leone et al., 2015a). Entretanto M. amazonicum
cultivado (Lucena et al., 2015) e M. olfersii (Furriel et al., 2000) apresentaram uma atividade
50% e 4 vezes maior do que o registrado para os animais do Rio Tieté, respectivamente. Ja o
C. guanhumi (Farias et al., 2017), o D. pagei aclimatado em 21 %0S (Firmino et al., 2011) e 0
caranguejo Uca formosensis (Tsai & Lin, 2007) apresentaram uma atividade V(H")-ATPase
menor que a de M. amazonicum do Rio Tieté.

A atividade da V(H")-ATPase branquial de M. olfersii (Furriel et al., 2000) é quatro
vezes maior que o valor encontrado para M. amazonicum selvagem (Faleiros et al., 2010; este
trabalho) e duas vezes maior que o valor relatado para M. amazonicum cultivado (Lucena et
al., 2015). Os resultados mostram uma menor dependéncia da atividade V(H")-ATPase em M.
amazonicum que em M. olfersii. O que sugere uma maior dependéncia de Oz no processo de
desaminacdo dos aminoacidos livres, que sdo fonte de NHs/NH4*, em M. amazonicum que em

M. olfersii, condizendo com o consumo 2,5 vezes maior de O, em M. amazonicum
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(McNamara & Moreira, 1987; Zanders & Rodrigues, 1992). Essa diferenca também sugere
uma maior importancia do antiporte Na*/NH4* da membrana apical das franjas das células
apicais na absorcdo de Na* em camar6es M. amazonicum que em M. olfersii (McNamara &
Lima, 1997).

A afinidade aparente da V(H")-ATPase pelo ATP (como MgATP) nas duas
populacdes aqui estudadas apresentam valores proximos entre si (0,27 + 0,04 mmol L para a
populacdo do Rio Tieté e 0,16 + 0,03 mmol L™ para os animais capturados no Rio Grande).
Uma afinidade similar foi encontrada para a enzima de M. amazonicum cultivado (Lucena et
al., 2015) embora populacfes de M. amazonicum selvagem (Faleiros et al., 2010) e D. pagei
aclimatado em 21 %S (Firmino et al., 2011) apresentaram uma afinidade 4 vezes maior do
gue os camardes do Rio Tieté, ja o D. pagei recém capturado apresenta afinidade ainda menor
pelo ATP (Firmino et al., 2011). Afinidades parecidas com as do M. amazonicum da Bacia do
Rio da Prata também foram encontradas para a V(H")-ATPase presente em rim de ratos (Sun-
Wada et al., 2005) e fungos (Nakano et al., 2008).

A afinidade pelo Mg?* também é parecida nas duas populacdes de M. amazonicum da
Bacia do Rio da Prata (Tabela 17), apresentando valores préximos aos de M. amazonicum
cultivado (Lucena et al., 2015). Outra populacao selvagem de M. amazonicum (Faleiros et al.,
2010) e D. pagei aclimatado em 21 %o0S (Firmino et al., 2011) apresentam uma afinidade um
pouco menor do que a aqui registrada, enquanto o D. pagei recém capturado apresenta
afinidade 4 vezes menor que 0 M. amazonicum (Firmino et al., 2011).

A estimulacdo pelo MgATP da atividade da V(H)-ATPase apresentou a mesma
afinidade nas duas condicdes estudadas, excesso de ATP e excesso de Mg?*, indicando que a
estimulagdo da enzima pelo MgATP é equivalente nas duas condi¢des. Para M. amazonicum
cultivado também ocorreram valores de afinidade muito préximos nas duas condicGes
(Lucena et al., 2015). Nessas condicdes o0s sitios para ATP, que ndo hidrolisam o nucleotideo
e sdo reportados como regulatérios (MacLeod et al., 1998; Vasilyeva et al., 2000; Forgac,
2007; Toei et al., 2010), aparentemente ndo tem efeito sobre os parametros cinéticos da
V(H")-ATPase branquial de M. amazonicum, contrastando com uma outra populacdo
selvagem de M. amazonicum (Faleiros et al., 2010) e o D. pagei (Firmino et al., 2011) que

apresentam uma afinidade maior pelo Mg?* do que pelo ATP.
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Tabela 17. Comparacédo dos parametros cinéticos para a estimulagdo da V(H*)-ATPase pelo ATP e Mg?* e inibicéo pela bafilomicina em
diferentes populac6es de crustaceos decapodes de agua doce.

