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RESUMO

MORAES, C.M. Goniopsis cruentata: caracterizacdo cinética e bioguimica da (Na*, K*)-
ATPase do tecido branquial e andlise da sequéncia de RNAmM. 125p. Dissertacdo de Mestrado
- Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - Departamento de Quimica -
Universidade de S&o Paulo. 2019.

Este estudo apresenta as propriedades cinéticas e moleculares da (Na*, K*)-ATPase do tecido
branquial do G. cruentata, trazendo informagdes que contribuem para uma melhor compreensao das
adaptacdes fisiologicas e bioguimicas associadas a ocupacdo de diferentes ambientes pelos
crustaceos. A andlise por Western Blotting na presenca de anticorpo monoclonal para a subunidade
a da (Na*, K*)-ATPase confirmou a presenca da enzima na fracdo microsomal. A marcagdo imuno-
histoquimica da (Na*, K*)-ATPase nas branquias posteriores revela que a enzima esté distribuida
predominantemente na regido apical das células pilares. A centrifugagdo em gradiente de sacarose
indicou a presenca de um Unico pico de atividade (Na*, K*)-ATPase, embora dois picos de proteina
tenham sido observados para a atividade insensivel a ouabaina. A modulacdo da atividade (Na*, K*)-
ATPase de G. cruentata recém-capturado (21%.S) pelo ATP ocorreu através de duas familias de
sitios, uma de alta afinidade com Vu= 153,4 + 7,7 nmol Pi min® mg™ de proteina, Ky= 0,013 +
0,0006 mmol L* e ny = 1,3, e outra de baixa afinidade com V= 186,0 + 9,3 nmol Pi min™* mg*de
proteina, Ky= 0,085 + 0,004 mmol L e ny= 3,0. Uma atividade basal de aproximadamente 140 nmol
Pi min't mg? de proteina foi observada em baixas concentragdes de ATP (10° mmol L?). Em
condigBes estequiométricas de Mg?* e ATP apenas a familia de baixa afinidade ATP foi observada,
apresentando V= 443,0 + 22,1 nmol Pi min? mg™ de proteina, Knm= 0,06 + 0,003 mmol L e ny=
4,0. Os resultados sugerem que excesso de Mg?* atua como um modulador alostérico e estimula o
aparecimento da familia de alta afinidade pelo ATP. A atividade (Na*, K*)-ATPase dos animais
aclimatados também foi estimulada através de duas familias de sitios ATP em todas as salinidades
estudadas. Os ions magnésio estimularam a atividade da (Na*, K*)-ATPase através de uma Unica
curva de saturacéo, com V= 425,9 + 25,5 nmol Pi min't mg™ de proteina, Km= 0,16 + 0,01 mmol L
L e ny= 2,6. De forma similar, a atividade (Na*, K*)-ATPase foi estimulada pelo Na* (Vu= 425,0 +
23,4 nmol Pi min* mg*de proteina, , Ky=5,1+ 0,3 mmol L e ny=1,5), K* (Vm=485,3 + 24,3 nmol
Pi min't mg*de proteina, Ku= 0,9 + 0,05 mmol L e ny =1,5) e NHs* (V= 497,4 + 24,9 nmol Pi
min* mg™ de proteina, Ku= 9,7 £ 0,5 mmol L e ny= 1,2). A enzima € inibida pela ouabaina com
Ki= 196,6 + 9,8 umol L*. Além da (Na*, K*)-ATPase, foram identificadas na fracdo microsomal
Na*-, K*- e Ca?*-ATPases além de fosfatases neutra e alcalina. Embora a osmolalidade da hemolinfa
dos animais aclimatados ndo variou significativamente, os caranguejos hiperregulam em baixas
salinidades e hiporregulam em salinidades mais altas. Uma expressao significativa da subunidade o
da (Na*, K*)-ATPase foi observada durante a aclimatagdo a 10 %S enquanto para salinidades mais
elevadas (20, 30 e 40 %0S) ndo ocorreu uma diferenca significativa na expressdo. Na presenca de
NH.* a atividade da (Na*,K*)-ATPase foi estimulada ~6% e, de maneira inesperada, inibida ~25%
na presenca de FXYD2. Entretanto, na presenca de NH4* e FXYD2 ocorreu uma estimulacéo de
~10%, sugerindo que o sitio de ligagcdo do peptideo FXYD2 requer a presenca de NH4* para ser
exposto. A adicdo de AMPc (estimulador da PKA) e PMA (estimulador da PKC) acarretou a
fosforilagdo da subunidade a da (Na*, K*)-ATPase, sugerindo que a fracdo microsomal também
apresenta PKA e PKC endogenas. A eletroforese em condigdes desnaturantes confirmou a
fosforilagdo da subunidade o da (Na*, K*)-ATPase pela PKA. Além disso ficou demonstrado que a
fracdo microsomal apresenta o peptideo FXYD2, uma vez que foi observada uma banda fosforilada
de aproximadamente 7 kD.



ABSTRACT

MORAES, C.M. Goniopsis cruentata: kinetic and biochemical characterization of the
gill tissue (Na*, K*)-ATPase and its RNAmM sequence analysis. 125p. Dissertacdo de
Mestrado - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - Departamento
de Quimica - Universidade de Sdo Paulo. 2019.

This systematic study of the kinetic and molecular properties of G. cruentata (Na*, K¥)-
ATPase of the gill tissue disclosed information that contributes to a better understanding of
the physiological and biochemical adaptations associated to the occupation of different
environments by crustaceans. Western Blotting analysis in the presence of a monoclonal
antibody against the a subunit of (Na*, K*)-ATPase confirmed the presence of the enzyme
in the microsomal fraction. Immunohistochemical analysis confirmed that gill (Na*, K*)-
ATPase of G. cruentata is predominantly distributed in the apical region of pillar cells.
Sucrose gradient centrifugation indicated the presence of a single protein peak showing (Na™,
K*)-ATPase activity while two different protein fractions were observed for ouabain-
insensitive activity. (Na*, K*)-ATPase activity is modulated by ATP by two ATP binding
site families. One of high affinity with VVm= 153.4 + 7.7 nmol Pi min"t mg™* protein, K=
0.013 +0.0006 mmol Lt and ny = 1.3 and a low-affinity with Viy= 186.0 + 9.3 nmol Pi min’
' mg? protein, Km= 0.085 + 0.004 mmol L and ny= 3.0. Interestingly, a basal activity of
Vm= 140 nmol Pi min"t mg protein was observed at low concentrations of ATP (10° mmol
L1). However, under stoichiometric condition of ATP and Mg?* only a low-affinity family
of sites was observed (V= 443.0 + 22.1 nmol Pi min't mg™ protein, Km= 0.06 + 0.003 mmol
L and nw= 4.0) suggesting that excess Mg?* is an allosteric modulator of the enzyme and is
responsible for triggering the high-affinity ATP binding sites. The (Na*, K*)-ATPase activity
of the acclimated animals was also stimulated by two ATP binding site families in all
salinities studied. Magnesium ions also stimulated the (Na*, K*)-ATPase activity (Vm=
425.9 + 25.5 nmol Pi min mg?! protein, Km= 0.16 + 0.01 mmol L™ and ny= 2.6), as well
as by Na* (Vm= 425.0 + 23,4 nmol Pi min® mg™ protein, Ku= 5.1 + 0.3 mmol L and nu=
1.5), K* (Vw= 485.3 + 24.3 nmol Pi min*t mg* protein, Km= 0.9 +0.05 mmol L™ and ny =
1.5) and NH4* (Vm= 497.4 + 24.9 nmol Pi min™t mg™ protein, Km=9.7 £ 0.5 mmol Lt e np=
1.2). Ouabain inhibited (Na*, K*)-ATPase activity with Ki= 196.6 + 9.8 umol L. ATPases
other than (Na*,K*)-ATPase were identified in microsomal preparation such as Na*-, K*-
and Ca®*-ATPase, along with neutral and alkaline phosphatases. Hemolymph osmolality did
not change after acclimation to different salinities, but crabs hyper-regulate at low salinities
and hypo-regulate at higher salinities. At low salinities (10 %0S) a significant expression of
(Na*, K*)-ATPase o subunit was observed, but no significant difference in expression was
observed in salinities higher than 10 %oS. In the presence of NH4", (Na*, K*)-ATPase activity
was stimulated ~6% and inhibited ~25% by FXYD2. However, the presence of NH4* and
FXYD2 stimulated the protein ~10%, suggesting that for the binding site for FXYD2 peptide
to be exposed and passive to binding requires the presence of NH4". The addition of CAMP
(PKA stimulator) and PMA (PKC stimulator) resulted in the phosphorylation of (Na*, K*)-
ATPase o subunit suggesting that the microsomal fraction also has endogenous PKA and
PKC. The electrophoresis under denaturing conditions has confirmed the phosphorylation of
(Na*, K")-ATPase a subunit by PKA. In addition, it has also been demonstrated that the
microsomal fraction has the FXYD2 peptide since a phosphorylated band of approximately
7 kDa was observed.



ABREVIATURAS

AMPc: 35 -adenosina-monofosfato-ciclico

ADP: adenosina 5 difosfato

ATP: adenosina 5 trifosfato

ATPase: adenosina 5 trisfosfatase

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato

DMSO: dimetilsulféxido

DTT: ditiotreitol

DNA: &cido desoxirribonucleico

EDTA: &cido etilenodiamino-tetra acético

FEP: fosfoenolpiruvato

FGQ: fosfoglicerato kinase

GAF: 3-fosfogliceraldeido

GAFDH: gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase

H89: N-[2-p-bromocinnamylamino-etil]-5-isoquinolinesulphonamide
Hepes: acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-etanol sufénico
Kwm: constante de Michaelis-Menten

Ki: constante de inibigéo

Ko,s: constante de dissociagao aparente

LDH: lactato desidrogenase

nw: numero de Hill

NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida)
NAD?: nicotinamida adenina dinucleotideo (forma oxidada)
NBT: nitroblue tetrazolium

Pi: fosfato inorganico

PA: acido fosfatidico

PC: fosfatidilcolina

PE: fosfatidiletanolamina

PG: fosfatidilglicerol

Pi: fosfato inorganico

PI: fosfatidilinositol

PKA: proteina kinase A

PKC: proteina kinase C



PMA: Phorbol-12-Myristate-13-Acetate

PQ: piruvato kinase

gPCR: reacdo em cadeia de polimerase em tempo real
Che: querelitrina

PS: fosfatidilserina

RNAmM: acido ribonucleico mensageiro

SDS: dodecil sulfato de sodio

TEA: trietanolamina

Tris: tris-(hidroximetil) aminometano
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1. INTRODUCAO



1.1. O caranguejo Goniopsis cruentata

A ordem Decapoda constitui 0 maior grupo dentre os crustdceos com mais de 15.000
espécies descritas e distribuidas em quase 2.800 géneros (DE GRAVE et al., 2009). A
maioria desses géneros (80 %) é formada por animais marinhos, uma parcela menor (18%)
é de 4gua doce e estuarino, e uma pequena minoria (2%) é representada por formas terrestres
e semi-terrestres (DE GRAVE et al., 2009). A infra-ordem Brachyura (Brachy = curto; uros
= cauda), que engloba siris e caranguejos, apresenta cerca de 7.250 espécies descritas
(DAVIE et al. 2015). Trata-se de um grupo de grande interesse biologico, econémico e
social, além de se destacar como fundamental na dindmica das relagdes estabelecidas nos
mais diversos ecossistemas do litoral brasileiro (BOWMAN & ABELE, 1982). Entre os
Brachyura, destaca-se a familia Grapsidae com 44 espécies agrupadas em 8 géneros (DAVIE
et al., 2015) onde esté incluido o género Goniopsis que apresenta trés espécies: Goniopsis
cruentata (LATREILLE, 1803), Goniopsis pelii (HERKLOTS, 1851) e Goniopsis pulchra
(LOCKINGTON, 1876) (MELO, 1996).

A espécie Goniopsis cruentata (Painel 1) ou ““maria mulata/aratu™ é um caranguejo
que se distribui no Atlantico Ocidental desde a Florida (EUA) até préximo ao estado de
Santa Catarina (Brasil). Necessitam de 4gua para sobreviver sendo incapazes de se manterem
vivos por mais de 48 horas fora da agua (ZANDERS, 1978). Este caranguejo semi-terrestre
¢ comumente encontrado em manguezais habitando fendas, troncos caidos e raizes de
arvores, assim como andando sobre a matéria organica (ZANDERS, 1978). Essa espécie é
encontrada em salinidades que variam entre 6 e 33%0 (MARTINEZ, 1989) e sua coloragéo
varia entre avermelhada, arroxeada ou marrom-escura, algumas vezes com pequenas
manchas de diferentes tonalidades (SANTOS et al., 2007). Estes animais sdo extremamente
ageis e apresentam um cefalotérax com comprimento médio estimado entre 3,03 cm para as
fémeas e 3,16 cm para os machos (SANTOS et al., 2007).

Estudos sobre a morfologia das branquias de G. cruentata demonstraram a presenca
de nove pares de branquias do tipo filobranquiadas. As branquias de numero 1, 2, 3 e 9 sdo
muito pequenas, quase vestigiais, e diferem notavelmente na morfologia quando comparadas
com os demais pares de branquias. As células epiteliais das branquias anteriores apresentam
um pequeno numero de mitocondrias e uma estrutura intracelular que néo é alterada em
resposta a aclimatacdo a diferentes salinidades. Ja as células epiteliais das branquias

posteriores, ricas em mitocondrias, apresentam alteracdes morfoldgicas em resposta a
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aclimatacdo a diferentes salinidades possivelmente estando relacionadas com a capacidade
regulatoria deste animal (MARTELO & ZANDERS, 1986).

Painel 1. Goniopsis cruentata adulto recém capturado. (MORAES, C.M., arquivo
pessoal).

A estrutura do epitélio branquial de G. cruentata é similar a de outros crustaceos
(MARTELO & ZANDERS, 1986). Dessa forma, apesar de existirem detalhes na micro-
anatomia e na ultraestrutura que variam de uma espécie para outra, a morfologia basica das
branquias é similar nos crustaceos em geral (TAYLOR & TAYLOR, 1992; PEQUEUX,
1995). As branquias sdo compostas por estruturas multilamelares onde cada lamela é
envolvida por uma camada cuticular. O exterior das branquias é banhado pela agua do
ambiente e o seu interior é preenchido com hemolinfa (MARTELO & ZANDERS, 1986;
TAYLOR & TAYLOR, 1992; PEQUEUX, 1995; ONKEN & RIESTENPATT, 1998). A
superficie apical das células epiteliais estd em contato com o meio externo e apresenta um
sistema bem desenvolvido de dobras formando microvilos com 0,6 a 1 pum de espessura, 0S
quais aumentam a superficie de contato com o meio ambiente. Banhada pela hemolinfa, a
superficie basolateral dessas células apresenta um grande numero de invaginacdes
associadas a mitocondrias (COPELAND, 1968; MARTELO & ZANDERS, 1986;

PEQUEUX, 1995). A este sistema de mitocondrias associadas as invaginacdes ¢ dado o
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nome de “bombas mitocondriais”, que ¢ caracteristico de epitélios transportadores de ions
(COPELAND, 1968; PEQUEUX, 1995).

Segundo Zanders (1978), em animais aclimatados em agua do mar (33%oS) as
concentracOes de Na*, K* e CI- na hemolinfa sdo mantidas um pouco mais baixas em relacéo
ao meio externo e a distribuicdo desses ions possivelmente ocorre de forma passiva entre
esses dois meios, ou ainda por hiporregulagdo da hemolinfa. Quando esses animais séo
aclimatados em salinidades inferiores a 25%o, ocorre hiperregulagdo de Na*, K™ e CI" na
hemolinfa e os niveis desses ions tendem a diminuir a medida que o meio externo torna-se
mais diluido. Em contraste com outros animais, em G. cruentata a concentragdo i6nica da
hemolinfa ¢ mantida relativamente constante quando esses caranguejos capturados a 33 %oS
sdo aclimatados a 2%oS. Nesse caso, ocorre uma diminuicdo de 18 e 13% na concentracdo
de Na* e CI respectivamente. Esse fato classifica esse caranguejo como regulador forte.
Desta forma, essa espécie deve ter um mecanismo de regulagdo osmotica e idnica
extremamente eficiente e de rapida resposta, capaz de manter uma grande diferenca de
concentracdo entre a hemolinfa e 0 meio externo, o0 que a torna uma espécie bem adaptada

para viver em ambiente de mangue (ZANDERS, 1978).

1.2. Osmorregulacdo nos crustaceos

Crustacea constitui um dos maiores grupos entre os Arthropoda, com cerca de 68.000
espécies descritas (BRUSCA et al., 2016). Os primeiros crustaceos surgiram no mar ha
aproximadamente 600 milhGes de anos e ainda hoje constituem um grupo essencialmente
marinho (BARNES, 1990). Entretanto, ao longo da evolucao alguns grupos de crustaceos
invadiram ambientes de salinidades inferiores a da &gua do mar, tais como estudrios, rios e
lagos (SCHUBART et al., 1998). Ao invadir meios diluidos os crustaceos enfrentam influxo
osmotico de agua e perdas de sal por difusdo através de superficies permeaveis, alterando,
portanto, o volume e a composi¢do dos fluidos corporais destes animais e para reabsorver
Na*, estes animais se utilizam das branquias posteriores (PEQUEUX, 1995; OKEN e
RIESTENPATT, 1998; LUCU ET AL., 2000; KIRSCHNER, 2004). Desta forma, a variagao
da salinidade é o fator abi6tico mais importante em relacdo a sobrevivéncia do animal em
diferentes ambientes, visto que o animal depende de adaptagdes fisiologicas,
comportamental, morfoldgicas e bioquimicas, sendo a osmorregulacdo uma da mais
importantes (ANGER, 1995).
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Os crustaceos podem ser classificados como estenoalinos ou eurialinos devido a sua
capacidade de sobrevivéncia em diferentes salinidades (RANDALL et al., 2000;
PEQUEUX, 1995). Os estenoalinos ndo conseguem sobreviver em ambientes onde ocorrem
grandes variagdes da salinidade, diferente dos eurialinos que suportam grandes variagdes de
salinidade. Com relacdo a variacdo da osmolalidade da hemolinfa comparada a do meio
externo, 0s crustaceos sdo classificados como osmoconformadores ou osmorreguladores
(PEQUEUX, 1995; LUCU & TOWLE, 2003; FREIRE et al., 2008). Os osmoconformadores
mantém a osmolalidade da hemolinfa muito proxima a do ambiente enquanto o0s
osmorreguladores controlam ativamente a concentragdo salina da hemolinfa,
independentemente da concentracdo salina do ambiente. Os crustdceos podem ser
classificados ainda como hiperreguladores e hiporreguladores (PEQUEUX, 1995;
KIRSCHNER, 2004), que diz respeito a sua capacidade de controlar a saida e/ou entrada de
sais do seu organismo de acordo com a salinidade do ambiente. Os crustaceos marinhos
geralmente sdo osmoconformadores e estenoalinos, enquanto as espécies que colonizaram
com sucesso a agua doce e estuarios apresentam graus variados de eurialinidade, além de
mecanismos eficientes de hiperosmorregulacdo (PEQUEUX, 1995; ONKEN &
MCNAMARA, 2002; LUCU & TOWLE, 2003).

Um exemplo da adaptacdo dos crustaceos em diferentes habitats é a tolerancia a
salinidade (SAEZ et al., 2009). Quando a salinidade do ambiente varia, a expressdo e/ou
atividade da (Na*, K*)-ATPase é afetada (MARSHALL, 2002; EVANS et al., 2005; SAEZ
et al.,, 2009; MORAES, et al., 2020 — em fase de publicacdo). Os crustaceos possuem
estratégias variadas para se adaptar a diferentes salinidades e, uma das estratégias € a
variacdo das caracteristicas das branquias quando os animais sdo aclimatados em agua com
maior ou menor concentracdo salina (LAPUCKI & NORMANT, 2008). Algumas das
alteracdes que acontecem sdo a diminuicdo da permeabilidade da membrana para a agua e
menor perda de ions pela consequente diminuicdo da superficie epitelial da branquia
quando em &gua doce (LAPUCKI & NORMANT, 2008). Os crustaceos também utilizam a
estratégia de alterar a composicéo lipidica da membrana das células do epitélio branquial
dependendo da salinidade (PAGLIARANI et al., 1991). Nesse sentido, um aspecto
interessante nesses caranguejos € que a composicdo lipidica e proteica das branquias
anteriores é diferente daquela das branquias posteriores (CHAPELLE & ZWINGELSTEIN,
1984).
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As branquias sdo consideradas o principal 6rgdo responsavel pelo controle da
osmolalidade da hemolinfa em crustaceos (Painel 2), embora também estejam envolvidas
nas trocas gasosas (PEQUEUX, 1995), na regulacdo do equilibrio acido-base (HENRY &
WHEATLY, 1992) e na excrecdo de compostos nitrogenados na forma de amonia
(PEQUEUX, 1995; WEIHRAUCH et al., 2004). Mais especificamente, as branquias
posteriores sdo especializadas na osmorregulacdo destes organismos (TOWLE &
WEIHRAUCH, 2001). Nos caranguejos da infra-ordem Brachyura, os tecidos relacionados
com o transporte de ions estdo localizados tanto na regido basolateral como na apical das
brénquias posteriores e apresentam uma elevada distribuicdo de mitocéndrias (COMPERE
etal., 1989).
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Painel 2. Representacdo esquematica da morfologia e estruturas finas das branquias
de caranguejos hiperreguladores.