Macrobrachium amazonicum selvagem

Rio Tieté? Rio Grande? Represa Santa Elisa®

Vme Kmdou Kié NH Vme Kmdou K& NH Vme Kos% ou K& nH
ATP 272+1,1 0,27 £ 0,04 1,1 16,7+17 0,16 £ 0,03 11 22,7+1,3 1,11+ 0,06 2,8
MgCl: 280+24 0,28 £ 0,05 12 174+13 0,14 + 0,02 1,1 233%+12 0,44 + 0,02 3,5
Bafilomicina - 351+1,1 - - 212+1,3 - - 3,97 +£0,32 -

M. amazonicum cultivadof Dilocarcinus pagei recém capturado? Dilocarcinus pagei em 21 %S¢
Vm© Kosd NH K¢ AV Kmd K¢ Vm© Kmd K¢

ATP 416+13 0,21+0,02 13 - 265+21 42+0.3 - 8,4+0,7 0,96+0,08 -
MgCl: 398+11 0,26+0,02 1,6 - 279+25 0,92+0,09 - 82+08 0,34+0,03 -
Bafilomicina - - 242+1,2 - - 57,1+5,8 - - 479+4,6

2 Este trabalho.

® Dados de Faleiros et al. (2010).

¢ Valores em nmol Pi mint mg* de proteina.
9 \Valores em mmol L.

¢ Valores em nmol L.

" Dados de Lucena et al. (2015).

9 Dados de Firmino et al. (2011)
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Outra caracteristica da V(H")-ATPase que € divergente entre as populacdes de M.
amazonicum aqui estudadas e da populacdo que habita uma represa, sdo as interacfes sitio-
sitio. Enquanto este estudo mostrou a auséncia de interacdes sitio-sitio, 0 M. amazonicum que
habita a Represa Santa Elisa (Faleiros et al., 2010) apresenta uma cinética cooperativa (Tabela
17), indicando que ocorre cooperatividade na ligacdo do nucleotideo nos trés sitios de
hidrélise da V(H*)-ATPase.

A ligacdo da bafilomicina na V(H")-ATPase ocorre na subunidade c, impedindo a
rotacdo do anel ¢ e bloqueando o transporte de prétons (Bowman et al., 2004; Wang et al.,
2005; Huss & Wieczorek, 2009). A inibicdo pela bafilomicina ocorreu através de uma curva
Unica apresentando uma constante de dissocia¢do inibidor-enzima maior nos animais do Rio
Tieté (K de 35,1 + 1,1 nmol L) comparada com a populagdo do Rio Grande (K; de 21,2 +
1,3 nmol L), valor que é préximo ao encontrado para o M. amazonicum cultivado (Lucena et
al., 2015). A outra populagdo selvagem de M. amazonicum apresenta uma afinidade aparente
maior pelo inibidor (Faleiros et al., 2010), enquanto a enzima de D. pagei apresenta uma

menor afinidade aparente pela bafilomicina (Firmino et al., 2011).

5.3. Caracterizacdo bioquimica da (Na*, K*)-ATPase de Macrobrachium amazonicum

A eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) das fragdes microsomais do tecido branquial
de M. amazonicum apresentou um padrdo complexo indicando a presenca de diversas
proteinas com diferentes massas moleculares, fato esperado por se tratar de uma fracdo
microsomal. Diferencas podem ser observadas no padrdo de coloracdo por prata,
principalmente no tecido branquial dos camardes aclimatados a 21 %S durante 10 dias,
sugerindo diferentes padrBes de expressdo de proteinas apds a aclimatacdo. Diferengas na
expressdo de proteinas apds a aclimatacdo em alta salinidade também j& foram verificadas
para M. olfersii (Mendonca et al., 2007) e uma outra populacdo de M. amazonicum (Belli et
al., 2009).

A andlise por Western blotting revelou uma Unica banda imunorreativa para a
subunidade a da (Na*, K*)-ATPase no tecido branquial dos camardes, sugerindo a expressao
de uma unica isoforma, sendo este resultado coerente com a inibicdo pela ouabaina da
atividade ATPase, que ocorreu através de uma curva Unica. Nos animais recém-capturados a
banda imunorreativa apresenta um valor de massa molar de aproximadamente 110 kDa, valor

similar ao encontrado para a subunidade a da (Na*, K*)-ATPase de outros crustaceos (Furriel
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et al., 2000; Masui et al., 2002, 2005; Lucu & Towle, 2003; Belli et al., 2009; Garcon et al.,
2007, 2009; Lucena et al., 2012; Franca et al., 2013; Leone et al., 2014; 2015b).

Ja o tecido branquial dos animais aclimatados em alta salinidade apresenta um
pequeno desvio na banda imunorreativa da subunidade o da (Na*, K¥)-ATPase, que pode ser
atribuido ao erro de cerca de 10% na determinagdo da massa molar por SDS-PAGE (Weber &
Osborn, 1969; Kaufmann et al., 1984). Entretanto, isto também pode ser indicativo de
expressdao de uma diferente isoforma desta subunidade apds a aclimatacdo em alta salinidade.
Esta hipotese é suportada pelas diferentes caracteristicas cinéticas da (Na*, K*)-ATPase nos
animais recém capturados e aclimatados (Tabela 15), bem como pelo rapido aumento da
expressio do RNAm da subunidade o seguido de um aumento da atividade da (Na*, KY)-
ATPase, relatado para outra populacdo de M. amazonicum (Faleiros et al., 2010). Duas
isoformas da subunidade o da (Na*, K")-ATPase foram identificadas em Artemia spp.
(Peterson et al., 1982; Cortas et al., 1989), D. pagei (Furriel et al., 2010) e C. sapidus (Lovett
et al., 2006). O sequenciamento desta subunidade no caranguejo eurialino Pachygrapsus
marmoratus identificou a existéncia de duas isoformas da subunidade a da (Na*, K*)-ATPase,
que se diferem entre si devido a uma insercdo de um segmento de 81 nucleotideos
(Jayasundara et al., 2007).

A relacdo entre a atividade ATPase da (Na*, K*)-ATPase e a intensidade da banda
imunorreativa da subunidade o da (Na*, K*)-ATPase na analise por Western blotting em
diferentes condi¢bes ndo esta bem estabelecida. Para C. sapidus (Lovett et al., 2006) e C.
ornatus (Garcon et al., 2009; Leone et al., 2015b) um aumento da intensidade da
imunorreacdo da subunidade a foi acompanhado por um aumento da atividade da (Na*, K*)-
ATPase. Entretanto para C. danae (Massui et al., 2005b; 2009) e C. symmetricus (Lucena et
al., 2012) o aumento da intensidade da banda ocorreu sem alteracdo na atividade ATPase da
(Na*, K")-ATPase.

Nas duas diferentes populacGes de M. amazonicum aqui estudadas, os animais recém
capturados apresentaram a mesma atividade (Tabela 13), porém a banda imunorreativa para a
subunidade a da (Na*, K*)-ATPase apresentada pelo tecido branquial dos camardes do Rio
Grande é mais intensa. A aclimatacdo dos camardes capturados no Rio Tieté provocou uma
diminuicdo da atividade da enzima (Tabela 15), que se refletiu na intensidade da banda na
analise de Western blotting, mas a imunolocalizacdo da subunidade a da (Na*, K*)-ATPase
néo sofreu alteragdo com a aclimatacdo (Figura 44).

Nos crustaceos, as branquias constituem um epitélio especializado, que apresenta

permeabilidade seletiva, tendo como funcao realizar trocas ibnicas e gasosas entre o ambiente
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e 0 meio extracelular dos animais, e sdo consideradas a principal estrutura responsavel pela
homeostase dos fluidos extracelulares (Péqueux, 1995). Diferentemente dos caranguejos
braquiuros, as branquias dos camarbes carideos ndo apresentam diferenciacdo entre as
branquias posteriores, ionorreguladoras, e branquias anteriores, respiratorias (Péqueux, 1995;
Lucu & Towle, 2003; Cieluch et al., 2007). Entretanto, tém se observado diferenciacdo dentro
de cada lamela branquial nestes camarfes, onde dois tipos de epitélios coexistem: regiGes
epiteliais delgadas, que sdo envolvidas em trocas gasosas e zonas axiais especializadas no
transporte de ions (Cieluch et al., 2005; Martinez et al., 2005; Belli et al., 2009; Faleiros et al.,
2010; Boudour-Boucheker et al., 2013).