1. Cuticulas; 2. Células principais; 3. Células pilares; 4. Espaco onde corre a hemolinfa; 5.
Septo intralamelar. Esta representacdo morfoldgica foi baseada nos estudos de microscopia
de varias espécies do caranguejo Uca (ONKEN & RIESTENPATT, 1998).

A capacidade osmorregulatéria dos crustaceos depende principalmente do fluxo de
jons Na* e CI- entre 0 meio externo e a hemolinfa (PEQUEUX, 1995; TOWLE, 1997;
HENRY et al., 2002; KIRSCHNER, 2004). Acredita-se que a (Na*, K*)-ATPase, presente
na membrana basolateral do epitélio branquial dos crustaceos atua transportando ativamente
Na* e K* entre o meio intracelular e a hemolinfa, representando a principal forca motriz para

o0 estabelecimento de um gradiente eletroquimico através da membrana (Painel 3).
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Painel 3. Modelo hipotético para o transporte de Na* e Cl- através do epitélio branquial
de crustaceos permedveis, interdidais e estuarinos, como o0s braquidros
hiperreguladores.

Apenas um lado da lamela da brénquia esta representado, e a cuticula sobreposta nao foi
representada. (Modificado de MCNAMARA & FARIA, 2012).

Esse gradiente energiza uma variedade de outros transportadores, tais como: trocador
Na*/H" epitelial, trocador Na*,K*/2CI" apical, canais de cloreto basolaterais, canais de K*
apicais e basolaterais, V(H")-ATPase apical, trocador CI'/HCOs" apical, trocador CI/HCOs’
apical (WILDER etal., 2000; KIRSCHNER, 2004; FREIRE et al., 2008; SAEZ et al., 2009).

Os principais compostos nitrogenados excretados pelos crustaceos estdo sob a forma
de aménia (NHs™ + NH4"), independentemente de ocuparem ambiente marinho ou de agua
doce (WEIHRAUCH et al., 1998, 1999), sendo que a maior parte da excre¢do de amonia
ocorre através das branquias (WEIHRAUCH et al., 1999; TOWLE & WEIHRAUCH, 2001).
Resta mencionar que, o estabelecimento dos crustaceos em meios diluidos é determinado
pela habilidade de cada uma das fases de desenvolvimento em se adaptarem ao novo
ambiente. Alguns animais migram entre diferentes ambientes durante seu ciclo de vida,
sendo que as diferentes fases de desenvolvimento destes animais enfrentam um meio externo
com diferentes salinidades. Assim, a forma como o animal osmorregula seus fluidos

corporais devem se alterar durante a ontogénese, considerando que mudancas morfoldgicas
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durante o desenvolvimento do animal levam a mudancas fisioldgicas, aumentando sua
tolerancia a salinidade (CHARMANTIER, 1998).

1.3. (Na*, K*)-ATPase

A (Na*, K")-ATPase (E.C. 7.2.2.13) é uma proteina transmembrana responsavel pelo
transporte ativo de 3 Na* para o meio extracelular e 2 K™ para o meio intracelular contra um
gradiente de concentracdo desfavoravel (SHINODA et al., 2009) (Painel 4). O transporte
ativo de ions através da membrana ocorre mediante a hidrolise de uma molécula de ATP
(GEERING, 2001; KAPLAN et al., 2002; LEONE et al., 2015), e é responsavel pelo
gradiente eletroquimico gerado nas membranas das células da maioria dos eucariotos
superiores. Entre 30 a 40% das moléculas de ATP da célula sdo utilizadas nesse processo
(SKOU, 1988). Varias funcdes celulares sdo mantidas pelo gradiente eletroquimico gerado,
tais como o estabelecimento do potencial de membrana, manutencdo do balanco i6nico,
osmorregulacédo, regulacdo do pH, entre outros (CAPENDENGUY & HORISBERGER,
2005; MARTIN, 2005; PEDERSEN, 2007; POULSEN et al., 2010).

A familia das ATPases contém mais de 300 membros que séo classificados de acordo
com o tipo de ion transportado, refletindo semelhancas e diferencas em relagdo a sua
estrutura. Assim, os quatro grupos principais hoje conhecidos sdo as P-ATPases, F-ATPases,
V-ATPases e M-ATPases (PEDERSEN & AMZEL, 1993). Uma subclasse das P-ATPases
é a Poc-ATPase, que transporta cations de metais alcalinos ou ainda, a P1-ATPase que
transporta ions de metais de transicdo, como Cd?*, Cu?" e Ag* (KAPLAN et al., 2002).
Durante a hidrélise do ATP, o fosfato y terminal € ligado a proteina através um residuo de
aspartato (D7) presente no motivo DKTGT (Painéis 4 e 5), conservado em toda a familia,
formando o intermediério acil-fosfato, caracteristica comum aos membros do tipo-P da
familia ATPase (KAPLAN et al., 2002; HORISBERGER et al., 2004).

A estrutura cristalina da (Na*, K*)-ATPase tem sido estudada exaustivamente, porém
ainda muito se utiliza a estrutura de sua homologa, a Ca**-ATPase do reticulo sarco-
endoplasmatico, SERCA (TOYOSHIMA et al., 2000). A estrutura cristalina de SERCA foi
obtida na presenca de Ca?* em excesso, mostrando o local dos sitios de ligagdo deste ion na
proteina. A estrutura cristalina também foi obtida na presenca do seu inibidor, a tapsigargina,
onde a proteina estava em uma conformagcéo diferente daquela obtida na presenca de Ca?*,
0 que contribuiu para o melhor entendimento de ligacdo de ions e inibidor em sua estrutura
(HORISBERGER et al., 2004).
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Painel 4. Imagem topogréafica da (Na*, K*)-ATPase na membrana.

Estdo representadas as subunidades o, B ¢ o peptideo FXYD (ou subunidade y). (Modificado
de HORISBERGER et al., 2004). Na imagem também sdo mostrados os dominios N, P e A
(TOYOSHIMA et al., 2000).

E importante ressaltar que todas as estruturas cristalinas da (Na*, K*)-ATPase
atualmente reportadas na literatura séo referentes a proteina presente na membrana celular
de mamiferos, representando aproximadamente 95% em relacdo as demais proteinas
presentes na membrana celular.

Tanto a (Na", K")-ATPase quanto a sua correspondente (H",K")-ATPase sao
membros da familia das P>-ATPases e possuem a subunidade o altamente conservada
(GEERING, 2001). A subunidade o é a subunidade catalitica com uma massa relativa de
aproximadamente 110 kDa e, de acordo com a estrutura cristalizada da Ca?*-ATPase
(TOYOSHIMA et al., 2000; KAPLAN et al., 2002) possui 10 segmentos transmembrana
(TM — M1-M10) (Painel 5) onde se encontram os sitios de ligacdo para o ATP, Mg?*, Na*,
K™ e inibidor especifico, a ouabaina.

Atualmente sdo conhecidas quatro isoformas da subunidade a (al, 02, a3 e a4),
porém o efeito de possiveis diferencas na sequéncia de cada uma com relacdo a sua funcéao
e estrutura na enzima ainda é incipiente (KAPLAN et al., 2002). As isoformas ol (mais
abundante) encontrada comumente em rins de mamiferos e no tecido cardiaco, a2 no
musculo esquelético, a3 no tecido cerebral, enquanto a isoforma a4 ¢é encontrada

majoritariamente nas células de espermatozoides (KAPLAN et al., 2002). O que deve ser
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considerado para entender a funcdo da proteina em determinada célula esta estritamente
relacionado com o que se conhece sobre tecido-especificidade e isoforma-especificidade.
De acordo com o Painel 2, observa-se que a subunidade o atravessa a membrana
formando alcas tanto nos espagos extra, quanto nos espacos intracelulares, porém tanto o N-
como o C-terminal da cadeia proteica estdo localizados no interior da célula. Quando se
compara a estrutura da subunidade o da (Na*, K¥)-ATPase com a da SERCA, observa-se
diferenca apenas na alca M7-M8 que é mais longa na (Na*, K*)-ATPase. O contato com a

subunidade B através deste segmento pode ser considerado uma justificativa para tal fato
(KAPLAN etal., 2002).

Ml M4 M5 MI10

a—=~0O

Painel 5: Imagem topogréfica da subunidade a.
Podem ser observados os 10 segmentos transmembrana (M1-M10), as voltas curtas na regido
extracelular e as mais longas na regiéo intracelular. (KAPLAN etal., 2002).
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Outra alca importante, localizada no espaco intracelular, é a M4-M5 que contém
aproximadamente 430 residuos aminoacidos. Nessa alca encontram-se o dominio de
fosforilacdo (P) e o do nucleotideo (N) (KAPLAN et al., 2002; TOYOSHIMA et al., 2000).
E nessa alca que ocorre a fosforilagdo da (Na*, K*)-ATPase pelo ATP que,
consequentemente, leva a formacdo do intermediario acil-fosfato. A por¢do N-terminal
intracelular (ver Painel 1) é composta por cerca de 90 residuos de aminoécidos e €
denominada dominio A (TOYOSHIMA et al., 2000). Existe uma interacao entre os dominios
A, P e aalca M2-M3, e essa interacdo € favorecida pela ligacdo dos ions ou quando ocorre
a fosforilacéo da enzima.

A subunidade P possui massa molecular relativa de 55 kDa correspondendo a
aproximadamente 370 residuos de aminoacidos. Dos 370 aminoéacidos, cerca de 30 ficam
expostos no espago extracelular, enquanto o restante permanece no espago intramembrana
(Painel 6). Essa topologia classifica a subunidade p como uma proteina do Tipo Il, ou seja,
aquela que atravessa apenas uma vez a membrana celular (KAPLAN et al., 2002).
Similarmente a subunidade o, ela também apresenta quatro isoformas conhecidas
(KAPLAN, 2002).

A subunidade B ¢ altamente glicosilada na por¢do extracelular apresentando 3
ligacdes dissulfetos (S-S) devido a presenca de 6 cisteinas na sua estrutura e trés sequéncias
consenso de N-glicosilagdo, NXS ou NXT (KAPLAN et al., 2002; ARMESTO, 2014).
Estudos recentes mostram que a subunidade 3 pode ser deglicosilada sem perda da atividade,
porém, a redugdo das pontes dissulfeto por B-mercaptoetanol resulta na perda da atividade
enzimatica. A perda da atividade e clivagem redutora das ligagdes S-S podem ser evitadas
na presenca simultanea de K* e agentes redutores (KAPLAN et al., 2002).

E importante salientar que as subunidades, o e B, sdo essenciais para a atividade da
(Na*, K*)-ATPase. Quando expressada na auséncia da subunidade B, nenhuma atividade
ATPase significante ¢ observada (GATTO et al., 2001). Até recentemente, a subunidade 3
era conhecida apenas pela sua importancia na expressdo correta da subunidade a na
membrana, porém novas evidéncias mostram que essa subunidade também participa de
alguma forma no ciclo e no mecanismo de reacdo da enzima, assim como efeitos na afinidade
dos ions sdo tambeém observados quando modificacGes estruturais acontecem nesta
subunidade (CHOW & FORTE, 1995; HASLER et al., 1998, KAPLAN et al., 2002). Mais

ainda, interacbes com a subunidade B sdo extremamente importantes na adesao celular.

30



o o8,

\

N

Painel 6. Imagem topogréafica da subunidade p.
Pode ser observado o Gnico segmento ha membrana, sendo a cauda N-terminal localizada no

meio intracelular e a C-terminal, assim como os residuos de acUcar e ligacdes dissulfeto na
porcdo extracelular. A linha mais grossa indica a porcao da estrutura que interage com a
subunidade o. (KAPLAN et al., 2002).

O papel no mecanismo catalitico da enzima pode estar relacionado com a sua
estabilidade, ja que quando K" ¢é desocluido do seu sitio de ligagdo na presenca de B-
mercaptoetanol, a enzima perde sua funcdo. Assim, pode-se dizer que a subunidade [
estabiliza 0 K* no seu sitio de ligagdo durante o ciclo catalitico sugerindo interagdes off
(Painel 7) essenciais para a atividade da (Na", K*)-ATPase (GEERING, 2001; KAPLAN et
al., 2002).

Além das subunidades o e B, a presenga do peptideo FXYD ou subunidade y tem sido
reportada ndo sé em mamiferos, mas também crustaceos (SILVA et al., 2012). O peptideo
apresenta uma massa relativa de aproximadamente 7 kDa com aproximadamente 64-70
residuos de aminoacidos. E importante ressaltar que esse peptideo ndo é observado em todas
as células de mamiferos e crustaceos, e ja foi relatado que ndo € essencial para o
funcionamento da enzima (THERIEN & DEBER, 2002). A principal funcdo do peptideo
FXYD esta relacionada a regulacdo da (Na*, K*)-ATPase, o que influencia na afinidade da
proteina pelo Na" e K" (ARYSTARKHOVA et al., 1999; THERIEN & DEBER, 2002,
KANALI, et al., 2013), assim como o peptideo também influencia na eficiéncia catalitica da

(Na*, K")-ATPase, aumentando sua atividade.
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Membrana

Espaco
Extracelular

Painel 7. Estrutura do complexo afy da (Na*, K*)-ATPase do rim de porco ligada a
Na*, ADP e AlF4%.

As cores mudam gradualmente entre a extremidade amino terminal (azul) e carboxi terminal
(vermelho) para a subunidade a e . A subunidade y est4 apresentada em roxo. Os ions sodio
estdo representados por esferas roxas. A linha verde representa o limite hidrofobico da
bicamada lipidica. OLA = oligomicina (Adaptado de KANAI et al., 2013).
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1.4. Ciclo catalitico da (Na*, K*)-ATPase

O mecanismo de reacdo da (Na*, K')-ATPase é baseado nas propriedades
bioquimicas dos intermediarios fosforilados, reacdes bioquimicas parciais catalisadas pela
enzima e as suas relacdes com o transporte parcial das reacfes. Por ser parte da familia das
P-ATPases, uma caracteristica importante a ser ressaltada é que, pode ser encontrada em
duas conformagdes principais, E1 e/ou E2. (HORISBERGER et al., 2004). O que difere uma
conformacdo da outra é a afinidade de cada uma por Na* e K*, sensibilidade por ADP, ATP
e protedlise, e finalmente, fluorescéncia.

A forma E;1 tem alta afinidade por Na* citoplasmatico, enquanto a forma E tem alta
afinidade por K* extracelular. O Painel 8 mostra de maneira simplificada o ciclo catalitico
da enzima. De acordo com esse modelo, a etapa inicial do ciclo reacional consiste na ligacdo
de uma molécula de ATP (etapa @) a forma E2(2K), com uma baixa afinidade aparente.
Nesta conformacdo, os dois K* estdo ocluidos no interior da enzima (JORGENSEN et al.,
1998, 2003; KAPLAN, 2002; HORISBERGER, 2004). A ligacdo do ATP ao seu sitio
acelera a mudanca conformacional de E2ATP(2K) para a forma E1ATP2K (etapa @), onde
os K™ estdo desocluidos, ocorrendo simultaneamente a reorientacdo dos sitios de ligacao de
cations do lado extracelular para o citoplasma. A liberagdo dos K* (etapa ®) para o
citoplasma e a sua substituicdo por dois ions Na* da origem a forma E1ATP(2Na) (ndo
mostrado). A ligacdo de um terceiro Na® citoplasméatico a enzima da origem a forma
E1ATP(3Na) (etapa @) provocando um rearranjo dos segmentos transmembrana da
subunidade o (KAPLAN, 2002) que é propagado para os dominios citoplasmaticos
induzindo o posicionamento adequado do residuo de aspartato que sera fosforilado pelo ATP
ja ligado a enzima (RICE et al. 2001; KAPLAN, 2002; HORISBERGER, 2004). A
fosforilacdo da enzima, bem como a liberacdo de ADP (etapa ®), provoca uma transicao
para a forma E;P(3Na), na qual os ions Na* permanecem ocluidos. A enzima sofre entdo
uma répida isomerizacdo passando para a forma E2P(2Na) liberando simultaneamente um
Na* (etapa ®) para o meio extracelular (KAPLAN, 2002; HORISBERGER, 2004). As
etapas de fosforilacdo e isomerizagcdo ocorrem de maneira acoplada a reorientacao dos sitios
de ligacdo de cations do meio citoplasmatico para o meio extracelular. A desoclusédo dos
dois Na* (etapa @) restantes provoca a passagem para a forma EzP e a liberacdo dos ions
para fora da célula. Finalmente, a ligacdo de dois ions K* (etapa ®) extracelulares a forma
E-P catalisa a desfosforilacdo da enzima (etapa @), que volta a forma E(K), reiniciando
assim o ciclo catalitico.
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E importante salientar que embora as trocas catidnicas sejam isoenergéticas (ocorrem
sem a hidrélise do ATP), o transporte ativo de Na* e K com uma estequiometria fixa (3:2)
requer a hidrélise do ATP. Sendo assim, 3 Na* sdo necessarios para o inicio do ciclo e 2 K*
se ligam para reiniciar o ciclo. Durante este processo, os sitios de ligacdo do nucleotideo
(dominio N) e fosforilagcdo (dominio P) sdo abertos e fechados. A geracdo de um gradiente
transmembrana é a consequéncia desta troca assimétrica de carga (KAPLAN et al., 2002;
HORISBERGER, 2004). Ja é conhecido que os ions se ligam em uma regido transmembrana
da proteina uma vez que apds tratamentos de protedlise, onde foram removidos diversos
fragmentos extracelulares da proteina, o K* ainda era capaz de se ligar e ocluir na enzima
(KAPLAN, 2002). Em adicéo ao processo de hidrélise da molécula de ATP, existe também
0 transporte ativo desses ions em diferentes regiGes da proteina, mais especificamente nas
alcas M4 e M5.

As propriedades fisico-quimicas da membrana afetam a atividade da enzima de
diferentes maneiras, como por exemplo, a espessura (JOHANSSON et al., 1981),
composicdo de fosfolipidios (VEMURI & PHILIPSON, 1989) e a fluidez da membrana
(KIMELBERG & PAPAHADJOPOULQS, 1974). O microambiente lipidico apresenta
influéncia sobre a enzima, interferindo nas propriedades cinéticas e termodindmicas
(MATSUDA & IWATA, 1986; ALMANSA et al.,, 2003; TOWLE & COPENHAVER,
1970; HARRIS, 1985; ELSE & WU, 1999). Uma alteracdo neste microambiente que
favoreca a fluidez da membrana, ird consequentemente aumentar a atividade enzimatica
(BYSTRIANSKY & BALLANTYNE, 2006).

A regulacdo da (Na*, K")-ATPase envolve um conjunto variavel e complexo de
fatores, que atuam a curto e longo prazo (PRESSLEY et al., 2005; MIJATOVIC et al., 2007).
A regulacdo em curto prazo envolve efeitos diretos no comportamento cinético da enzima
ou na translocacdo da enzima entre a membrana plasmatica e os locais de estoque
intracelulares (THERIEN & BLOSTEIN, 2000; FERAILLE et al., 2003). Esta regulagéo
também pode ser desencadeada pela fosforilagdo/desfosforilacdo da enzima ou entdo pelo
aumento da afinidade da enzima pelo Na* (MIJATOVIC et al., 2007). Por outro lado, a
regulacdo de longo prazo geralmente envolve mudangas na transcricdo génica, na traducéao
e na degradacdo da proteina (SEOK et al., 1998; THERIEN & BLOSTEIN, 2000). A
(Na*,K*)-ATPase também pode ser regulada por uma série de hormdnios e fatores que atuam
tanto a curto quanto a longo prazo (CORNELIUS & MAHMMOUD, 2003; HANSEN, 2003;
FERAILLE et al., 2003; PRESSLEY et al., 2005; MIJATOVIC et al., 2007).
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Painel 8. Modelo de Alberts-Post para o ciclo catalitico da (Na*, K*)-ATPase.
Modificado de Kaplan, 2002; Castillo et al., 2015.
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1.5. Inibidores da (Na*, K*)-ATPase

A (Na*, K")-ATPase ¢ inibida especificamente por esteroides cardioténicos dos quais
a ouabaina € o mais representativo (Painel 9), inibindo de modo especifico tanto a atividade
catalitica quanto o transporte idnico (DORIS, 1994; LINGREL et al., 1997; EMERY et al.,
1998; KOENDERINK et al., 2000; KAPLAN, 2002; CRAMBERT et al., 2004;
DOSTANIC-LARSON et al., 2006; NESHER et al., 2007). A ouabaina liga-se com alta
afinidade a forma E2P e a intera¢do enzima-ouabaina envolve residuos das subunidades a e
B (QIU et al, 2005, OGAWA et al., 2009). A identificacdo deste inibidor,
concomitantemente a identificacdo da proteina, acoplado ao movimento de Na* e K™ para
fora e dentro da célula, respectivamente, € um conhecimento extremamente importante para
o estudo da regulacéo eletrolitica e transporte ativo de ions na (Na*, K*)-ATPase.

A ouabaina é um esterdide extraido de sementes maduras de plantas africanas
Strophantus gratus e Acokanthera ouabaio, que interage com a porcdo extracelular da
subunidade a ¢ se liga com maior afinidade a forma E2P (Painel 10) blogueando o transporte
de ions e a hidrdlise do ATP (ERDMAN & SHONER, 1973; YODA & YODA, 1972;
ASAMI et al., 1995; LINGREL et al., 1997). Devido as suas caracteristicas, este esterodide
tem sido usado h& mais de 200 anos no tratamento de doengas cardiacas (OGAWA et al.,
2009), apesar da sua ligagdo com a (Na*, K*)-ATPase ndo estar completamente elucidada.