Em M. amazonicum as branquias sdo do tipo filobranquais, tipo caracteristico dos
camardes carideos e dos caranguejos braquiuros (Taylor & Taylor, 1992; Péqueux, 1995). No
epitélio lamelar branquial de M. amazonicum, as células pilares apresentam franjas apicais
alongadas e delgadas, sendo que a hemolinfa flui através de dois compartimentos simétricos
existentes entre estas e as células do septo intralamelar (Belli et al., 2009; Faleiros et al.,
2010). As células do septo intralamelar de M. amazonicum apresentam extensas invaginacoes
na membrana plasmatica associadas a numerosas mitocondrias, caracteristicas de um epitélio
que realiza transporte ativo de ions (Towle & Kays, 1986; Taylor & Taylor, 1992; Péqueux,
1995). Entre as células do septo e as células pilares ocorre comunicagdo atraves de numerosas
juncdes interdigitadas que permitem a passagem de ions entre estas (Faleiros et al., 2010).

A imunolocalizagdo da subunidade o da (Na*, K*)-ATPase revelou a presenca da
enzima exclusivamente ao longo do septo intralamelar das branquias de M. amazonicum,
como jé relatado anteriormente para M. amazonicum (Leone et al., 2014; Pinto et al., 2016) e
M. rosenbergii (Franca et al., 2013). Em M. olfersii, as membranas deste apresentam uma
maior atividade da (Na*, K*)-ATPase do que outras regides das branquias (McNamara &
Torres, 1999). Tanto a distribuicdo quanto a intensidade da imunorreatividade para a
subunidade o da (Na", K")-ATPase ndo foram alteradas apds a aclimatacdo a 21 %S,
indicando que a regulacdo a longo prazo necessaria para a adaptacdo do M. amazonicum do
Rio Tieté em alta salinidade ndo envolve alterac6es na distribuicdo e quantidade de moléculas
da (Na*, K%)-ATPase presente no septo intralamelar. Porém a diminuicdo da atividade
ATPase da enzima e alteragBes na afinidade da enzima para Mg?*, K* e Na* (Tabela 15) estfo
envolvidas neste processo. Aclimatacdo de M. amazonicum em diferentes concentracdes de
amonia durante 72 horas também ndo causou alteragdes na distribuicdo da subunidade o da
(Na*, K")-ATPase embora tenham sido observadas alteracdes na atividade da enzima (Pinto et
al., 2016).
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M. amazonicum apresenta invaginacdes ao longo da membrana plasmaética nas células
do septo intralamelar, o que confere uma maior superficie de membrana permitindo que
ocorra a insercdo das proteinas de membrana como a (Na*, K*)-ATPase, e a presenca de
mitocondrias associadas permite que estes transportadores utilizem o ATP gerado por elas
(Falerios et al., 2010). A (Na*, K*)-ATPase presente nas invaginagdes das células do septo
geram um gradiente eletroquimico que dirige tanto a captacdo de Na* em meios diluidos
quanto a extrusdo de Na“® em meios concentrados (McNamara & Torres, 1999) estando,
portanto, envolvida tanto no processo de hiper- como no de hiporregulacdo de M.
amazonicum.

A atividade ATPase da (Na*, K)-ATPase branquial do M. amazonicum do Rio Tieté
se distribuiu em dois picos ao longo do gradiente de sacarose (10-50%). Fabri et al. (2019)
sugerem que a enzima pode se originar de dois locais distintos, possivelmente do septo
intralamelar e das células pilares (Freire & McNamara, 1995; McNamara & Lima, 1997),
como ja foi relatado para outros crustaceos (Furriel et al., 2010; Lucena et al., 2012).
Entretanto a imunolocalizacdo revelou que a (Na*, K")-ATPase esta restrita ao septo
intralamelar, como ja tinha sido observado anteriormente para 0 M. amazonicum cultivado
(Leone et al., 2014). Uma outra explicacdo seria a de que os dois picos se originam devido a
formacéo de fragmentos da membrana do septo intralamelar de tamanhos diferentes, que se
distribuem em pontos diferentes do gradiente de sacarose (Fabri et al., 2019).