/ OH
0
e tlIOH
H3Cl|| O "o
L =
HO OH

Painel 9. Estrutura da ouabaina. (CORNELIUS & MAHMMOUD, 2009).

A (Na*, K")-ATPase também pode ser inibida por vanadato, um inibidor tipico das
P-ATPases, formando um complexo com a conformacéo E> e, consequentemente impedindo
a sequéncia do ciclo catalitico (NECHAY, 1984; McGREGOR & WALKER, 1993;
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DAFINIS & SABATTINI, 1994; BOXENBAUM et al., 1998; FEDOSOVA et al., 1998;
RICE et al., 2001). Elevadas concentragcdes de Mg?*, Ca?*, Cd?* e metais pesados também

inibem a atividade enzimatica.

Painel 10. Interacdo da ouabaina com a subunidade o.
Conformacdo com (A) baixa afinidade pela ouabaina. (B) conformacdo com alta afinidade
pela ouabaina. (Modificado de LINGREL et al., 1997).

1.6. (Na*, K*)-ATPase de crustaceos

A (Na",K*)-ATPase é a principal forca promotora que dirige o movimento
transepitelial de ions monovalentes através das branquias e outros tecidos em muitos
animiais, incluindo os crustaceos (LUCU; TOWLE, 2003). A (Na'",K")-ATPase de
crustaceos, assim como de todas as outras células animais, ¢ formada por uma subunidade a
catalitica e uma subunidade B glicosilada (PETERSON et al., 1978). Recentemente, foi
confirmada a presenca de um peptideo FXYD2 (subunidade y) associada a (Na*,K*)-ATPase
branquial do siri Callinectes danae, que tem um papel importante na regulagéo da atividade
enzimatica (SILVA et al., 2012). A sequéncia de aminoacidos da subunidade a de crustaceos
apresenta entre 70-74% de identidade com as sequéncias da subunidade a de vertebrados
(MACIAS et al., 1991; PRESSLEY et al., 1992; TOWLE et al., 2001; FALEIROS et al.,
2010).

O estudo da (Na*, K*)-ATPase branquial de crustaceos como marcador molecular da
sua adaptacdo a bidtopos de diferentes salinidades vem sendo desenvolvido em nossos
laboratorios desde 1997, com a caracterizagdo bioquimica da enzima do camardo de agua
doce Machrobachium olfersii (FURRIEL et al., 2000; 2001). Além da (Na*, K*)-ATPase foi
observada a presenca de uma V(H")ATPase, que corresponde a cerca de 18% da atividade
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ATPase total e pode ter um papel crucial na captura de ions pelos crustaceos capazes de
adaptar-se a agua doce (LEONE et al., 2005a). A presenca de uma V(H")ATPase,
correspondendo a 18% da atividade ATPase total, também foi detectada no tecido branquial
do camardo marinho Xiphopenaeus kroyeri (LEONE et al., 2015a) e em Dilocarcinus pagei
aclimatado a 5%o € 21%o (FIRMINO et al., 2009). Uma V(H")ATPase presente na fracéo
microsomal de Macobachium amazonicum revelou importantes diferengas nas
caracteristicas cinéticas da enzima de animais juvenis e adultos, sugerindo que a regulacao
pode ser estagio-especifica (LUCENA et al., 2015).

Nos crustaceos braquitros, a (Na",K")-ATPase &€ mais expressa nas branquias
posteriores quando comparada as anteriores e € encontrada predominantemente em células
ricas em mitocondrias que sdo bioguimica e morfologicamente especializadas para mediar a
captacdo de NaCl do meio (COMPERE et al., 1989; GOODMAN; CAVEY, 1990; HARRIS;
SANTOS, 1993; LUCU; TOWLE, 2003).

A atividade especifica da (Na*,K*)- ATPase branquial de M. olfersii aclimatado
durante 10 dias a 21%o diminui cerca de 2 vezes, comparada com a de animais mantidos em
agua doce. Essa diminuicdo aparentemente ndo esta associada a uma menor concentracdo da
enzima, como relatado para varios outros crustaceos, mas pode derivar da expressdo de uma
isoenzima diferente (MENDONGA et al., 2007). A caracterizacdo cinética da (Na*,K")-
ATPase branquial do siri eurialino Callinectes danae recém capturado a 33%o mostrou, de
maneira inédita, a presenca de dois sitios para o0 ATP numa enzima de crustceo,
similarmente a enzima dos mamiferos (MASUI et al., 2002). Posteriormente, a presenca
desses dois sitios também foi relatada para a enzima de M. amazonicum (SANTOS et al.,
2007; LEONE et al., 2014), do ermitdo Clibanarius symmetricus (GONCALVES et al.,
2006; LUCENA et al., 2012 como Clibanarius vittatus), do siri Callinectes ornatus
(GARCON at al., 2007; 2009) e camardo Macrobrachium rosenbergii (FRANCA et al.,
2013).

A interacdo da enzima de C. danae com K" e NH4" é diferente daquela dos mamiferos,
uma vez que ela exibe um sitio adicional para o0 aménio que estimula sinergisticamente a
atividade da (Na',K")-ATPase em concentragdes saturantes de Na® e K* devido ao
aparecimento de um segundo sitio para NH4s* (MASUI et al., 2002). Essa estimulagéo por
K* e NH4* também foi observada para a enzima de M. olfersii (FURRIEL et al., 2004), C.
symmetricus (GONCALVES et al., 2006 como Clibanarius vittatus), M. amazonicum
(SANTOS et al., 2007) e C. ornatus (GARCON et al., 2007; 2009) levando a proposicao de
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uma mudanca no atual modelo hipotético para a excrecéo ativa de aménia devido a uma
estimulacdo da atividade “extra-pumping” da (Na*,K*)-ATPase pelo NH4* e inibicdo por
Mg?* decorrente do aparecimento de um segundo sitio para NH4* (LEONE et al., 2005a).
Foi demonstrado também que essa estimulacdo sinergistica pelo K™ e NH4™ é espécie e
estagio especifica (LEONE et al., 2014). A aclimatacdo de M. amazonicum em diferentes
concentracOes de NH4" comprovou o modelo proposto (MASUI et al., 2005a; LEONE et al.,
2005a), uma vez que a atividade da (Na*,K*)-ATPase aumentou com o aumento da
concentragdo do NH4" (PINTO et al., 2016).

Embora a contribuicdo dos sitios de alta e baixa afinidade para o ATP para a
velocidade méaxima da enzima de C. danae é a mesma tanto para Na* como para K*, no caso
do K* existe uma concentracgdo limiar que dispara o aparecimento dos sitios de alta afinidade
para o ATP (MASUI et al., 2008). Por outro lado, a aclimatacdo desse siri em salinidade de
15%o resultou no desaparecimento da familia de sitios de alta afinidade para o ATP
provocando um aumento de 10 vezes na afinidade da enzima pelo K*, quando na presenca
de NH4* (MASUI et al., 2009).

A caracterizacdo 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 (GARCON et al., 2013) e C. symetricus (GARCON et al., 2012 como Clibanarius
vittatus) mostrou que o p-nitrofenilfosfato, um substrato sintético, pode ser utilizado em
estudos comparativos de osmorregulacdo apresentando uma excelente correlacdo com a
atividade (Na®, K%)-ATPase da enzima. Interessantemente, apenas para C. ornatus
aclimatado a 21%o e 33%o, foi observada uma estimulagio sinergistica da atividade K*-
fosfatase pelo NH4" e K, representando mais um resultado inédito obtido (GARCON et al.,
2013).

Uma vez que os 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 posterior de C. danae mostrou que essas moléculas inibem
a atividade da bomba, competindo com o Na* nos sitios de ligacdo desse metal, bem como
inibido a desfosforilacéo da enzima (SILVA et al., 2008), e que o peptideo FXYD2 controla
a atividade enzimatica, assim como sua afinidade por cations (SILVA et al., 2008). A

presenca desse peptideo FXYD2 também foi observada em preparagdes microssomais da
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(Na",K*)-ATPase de branquia posterior de C. danae apresentando inclusive 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 ndo somente as caracteristicas
cinéticas da (Na*,K")-ATPase, 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). Estudos recentes
mostraram que poliaminas exdgenas inibem a atividade da (Na*, K*)-ATPase de M.
amazonicum de maneira espécie e estagio especifica, e que a inibicdo é devida a diferencas
na formacdo/decomposicdo da enzima fosforilada (LUCENA et al., 2017a, b).
Contrariamente, a dopamina atua como um ativador da (Na*, K*)-ATPase ligando-se
diretamente & molécula da enzima (LUCENA et al., 2019b).

O estudo da ontogenia da osmorregulacdo em M. amazonicum revelou uma dramaética
atividade osmorregulatéria da (Na*, K*)-ATPase nas etapas iniciais embora a enzima nédo
tenha uma atividade significativa nas fases finais da ontogenia (LEONE et al., 2012). Estudos
realizados com bréanquias posteriores de C. ornatus mostraram que elas respondem de
maneira diferente ao stress osmético. A diminuicdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase
sinaliza a necessidade de sintese de nova enzima, o que foi constatado pelo aumento da
expressdo de RNAm para a subunidade o (LEONE et al., 2015b). Cerca de 1 h apos a
transferéncia dos animais para salinidade de 21%o a atividade (Na*, K*)-ATPase diminui.
Entretanto a atividade inicial é recuperada apo6s 24 h e aumenta 2,5 vezes depois de 10 dias
de aclimatacdo (LEONE et al., 2015b).
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2. OBJETIVOS



2.1. Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo a caracterizagéo cinética e bioquimica da (Na*,K")-
ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de caranguejo Goniopsis cruentata recém
capturado. Ele faz parte da linha de pesquisa “(Na*,K*)-ATPase de branquias de crustaceos:
um marcador molecular para avaliar a adaptacdo a biodtopos de diferentes salinidades”. Com
este estudo pretende-se contribuir para uma melhor compreensdo das adaptacdes fisioldgicas
e bioquimicas associadas a ocupacdo de diferentes ambientes pelos crustaceos, além de
poder também elucidar importantes aspectos sobre a evolucdo, relacdo filogenética e a

conquista do ambiente dulcicola/terrestre.

2.2. Objetivos Especificos
A fim de alcancar os objetivos propostos foram realizadas as seguintes etapas:

1) Obtencdo da fracdo microsomal rica em (Na*,K*)-ATPase a partir das branquias
posteriores do caranguejo Goniopsis cruentata recém capturado;

2) Caracterizacdo cinética da (Na",K*)-ATPase em relacdo aos efetores ATP, potassio,
magnésio, sodio, amonio e o inibidor ouabaina;

3) Analise do efeito de inibidores na atividade ATPase total da fragdo microsomal a fim de
detectar a possivel presenca de outras ATPases na membrang;

4) Andlise da fracdo microsomal por Eletroforese;

5) Identificacdo da presenca da subunidade o da (Na*, K*)-ATPase das branquias posteriores
de G. cruentata por Western Blotting;

6) Andlise da preparacdo microsomal em gradiente continuo de sacarose;

7) Analise dos efeitos do peptideo FXYD2 exdgeno na atividade da (Na*, K*)-ATPase;

8) Anadlise da expressdo de RNA mensageiro da subunidade o da (Na*, K*)-ATPase de
animais aclimatados em diferentes salinidades;

9) Efeito das proteinas kinases A e C na atividade da (Na*, K*)-ATPase;

10) Analise do efeito da aclimatacdo dos animais em diferentes salinidades nos parametros

cinéticos da (Na*, K")-ATPase;

11) Anélise do efeito da fosforilagio/ desfosforilagdo da fragio microsomal por[y-2P]-ATP.