Dois picos de atividade ao longo do um gradiente de sacarose também foram
verificados para M. rosenbergii (Franca et al., 2013), D. pagei (Furriel et al., 2010) e X.
kroyeri (Leone et al., 2015), contrastando com o pico Unico encontrado para M. olfersii
(Furriel et al., 2000), outras populagdes de M. amazonicum (Santos et al., 2007; Leone et al.,
2014), C. danae (Masui et al., 2009) e C. ornatus (Garc¢on et al., 2009).

5.4. Efeito do FXYD2 na atividade (Na*, K*)-ATPase de Macrobrachium amazonicum

Os peptideos da familia FXYD apresentam expressdo tecido-especifica e sdo
associados a regulacdo da (Na*, K*)-ATPase, modulando suas propriedades cinéticas bem
como sua estabilidade (Geering, 2008; Cirri et al., 2011; Mishra et al., 2011; Shindo et al.,
2011; Yoneda et al., 2013; Pirkmajer & Chibalin, 2019). Em mamiferos sdo expressas sete
proteinas FXYD, que apresentam de 43 a 51% de identidade entre si (Li & Langhans, 2015).

Elas estdo associadas a (Na*, K*)-ATPase e afetam a afinidade da enzima pelos ions Na* e K*
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ou os valores de Vv da enzima (Geering, 2005; 2006; 2008; Garty & Karlish, 2006; Clausen
et al., 2017; Pirkmajer & Chibalin, 2019).

A intera¢do dos peptideos da familia FXYD com a subunidade o da (Na*, K¥)-ATPase
ocorre atraves da alca transmembrana 9 (TM9) (Garty & Karlish, 2006; Geering, 2008; Morth
et al., 2007; Shinoda et al., 2009), sendo que os residuos Glu953, Fen949, Leu957 e Fen960
da subunidade o, o motivo FXYD e dois residuos de glicina altamente conservados dentro da
familia FXYD séo de extrema importancia para que essa interacdo ocorra (Morth et al., 2007;
Shinoda et al., 2009). Alguns peptideos da familia sdo potencialmente associados a regulacao
de outras P-ATPases, como a Ca?*-ATPase (Cortes et al., 2011) e a (H*, K")-ATPase
(Crambert et al., 2005; Delprat et al., 2007). Foram verificadas rea¢fes cruzadas na regulacéo
das ATPases por estas proteinas, indicando que aparentemente o sitio de ligacdo para as
proteinas FXYD ¢ altamente conservado dentro da familia das P-ATPases (Delprat et al.,
2006; Cortes et al., 2011).

O FXYD2 foi a primeira proteina da familia que foi associada a (Na*, K*)-ATPase,
bem como é a mais comumente encontrada associada a esta ATPase (Therien & Blostein,
2000; Crambert et al., 2004; Fizesi et al., 2005, Lubarski et al., 2007; Cortes et al., 2011;
Silva et al., 2012; Pirkmajer & Chibalin, 2019). O FXYD2 é um ativador da (Na*, K%)-
ATPase e em mamiferos é capaz de aumentar a velocidade maxima da enzima e modular a
afinidade por ions sddio, sem contudo afetar a afinidade pelo ATP (Forbush et al., 1978;
Arystarkhova et al., 1999; Pu et al., 2001; Cortes et al., 2006; Geering, 2006; 2008).

A expressdo de RNAm de diferentes proteinas da familia FXYD no tecido branquial
de peixes é alterada pelo desafio osmético enfrentado por estes animais, 0 que mostra a
importancia destas proteinas no processo osmorregulatério (Tipsmark, 2008; Wang et al.,
2008; Yang et al., 2013). A presenca de um peptideo da familia FXYD em crustaceos foi
identificado pela primeira vez por Silva et al. (2012) no tecido branquial do caranguejo C.
danae. Similarmente ao que ocorre com o FXYD2 de mamiferos, a proteina de crustaceo
também é passivel de fosforilagdo pela proteina quinase A, indicando que a fosforilacdo pode
ser importante na regulacdo no processo osmorregulatorio (Silva et al., 2012).

A presenca do peptideo FXYD2 exdgeno foi responsavel por estimular a atividade da
(Na*, K*)-ATPase branquial de C. danae em 40% (Silva et al., 2012). Para o U. cordatus a
estimulacdo foi de aproximadamente 25% em condic¢des de hiporregulacdo ou em condicéo
isosmoética da hemolinfa com o ambiente externo, entretanto quando exposto a baixa

salinidade (hiperregulagéo) esta estimulagéo foi de 80% (Lucena et al., 2019b).
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A presenca de FXYD2 exdgeno provocou um aumento de aproximadamente 15% na
atividade ATPase da (Na*, K")-ATPase branquial de M. amazonicum recém capturado,
qguando o animal esta hiperregulando o conteudo de sua hemolinfa, um valor muito inferior ao
registrado para o U. cordatus nestas condi¢cdes (Lucena et al., 2019b). J& para os animais
aclimatados em 21 %oS a estimulagdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase foi maior do que
40%, proxima ao registrado para C. danae (Silva et al., 2012).

A estimulacdo pelo peptideo exd6geno na atividade da (Na*, K*)-ATPase branquial de
crustaceos decapodes apresentar variagdo com o ambiente osmotico de aclimatacdo (Lucena
et al., 2019b; este trabalho) pode ser de uma grande importancia no processo osmorregulatério
destes animais, como verificado para peixes (Tipsmark, 2008; Wang et al., 2008; Yang et al.,
2013). Sendo que a possivel presenca de peptideos da familia FXYD no tecido branquial de
M. amazonicum, indicada pela Figura 46, pode ser um importante mecanismo de regulacédo da
(Na*, K")-ATPase na adaptacdo em diferentes ambientes osmaticos para este camarédo.

A (Na*, K*)-ATPase é responsavel por dirigir energeticamente o processo de excrecao
de amdnia em diversos crustaceos (Lucu et al., 1989; Weihrauch et al., 1998, 1999; Masui et
al., 2005; Garcon et al., 2007; Leone et al., 2017) e muitos crustaceos apresentam estimulacéo
sinérgica pelos ions amonio e potassio (Holliday, 1985; Masui et al., 2005; Leone et al., 2014;
2015; 2017). A estimulagdo sinérgica pelos ions potéssio e amonio da atividade ATPase da
(Na*, K)-ATPase branquial de M. amazonicum recém capturado no Rio Tieté e no Rio
Grande foi de apenas 8%, que também foi registrado em D. pagei (Furriel et al., 2010) e X.
kroyeri (Leone et al., 2015). Ja para os animais aclimatados em alta salinidade (18,2%) foi
duas vezes maior que este valor, ainda sendo menor do que o registrado para outras
populacbes de M. amazonicum (Santos et al., 2007; Leone et al., 2014) e outros crustaceos
(Masui et al., 2002; 2005; Goncalves et al., 2006; Garcon et al., 2007; 2009; 2013; Lucena et
al., 2012; Franca et al., 2013), que geralmente apresentam estimulac@es sinérgicas superiores
a 30%.

O FXYD2 exogeno néo alterou a velocidade maxima da (Na*, K*)-ATPase branquial
de C. danae na estimulacdo pelo NH4*, na auséncia de K*. Entretanto a afinidade da enzima
pelo NH4" aumentou cerca de 10 vezes (Silva et al., 2012). Porém a fosforilacdo pela proteina
quinase A enddgena do FXYD2 de C. danae provoca uma estimulagdo da atividade (Na,
K*)-ATPase, que pode ser relevante para a participacdo da (Na*, K*)-ATPase na excrecdo de
amoOnia através da branquia deste animal (Silva et al., 2012).

A estimulacdo pelo FXYD2 exdgeno, na presenca de ions amoénio, da atividade

ATPase da (Na", K")-ATPase branquial de M. amazonicum sofreu um aumento de
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aproximadamente 10% em relacdo a atividade na presenca de apenas ions amonio (com K*
saturante), tanto para os animais recém capturados quanto para os animais aclimatados em
alta salinidade. 1sso pode indicar que a presenca de um peptideo da familia FXYD no tecido
branquial de M. amazonicum (Figura 46) pode ser importante na excrecdo de amonia, como

visto para C. danae (Silva et al., 2012).