42



3. MATERIAIS € METODOS



3.1. Materiais

Todas as solucBes utilizadas nesse trabalho foram preparadas utilizando &gua
ultrapura apirogénica, obtida a partir do tratamento sucessivo em aparelhos MilliRO e MilliQ
(Merck Millipore, USA). Adenosina trifosfato, sal de Tris, acido N-2-hidroxietilpiperazina-
N’-etanol sulfénico (Hepes), imidazol, tris (hidroximetil) aminometano (Tris), ditiotreitol
(DTT), ouabaina, ortovanadato de sddio, dibutiril cAMP (db-cAMP), forskolina,
tapsigargina, aurovertina B, bafilomicina Ai, alameticina, acido etacrinico, teofilina,
fosfoenolpiruvato (FEP), NAD*, NADH, piruvato kinase (PQ), lactato desidrogenase
(LDH), fosfoglicerato kinase (FGQ), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAFDH),
gliceraldeido-3-fosfato (G3F), dietilpirocarbonato (DEPC), fosfatidil serina (PS),
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, fenil metil sulfonil fluoreto (PMSF),
triptona, extrato de levedura e ampicilina foram adquiridos da Sigma Chem. Co. (St. Louis,
USA). Trietanolamina (TEA), dimetilsulféxido (DMSQ), &cido etilenodiamino tetracético
(EDTA), cloreto de calcio, etileno glicol-bis(p-aminoetil éter)-N,N,N’,N'-tetra 4cido 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 reagente Trizol®, DNAse I livre de RNAse e os Kits SuperScript® 11 First-Strand Synthesis
System, oligo (dT) primer, SYBR® Safe Gel stain, Platinum® Taq DNA Polymerase High
Fidelity, PureLink® Quick Gel Extraction Kit, TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing and
Power SYBR® Green PCR Master Mix foram adquiridos da Thermo Scientific (Carlsbad,
USA). O anticorpo monoclonal a-5 contra a subunidade o 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 solucGes de enzimas LDH e PQ, comercializadas em suspensoes
cristalinas de (NH4)2SO4 3,2 mol L foram tratadas para a remogao 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 apds ter sido transferido para um filtro Microcon Y M-
10, foi lavado 5 vezes com o0 mesmo tampao por centrifugacdo a 14.000 xg , durante 10 min,
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a 4°C, para a remocao total dos ions amonio (testada com reagente de Nessler). Finalmente,
foi adicionado tampdo Hepes 50 mmol L™ pH 7,5 até completar o volume inicialmente
utilizado. Para a enzima FGQ a suspensdo foi tratada exatamente como descrito acima.
Entretanto, a solucio de GAFDH foi preparada em tamp&o Hepes 50 mmol L, pH 7,5,
contendo DTT mmol L. Todas as solucdes foram usadas dentro de um periodo méaximo de
trés dias.

A concentracdo final das proteases no coquetel de inibidores utilizado nas
preparacdes da fragdo microsomal é a seguinte: leupeptina 5 umol L%, antipaina 5 umol L,
benzamidina 1 mmol L™, pepstatina A 1 pmol L™ e PSMF 5 umol L. A solucéo estoque
dos inibidores foi preparada 100 vezes mais concentrada sendo diluida no 100 vezes
momento do uso com o tampdo de homogeneizacdo. A pepstatina e o PMSF foram
inicialmente dissolvidos em 500 pL de metanol e etanol, respectivamente e os demais
inibidores em agua. Finalmente a solucéo estoque foi completada até um volume de 10 mL.

A solucdo estoque de ATP foi preparada utilizando ATP (sal de Tris) e sua
concentracdo final (100 mmol L) foi acertada através da determinagdo da absorbéncia da
solugdo em 260 nm (g260 nm, pH 70 15.400 mol L. cm™) e pH ajustado para 7 com
trietanolamina (d= 1,12 g mL™%).

A solugdo de G3F (20 mmol L), foi preparada imediatamente antes do uso, através
da hidrdlise de 15 mg de 3-fosfogliceraldeido dietil acetal dissolvido em 1 mL de agua
ultrapura MilliQ, com 150 uL de HCI concentrado (d=1,18 g mL™). A mistura foi mantida
em banho-maria a 90 °C durante 2 min e em seguida, cloreto de bario formado na reacéo foi
removido pela adicdo de Dowex 50H*, seguindo as recomendacGes do fabricante (ver
Product Information. Sigma 65376). Ap6s a remocao da resina por centrifugacdo, a solucao
resultante foi neutralizada até 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 solucéo foi acertado em 10,0 e em seguida a solucéo 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 (g 260nm, pH 10,0 = 3,550 mol L™* cm™). A solugéo estoque
foi diluida 1000 vezes para a determinagéo exata da concentracdo do vanadato. Finalmente,
aliquotas de 1 mL foram congeladas em tubos Eppendorf e estocadas a -20° C até o momento
do uso. A diluicdo da solucdo estoque néo altera significativamente o pH.

A solucéo estoque de aurovertina B foi preparada em etanol. As solugdes estoques
de bafilomicina Al e tapsigargina foram preparadas utilizando dimetilsulféxido como
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solvente. As solucdes estoques de teofilina, EGTA e acido etacrinico foram preparadas em
agua.

3.2. Coleta dos animais

Espécimes do caranguejo Goniopsis cruentata com aproximadamente 3 cm de
carapaca e cerca de 15 g (14,1 + 1,7) foram coletados durante a maré baixa no mangue da
Barra Seca em Ubatuba (23°24'58.9"S 45°03'02.9"W), no litoral norte do Estado de Séo
Paulo. As coletas foram realizadas sob licenca do ICMBio/MMA (numero de registro
SISBIO 29594-12), através de busca ativa. Os caranguejos foram transportados para o
laboratério de Bioquimica do Departamento de Quimica da FFCLRP/USP, individualmente
em recipientes plasticos (20x20 cm) fechados contendo uma lamina (1 cm) de agua do local
da coleta.

Para 0s experimentos de cinética enzimatica, os caranguejos foram mantidos nessas
condicGes até o0 momento da preparacdo da fracdo microsomal. S&o considerados animais
recém capturados os que chegam no laboratério e dentro de um periodo méaximo de 12h a
fracdo microsomal é preparada. No caso dos experimentos de aclimatacdo (ver item 2.8),
apo6s um periodo de acondicionamento de trés dias, os espécimes foram divididos em quatro
grupos ¢ aclimatados a diferentes salinidades (10, 20, 30 e 40 %0S) durante 5 dias. Os

caranguejos foram alimentados em dias alternados com camardo ou peixe.

3.3. Extracéo das bréanquias e preparacéo da fracdo microsomal

Para cada preparacdo foram utilizados 15 caranguejos. Os animais foram
anestesiados em gelo picado durante 5 min, as branquias foram removidas e transferidas
imediatamente para o tamp&o de homogeneizagio (tampao imidazol 20 mmol L, pH 6,8,
contendo sacarose 250 mmol L, Tris.HCI 6 mmol L e o coquetel de inibidores de
proteases) mantido a 4° C. As branquias foram pesadas ap6s remover o excesso de tampao
com papel filtro Whatman (cerca de 1,5 g de brénquias, peso Umido) e em seguida
homogeneizadas no tampdo de homogeneizagdo (20 mL g branquia) utilizando um
homogeneizador Potter, ajustado para 600 rpm.

O homogeneizado obtido foi centrifugado a 20.000 xg durante 35 min, a 4° C em
uma centrifuga Sorvall RC5C Plus. O sobrenadante foi mantido em banho de gelo picado e
0 pellet resultante foi novamente homogeneizado no mesmo volume inicial do tampéo de
homogeneizacdo. Esse novo homogeneizado foi submetido a nova centrifugacdo nas

mesmas condicdes e 0s sobrenadantes resultantes das duas centrifugac6es foram gentilmente
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misturados e submetidos a uma nova centrifugagéo a 100.000 xg durante 90 min, a 4° C em
uma ultracentrifuga Hitachi 55P-72. Finalmente, o pellet resultante (fracdo microsomal) foi
ressuspenso em tampdo de homogeneizacdo (15 mL g de branquia) e aliquotas de
aproximadamente 0,5 mL foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -20 °C por um periodo ndo superior a 4 meses. Quando necessario os tubos

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

3.4. Dosagem de proteina

A concentragdo de proteinas da fracdo microsomal foi determinada conforme
descrito por Read & Northcote (1981), empregando-se soralbumina bovina como padréo.
A absorbancia das amostras e do padrdo foi estimada em 595 nm utilizando um

espectrofotbmetro Shimadzu UV-1800.

3.5. Centrifugagdo em gradiente continuo de sacarose

Uma aliquota (2,5 mg de proteina) da fracdo microsomal rica em ATPase branquial
foi colocada na superficie de um gradiente continuo de sacarose 10%-50%, (p/v) em tampéo
imidazol 20 mmol L™, pH 6,8 e centrifugado a 180.000 xg durante 3 h, a 4 °C, em um rotor
vertical Hitachi PVV50T2. FracGes de 0,5 mL foram coletadas a partir do fundo do tubo e a
atividade ATPase total, atividade ATPase insensivel a ouabaina, concentracdo de proteina e

indice de refracdo foram analisadas em cada fracdo coletada.

3.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em condic¢des desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizada em gradiente
de poliacrilamida (5-20%, p/v) conforme descrito por Laemmli (1970). Apds a eletroforese,
uma metade do gel foi submetida a uma eletrotransferéncia para uma membrana de
nitrocelulose e a outra metade foi corada com nitrato de prata para revelagdo das proteinas.
Para a determinagdo da M, da (Na*, K*)-ATPase foi utilizado o padrdo de peso molecular
Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder.

3.7. Western Blotting

A eletrotransferéncia para a membrana de nitrocelulose foi realizada utilizando uma
corrente de 300 mA com voltagem livre durante 90 min, a 4 °C, em um sistema de
eletroforese Gibco BRL Mini-V 8-10 (Gaithersburg, USA) de acordo com Towbin et al.