5.5. Efeito de quinases na atividade (Na*, K*)-ATPase de Macrobrachium amazonicum

A proteina quinase ativada por CAMP (PKA) e a proteina quinase ativada por Ca?*
(PKC) séo as proteinas envolvidas na fosforilagdo de transportadores mais bem estudadas, e
ambas tém como alvos residuos de serina e treonina e podem afetar tanto a atividade da
bomba diretamente como a sua distribuicdo (Chibalin et al., 1999; Al-Khalili et al., 2004;
Poulsen et al., 2010a; Pirkmajer & Chibalin, 2019). A regulacédo por fosforilagéo é importante
para a (Na*, K*)-ATPase e representa uma ligacdo da acdo de diversos hormonios e a
atividade da enzima (Bertorello & Katz, 1993; Therien & Blostein, 2000; Poulsen et al.,
2010a; Pirkmajer & Chibalin, 2019).

A subunidade o da (Na*, K")-ATPase apresenta diversos sitios de fosforilacdo
(Poulsen et al., 2010a; Pirkmajer & Chibalin, 2019). A proteina quinase C (PKC) é associada
a fosforilacdo do residuo Serl18 da subunidade o da (Na*, K*)-ATPase (Vasilets et al., 1990;
Middleton et al., 1993; Freschenko & Sweadner, 1995; Pirkmajer & Chibalin, 2019),
enquanto a proteina quinase A (PKA) est4 envolvida com a fosforilagdo do residuo Ser943
(Poulsen et al., 2010a). Entretanto esta fosforilacdo in vitro sé ocorre na presenca de Triton X-
100 (Freschenko & Sweadner, 1994; Kurihara et al., 2000; Poulsen et al., 2010a).

A presenca de peptideos da familia FXYD é uma outra importante ligacdo entre
regulacdo hormonal e a (Na*, K*)-ATPase, ja que hormonios podem modular a interacdo entre
essas moléculas, além de regular a expressdo de peptideos da familia FXYD (Pirkmajer &
Chibalin, 2019). Todos os peptideos da familia FXYD possuem um sitio de fosforilacéo,
entretanto muitas vezes é dificil relacionar a fosforilacdo destes sitios com a regulacdo da
(Na*, K)-ATPase (Mahmmoud et al., 2000; Sweadner & Rael, 2000; Yamaguchi et al., 2001;
Crambert et al., 2004; Cortes et al., 2006; 2011; Silva et al., 2012; Tipsmark, 2008; Pirkmajer
et al., 2017). A regulacdo por fosforilagcdo da (Na*, K¥)-ATPase esta comprovada apenas para
FXYD1 e FXYD3/4 (Palmer et al., 1991; Mahmmoud et al., 2000, 2003; Crambert et al.,
2002; Cornelius et al., 2005; Despa et al., 2005; Pirkmajer & Chibalin, 2019).
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A associagdo do FXYD1 com a (Na*, K*)-ATPase provoca a diminuicao da afinidade
pelo Na* (Crambert et al., 2002), porém a fosforilacdo dos residuos de serina (Ser63 e Ser68),
realizada por PKA ou PKC, provoca um aumento da afinidade pelos ions sodio (Walaas et al.,
1994; Despa et al., 2005; Bibert et al., 2008; Fuller et al., 2009; Han et al., 2010), o que liga
diretamente a regulacdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase realizada pelo peptideo FXYD1
com a acdo de hormonios que ativam estas quinases (Walaas et al., 1994; Pirkmajer &
Chibalin, 2019).

A fosforilacdo da (Na*, K")-ATPase branquial de M. amazonicum pelas proteinas
quinase A e C enddgenas, na auséncia de Triton X-100, ndo resultou na fosforilacdo da
subunidade a da (Na*, K¥)-ATPase, sendo que foi verificada apenas a fosforilacdo para uma
proteina da familia FXYD (Figura 46). A proteina da familia FXYD presente no tecido
branquial de C. danae também ¢é sensivel a fosforilacdo pela PKA, bem como o FXYD2 de
mamifero (Cortes et al., 2011; Silva et al., 2012). A (Na*, K")-ATPase branquial de U.
cordatus também é sensivel a fosforilacdo pelas proteinas quinases, sendo que na presenca de
Triton X-100, a fosforilagdo pela PKA ocorre tanto na subunidade o quanto no peptideo
FXYD, porém apenas a subunidade a ¢ fosforilada pela PKC (Lucena et al., 2019b). A
fosforilagcdo mais intensa da (Na*, K*)-ATPase branquial de M. amazonicum quando exposto
a menores salinidades também foi verificada para U. cordatus (Lucena et al., 2019b).