47



(1979). Apds a eletrotransferéncia, membrana de nitrocelulose foi bloqueada com uma
solugéo de soralbumina bovina 10% (p/v) em tampdo TBS-Tween (Tris.HCI 50 mmol L,
pH 8,0, contendo NaCl 150 mmol L™ e Tween-20 0,05%), durante 90 min, sob agitacéo
constante e a temperatura ambiente. Apés este periodo, a membrana foi lavada cinco vezes
com tampdo TBS-Tween e em seguida foi incubada durante 16 h, a 5 °C, com o anticorpo
policlonal primario anti-(Na*, K*)-ATPase de galinha (diluicdo 1:150 em uma solucdo de
soralbumina bovina 5% em tampao TBS-Tween). Apos cinco lavagens com o tampéo TBS-
Tween a membrana foi incubada durante 1 h, a 25 °C, com anticorpo secundario anti IgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina (diluido 1:5000 na mesma solugdo que o
anticorpo primério). Finalmente, a incorporacdo especifica do anticorpo foi revelada com
uma solucédo de 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™,

3.8. Aclimatacdo dos caranguejos e capacidade osmorregulatoria

Grupos de 8-10 caranguejos foram aclimatados individualmente, durante 5 dias, em
vasilhas plasticas (20x20 cm) contendo meios de salinidades diferentes (lamina de agua de
1 cm) e mantidos a 25 °C, sob fotoperiodo de 14 h. As aguas salobras de 10, 20 e 30 %0S
(sendo 1 %S = 30 mOsm/kg H20), utilizadas nos experimentos, foram obtidas misturando-
se dgua doce (<0.5 %oS, <15 mOsm/kg H20) com 4gua do mar (33 %oS, ~1000 mOsm/kg
H-0) obtida na Praia da Barra Seca, Ubatuba/SP. A agua salobra de 40 %oS (1200 mOsm/kg
H>0), foi obtida pela diluicdo de sal marinho (Instant Ocean®) em agua do mar. As
salinidades foram verificadas utilizando um refratdmetro de mao (American Optical, Modelo
10419). Vale ressaltar que os animais nao ficaram submersos nas aguas com diferentes
salinidades, mas sim mantidos o0 mais proximo do ambiente onde foram coletados.

A capacidade osmorregulatéria de G. cruentata foi avaliada a partir de amostras de
hemolinfa (=10 pL) retiradas dos caranguejos aclimatados durante 5 dias nas diferentes
salinidades descritas. O ponto isosmotico (ponto onde a osmolalidade da hemolinfa se iguala
a do meio externo) foi obtido matematicamente e representado graficamente pelo intercepto
da curva ajustada (polinomial de segundo grau) aos dados experimentais [f(x) = a0 + alx +

a2x2] com a linha isosmética [f(x) = a0 + alx], assumindo 1 %eS= 30 mOsm.kg de H.O.

3.9. Obtencdo de branquias para extracdo de RNA total
Os caranguejos foram anestesiados por imersdo em gelo picado durante 5-10 min, as

branquias foram dissecadas sob lupa com microtesoura e pinc¢a de relojoeiro em dgua DEPC,
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livre de RNAse (autoclavada) e colocadas imediatamente em tampdo Trizol para extracao
de RNA total mantido em banho de gelo. Para cada condi¢do foram utilizados 8 espécimes
(N =8).

3.10. Extragédo de RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada segundo protocolo do préprio fabricante
utilizando 30 pL de dgua com dietil pirocarbonato (DEPC) para ressuspender o RNA total
extraido. Esse procedimento tem sido eficiente para extracdo de RNA total branquial em
diversas especies de crustaceos (FALEIROS et al., 2010; PINTO et al., 2015; FALEIROS
et al. 2017, 2018). O RNA total extraido foi quantificado em um fluorimetro Qubit® 2.0

(Life Technologies) e estocado em freezer a -80 °C.

3.11. Transcricdo reversa (RT) dos RNAmM — sintese de cDNA

O kit RT-PCR SuperScript 111 foi utilizado para a reagdo de transcricdo reversa,
seguindo protocolo do préprio fabricante. O RNA total (300 ng) previamente tratado com
DNAse | foi submetido a reacéo de sintese de cDNA pela transcriptase reversa em presenca
de desoxinucleotideos dissolvidos na solugdo tampdo da enzima RT-III usando um
termociclador Veriti™ (Thermo Scientific). A produ¢do bem sucedida do cDNA foi
constatada pela amplificagdo com os pares de primers descritos na Tabela 1. O par de
“primer” degenerado utilizado inicialmente para amplificar parcialmente a subunidade a da
(Na*, K")-ATPase foi desenhado baseado em Weihrauch et al. (2004). Os primers utilizados
para amplificar parcialmente o gene PRL10, codificador da proteina ribossomal L10, que foi
utilizado como controle interno de reacdo para os experimentos de PCR quantitativo (qQPCR),
foram desenhados baseados na sequéncia conservada de Callinectes sapidus (Tabela 1),
obtida no GenBank (AY822650, WYNN et al., 2004). Esses primers tinham sido utilizados
com sucesso em diversas espécies e (WEIHRAUCH et al., 2004; FALEIROS et al., 2010;
LEONE et al., 2015; FALEIROS et al. 2017, 2018).

Os produtos da amplificacdo por PCR foram analisados em géis de agarose 1%
corados com Sybr Safe (Thermo Scientific) em tampéo TBE (Tris-Borato 40 mM, EDTA 1
mM, pH 8.0). O tamanho dos fragmentos foi comparado com o marcador de peso molecular
1 kb DNA Ladder Plus. Para a visualizacdo das amplificacGes em gel de agarose foi utilizado
0 trans-iluminador de luz azul Safe Imager™ 2.0 Blue-Light Transluminator (Thermo
Scientific), e um foto documentador Digimage System (Major Science, Saratoga, CA, USA)

para documentacdo desses géis.
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Apo6s a obtencdo do cDNA para cada espécime de caranguejo em cada grupo
experimental, um pool de cDNA foi realizado para dar continuidade as etapas seguintes para
a obtencdo dos fragmentos a serem sequenciados. O cDNA obtido foi utilizado

posteriormente, individualmente nas analises de expressdo por qPCR.

3.12. Clonagem dos fragmentos parciais de cDNA e sequenciamento

Os fragmentos amplificados a partir das reacdes de PCR foram clonados no vetor
“PCR 2.1 TOPO TA”, obtendo-se pelo menos trés clones para cada gene de interesse (Na™,
K*-ATPase e PRL10). Para verificacdo e escolha dos transformantes que apresentaram 0s
fragmentos amplificados, as colonias, oriundas da transformagao térmica, foram cultivadas
em meio Luria—Bertani (triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L) com o
antibidtico ampicilina (100 mg/ml) e submetidas a PCRs, com os primers inicialmente
utilizados (Tabela 1) para confirmar a presenga dos fragmentos de interesse.

As amostras de DNA dos clones selecionados como candidatos que contem
sequéncias dos genes de interesse, foram submetidas ao sequenciamento (Genetic Analyzer,
Modelo ABI PRISM® 3100) pelo meétodo tradicional de incorporacdo de
dideoxinucleotideos (SANGER et al., 1977), utilizando os primers especificos do préprio
vetor (M13F e M13R). As sequencias parciais de cDNA obtidas foram utilizadas para a
confeccdo dos primers especificos a serem utilizados nas analises de gPCR, com o auxilio
do aplicativo on-line OligoPerfect™ Designer da LifeTechnologies (http://
tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716).

Os critérios utilizados para a escolha dos primers foram: amplificarem um fragmento
entre 75 e 150 pb; apresentar uma temperatura de “melting” (TM) relativamente alta (entre
59-61 °C); conter pelo menos 50% de nucleotideos C e G, sendo o ultimo nucleotideo da

extremidade 3’ um G ou C. Os primers foram sintetizados pela empresa Exxtend, Brasil.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers degenerados empregados para amplificar a
subunidade o da (Na*,K*)-ATPase (NAK_10F e NAK_16R), e sequéncia dos primers
baseados na sequéncia de cDNA de Callinectes sapidus (WYNN et al., 2004) para
amplificar parcialmente o gene PRL10 (PRL10_Cs F e PRL10_Cs_R), codificador da

proteina ribossomal L10 utilizado como controle interno (constitutivo) de reacao.

Primer Sequéncia Amplicon (pb)

(Na*, K*)-ATPase

NaK_10F 5 ATGACIGTIGCICAYATG

NaK_16R 5 GRTGRTCICCIGTIACCAT o7

NaK_Gcrug_F 5 TCGATGCCGATTCCGTCAAT

NaK_Gcrug_R 5' GATACCAGCAGAACGGCACT 122
PRL10

PRL10 Cs F 5 AAGAACTGCGGCAAGGACCAGTTCC

PRL10_Cs R 5 CGGTCAAACTTGGTAAAGCCCCACTT 304

PRL10_Gcrug_F 5' GCTGATAGGCTCCAGACAGG 129

PRL10_Gcrug R 5" CTCGATGACGTGAGCCTTGT

3.13. Anélise de expressdo por PCR quantitativo (QPCR)

A anélises de expressdo por gPCR foram realizadas utilizando um aparelho modelo
Step One Plus (Thermo Scientific) no Laboratério de Genética do Desenvolvimento de
Abelhas, Departamento de Genética da FMRP/USP. As reacdes de gPCR foram executadas
utilizando o Kit “Power SYBR® Green PCR Master Mix” de acordo com as instrugdes do
préprio fabricante. Para a quantificacdo relativa das amostras foi utilizado o método do CT
comparativo (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Para a validacdo da qPCR foi feita uma
curva padrdo necessaria para identificar a eficiéncia e reprodutibilidade das amplificacdes
tanto do gene alvo como do gene enddgeno. Para cada amostra de cDNA a reacdo de qPCR
foi realizada em triplicata e controles negativos (reacdes sem amostra) também foram
realizados para detectar possiveis contaminagdes. As analises de expressdo para 0S
caranguejos aclimatados em diferentes salinidades foram efetuadas utilizando-se de 5 a 7
animais.

A analise dos resultados foi realizada por ANOVA de 1 fator. Para identificar a
diferenca entre as médias foi realizado o teste de médias multiplas de Student-Newmann-
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Keuls (SNK) utilizando o programa Sigma Stat 2.03, empregando-se um nivel minimo de
significancia de P= 0,05. Os dados obtidos estdo expressos como Média + EPM. Para a

apresentacdo dos dados, foi utilizado o programa SlideWrite.