A fosforilagdo da (Na*, K*)-ATPase branquial do M. amazonicum recém capturado
pela PKA enddgena apresentou pouco efeito na atividade ATPase (estimulacdo de apenas
7%), porém para 0s animais aclimatados em alta salinidade a fosforilagdo pela PKA causou
uma inibicdo de 85% da atividade ATPase da (Na*, K*)-ATPase. A diferenca do efeito da
fosforilacdo pela proteina quinase A na atividade da enzima nas duas condigdes pode ser um
importante mecanismo regulatério da (Na*, K*)-ATPase para a manutencdo da osmolaridade
da hemolinfa do M. amazonicum em altas salinidades. Para o caranguejo U. cordatus também
foi verificada alteracdo no efeito de diferentes quinases com a aclimatacdo em diferentes
salinidades (Lucena et al., 2019b).

Ja a fosforilacdo da enzima pela PKC foi responsavel pela diminuicdo de 50 e 40% da
atividade da (Na*, K*)-ATPase para os animais recém capturados e aclimatados em alta
salinidade, respectivamente. Diferente do visto para a PKA, a inibicdo da atividade ATPase
da (Na*, K*)-ATPase branquial de M. amazonicum é mais proxima nas duas condicdes
osmaticas estudadas, indicando que uma regulacdo hormonal através de uma cascata que ative
a fosforilacdo da (Na*, K*)-ATPase pela PKC pode ser importante para este camardo nos

diferentes desafios osmoticos (Therien & Blostein, 2000).
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A caracterizacdo cinética da (Na*, K*)-ATPase do tecido branquial de Macrobrachium
amazonicum da Bacia do Rio da Prata (Parana-Paraguai) mostrou grande semelhanca para as
duas populacGes aqui estudadas, porém divergindo consideravelmente de outras populacdes
estudadas anteriormente, mostrando a proximidade adaptativa destas duas populacdes.

A aclimatagdo do camardo M. amazonicum em salinidade de 21 %0 durante 10 dias
provocou uma diminuicdo na atividade da (Na*, K*)-ATPase e alterou a afinidade da enzima
por alguns de seus moduladores. Indicando que quando exposto a altas salinidades o M.
amazonicum altera a regulacdo deste transportador, seja através da expressao de uma diferente
isoenzima da (Na*, K*)-ATPase ou de outros mecanismos regulatorios.

As participagdes da (Na*, K*)-ATPase e V(H")-ATPase na atividade ATPase total
foram maiores nos animais recém capturados, mostrando mais uma vez a importancia destas
bombas no processo de invasdo do ambiente dulcicola pelos crustaceos decapodes.

A caracterizacdo da atividade ATPase da V(H")-ATPase revelou uma velocidade
maxima préxima para as duas populacdes, entretanto as afinidades pelos moduladores da
enzima foram levemente distintas entre si.

Apenas uma isoforma da subunidade a da (Na*, K*)-ATPase é expressa no tecido
branquial de M. amazonicum da Bacia do Rio da Prata (Parana-Paraguai), porém para 0s
animais aclimatados pode ocorrer a expressao de uma isoforma diferente do que para 0s
animais recém capturados.

A adaptacdo em longo prazo do camardo em alta salinidade ndo envolve a alteracao na
distribuicdo da (Na®, K*)-ATPase nas branquias do M. amazonicum. Mostrando que a
adaptacdo destes animais a alta salinidade ndo depende da disponibilidade da enzima na
membrana celular.

A (Na*, K*)-ATPase branquial de M. amazonicum apresenta um sitio para ligacdo de
peptideos da familia FXYD, e a atividade da enzima dos animais aclimatados apresenta uma
maior estimulacdo na presenca do peptideo FXYD2 exdgeno, o que indica uma grande
importancia desses peptideos no processo osmorregulatorio deste animal.

As proteinas quinases A e C endogenas realizam a fosforilagdo de uma proteina da
familia FXYD presente na fracdo microsomal do tecido branquial de M. amazonicum. Isto
provoca a alteracdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase de forma distinta em animais expostos
a diferentes salinidades. Mostrando um importante mecanismo regulatorio da atividade da

enzima realizado por estas quinases.
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