3.14. Determinacao da atividade (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal

A atividade ATPase total foi determinada continuamente, a 25 °C, empregando-se o
sistema de acoplamento piruvato kinase/lactato desidrogenase, no qual a hidrolise do ATP
é acoplada a oxidacdo do NADH (LEONE et al., 2015a). A oxidacdo do NADH foi estimada
em 340 nm (&340 nm, pH 7,5 = 6.200 Mt cm™) em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800
equipado com células termostatizadas. Para o0 estudo do efeito dos ions potassio e aménio,
a atividade ATPase foi quantificada empregando-se o sistema de acoplamento
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase/fosfogliceratokinase, onde a hidrdlise do ATP €
acoplada a reducdo do NAD" (LEONE et al., 2015a). A redugdo do NAD" foi estimada em
340 nm (340 nm, pH 75= 6.200 Mt cm™), em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800
equipado com células termostatizadas. Esse sistema foi usado uma vez que as enzimas de
acoplamento ndo necessitam de potassio. A atividade ATPase também foi determinada na
presenca de ouabaina 3 mmol L™ e a diferenca entre a medida efetuada na auséncia e na
presenca de ouabaina foi considerada como correspondente a atividade (Na*, K*)-ATPase
da fracdo microsomal do caranguejo G. cruentata. Dada a possibilidade de ocorrer formacao
de vesiculas seladas durante a preparacdo da enzima, a hidrdlise do ATP também foi
estimada apds a incubacdo da amostra com alameticina (1 ug/mg proteina) durante 10 min,
a 25 °C. Controles sem a adicdo da enzima foram incluidos nos experimentos para estimar
a hidrolise espontanea do substrato nas condicdes do ensaio. A linearidade das medidas da
atividade (Na*, K¥)-ATPase foi checada entre 10 e 50 pg proteina total e a quantidade de
proteina microsomal sempre foi usada dentro desse intervalo. Para cada concentracdo de
ligante analisado (ATP, Na*, K*, Mg?* e o inibidor ouabaina) a velocidade inicial da reacio
foi estimada em duplicata utilizando aliquotas idénticas da mesma preparacdo e a média
desses valores foi usada para ajustar a curva de saturacdo correspondente. Cada experimento
foi repetido pelo menos duas vezes 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 condigdes padrdo do ensaio e a atividade especifica é dada

em nmol de Pi mint mg* proteina.
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3.15. Célculo de espécies livres no meio de reacéo
A concentragdo das espécies livres de Mg?*, ATP e MgATP no meio de reacéo foram

calculadas de acordo com Fabiato (1988) de acordo com o equilibrio:

MeH,ATP" MeHATP* MeATP>
W Kio Kg Ke
Me* Me* Me*

K2

Ks N
H,ATP? + H*
+

K4 _ +
HATP =—— HATP + H

+ Ky +

HATP? + HY —— ATP* + H*
+ +

Mez+ Me2+ Mez+

Ky Ks Ks

MeH,ATP MeHATP" MeATP?

onde pKi= 6,53; pK2= 4,06; pKs=1,00; pKs= 1,00; pKs= 4,22; pKe= 2,24 e pK7= 1,58.

3.16. Tratamento dos dados cinéticos

Os parametros cinéticos Vi (velocidade maxima), Km (constante de Michaelis), Kos
(constante de dissociacdo aparente) e ny (coeficiente de Hill) foram calculados usando o
programa SigrafW (LEONE et al., 2005b). As constantes de dissociagdo do complexo
enzima-inibidor, K,, foram determinadas graficamente de acordo com Marks & Seeds

(1978). Os parametros cinéticos apresentados nas tabelas sdo valores calculados e

representam a media+ SD de trés preparacOes diferentes (N= 3).

3.17. Sintese do [y->’P]-ATP

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

3.18. Determinagdo da atividade (Na*, K*)-ATPase através da liberacdo do [y-*?P]P;
A atividade (Na*, K*)-ATPase foi estimada a 25 °C através da liberacio do [*?P]Pi

proveniente do [y-*’P]ATP (GRUBMEYER & PENEFSKY, 1981; FONTES et al., 1999).

Uma aliquota (20 pL) da fracio microsomal foi adicionada ao tamp&o Hepes 20 mmol L,
pH 7,5, contendo MgCl> 2 mmol L, NaCl 50 mmol L™ e KCI 10 mM em um volume final
de 0,5 mL. A reacdo iniciada pela adicdo de ATP 1 mmol L [y-32P] ATP (atividade
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especifica 400-800 cpm/nmol) e apds 60 min foi interrompida pela adi¢do de 0,2 mL de
acido percldrico 0,4 mol L. Os tubos foram colocados em um banho de gelo e apds a adigéo
de 0.5 mL de agua gelada e 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 radiatividade
correspondente ao 3?Pi[P] liberado pelas amostras foi quantificada usando-se um

espectrometro de cintilacao liquida Beckman Modelo LS 6500.

3.19. Estudo do efeito da FXYD2 exdgena na atividade da (Na*, K*)-ATPase
A (Na*, K")-ATPase de G. cruentata foi pré-incubada na presenca de 20uL de
FXYD2 (em excesso em relagdo a subunidade a, propor¢ido 30:1) extraido a partir da (Na”,

K*)-ATPase purificada de medula de rim de porco (CORTES et al., 2006) durante 20 min e

a reagdo de hidrolise do [y-3?P]ATP foi estimada conforme descrito em 2.15.

3.20. Fosforilacdo por proteina kinase A (PKA)

A fosforilacdo da (Na*, K*)-ATPase foi realizada incubando-se uma aliquota (20 pL)
da fragdo microsomal de branquia de G. cruentata em tampao Hepes 20 mmol L™ pH 7,4,
EGTA 1 mmol L%, MgCl, 10 mmol L, KCI 100 mmol L, DTT 1 mmol L, Triton X-100
0,05%, db-cAMP 3 mmol L e queleritrina 3,5 umol L, em um volume final de 100 pL.
Ap06s 30 min de incubacdo, a 25 °C, nesse meio de reacdo de fosforilacdo, a atividade ATPase
foi determinada da conforme descrito em 2.15 (CORTES et al., 2011). Controles contendo
H-89 200 nmol L™ (inibidor especifico da proteina kinase A), também foram realizados nas

mesmas condi¢Oes descritas acima.

3.21. Fosforilacdo por proteina kinase C (PKC)

A fosforilagdo da (Na*, K¥)-ATPase foi realizada incubando-se uma aliquota (20 uL)
da fracdo microsomal de branquia de G. cruentata em tampao Hepes 20 mmol L™ pH 7,4,
MgClz 10 mmol L, KCI 100 mmol L, DTT 1 mmol L, Triton X-100 0,05%, CaCl, 1
mmol L™, fosfatidil serina 80 pg/uL, PMA 100 nmol L e H89 200 nmol Lt em um volume
final de 100 uL. Ap6s 30 min de incubacdo, a 25 °C, nesse meio de reacdo de fosforilagédo a
atividade ATPase foi determinada conforme descrito em 2.15 (CORTES et al., 2011).
Controles contendo queleritrina 3,5 pmol L™ (inibidor especifico da proteina kinase C),

tambeém foram realizados nas mesmas condicfes descritas acima.
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3.22 Fosforilagdo/ desfosforilacdo da fracdo microsomal por [y-*?P]-ATP

Aliquotas da fracdo microsomal branquial contendo (Na*, K*)-ATPase (40 pg de
proteina) foram incubadas a 27 ° C por 10 min no meio de ensaio nas seguintes condices:
tampao HEPES 50 mmol L, pH 7,5, MgCl2 0,3 mmol Lt e NaCl 50 mmol L. A reacéo de
fosforilacdo foi iniciada pela adicdo de 0,02 mL de ATP /3P-ATP 7,5 mmol L™ (atividade
especifica de 1 a 105 cpm / nmol) em um volume final de 0,5 mL (controle E-P). Apds
repousar por 3 min a 27 ° C, a desfosforilacao foi iniciada pela adi¢cdo de 0,05 mL de ADP
50 mmol L (desfosforilagdo induzida por ADP) ou 0,025 mL de KCI 2 mol L*
(desfibrilacdo induzida por K*) a cada meio de fosforilagdo por 5 min.

Apos a adigdo de 2 mL de HCIO4 125 mmol L contendo HsPOs 5 mmol L? e
NasP,07 5 mmol L, a mistura resultante contendo a enzima fosforilada (E32P) foi filtrada
em 0,45 um HAWP Filtros Millipore. Os filtros foram lavados trés vezes com 2 mL de
HCIO4 125 mmol L e quatro vezes com HCIOs 50 mmol de L™ (FONTES et al., 1992) para
reduzir o sinal. A radioatividade foi contada usando um contador de cintilacdo liquida
Beckman LS6500. Os controles foram realizados em triplicata usando a enzima desnaturada
com HCIO4 antes da adigdo de [*2P]-ATP. Cada experimento foi repetido trés vezes usando
uma preparacdo microsomal diferente (N = 3). Os resultados sdo apresentados como a média
+ DP.

3.23. Imunolocalizacdo da (Na*, K*)-ATPase branquial de Goniopsis cruentata

As branquias #11 (artrobranquia) do lado direito foram dissecadas de caranguejos
mantidos a 21%.S, incubadas em p-formaldeido 2% (preparado em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4) durante 1 h, e em seguida, incorporada em um
composto de temperatura de corte ideal (Sakura, Tissue-Tek, Torrance, EUA). Para evitar a
hidratacdo ou encolhimento do tecido durante a fixacéo, as solucgdes salinas foram ajustadas
para condicBes aproximadamente isosmaticas (NazHPO4 10 mmol L, KH2PO4 2 mmol L,
NaCl 137 mmol L, KCI 2.7 mmol L%, 290 mOsm kg* H20), pH 7.4 durante 1 h. Cortes
de 10 um de espessura foram tomadas transversalmente ao eixo longo da lamela branquial a
-25 °C (Micromo Criostatico Microm HM 505E, Walldorf, Alemanha) e recolhidas em
laminas revestidas com gelatina (Bloom 225). As laminas foram pré-incubados durante 20
min com glicina 100 mmol L em PBS, apropriado para mascarar grupos aldeidos livres, e
em seguida incubados durante mais 10 min em solucdo de bloqueio contendo soralbumina
bovina 1% e de gelatina 0,1% em PBS.
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A imunolocalizacdo (Na*, K")-ATPase foi realizada utilizando um anticorpo
monoclonal IgG a-5 de rato contra a subunidade o da (Na®, K')-ATPase de galinha
(TAKEYASU et al., 1988). Gotas do anticorpo primario diluidas (20 mg mL™*) em PBS (1:
1,75) foram colocadas sobre as secGes e em seguida incubadas em camara imida durante 1
h em temperatura ambiente. Controles negativos foram incubados em solucéo de bloqueio
sem o anticorpo primario. Depois de lavar 6 vezes 5 min cada em solugdo de bloqueio para
remover anticorpos ndo ligados especificamente, as sec¢des foram incubadas durante 45 min
em goticulas de um anticorpo secundario IgG anti-jumento conjugado com Alexa-fluor 488
diluido 1:450 em PBS, e finalmente enxaguados 6 vezes 5 min cada em PBS. Para localizar
0s nucleos, as sec¢bes foram coradas durante 20 min com 4', 6-diamidino-2-fenilindole
(DAPI) diluidas a 1: 200 em PBS.

As secdes foram montadas em meio de montagem de lamina Fluoromount-G com
laminas Kbnittel Starfrost e laminulas (Bielefeld, Alemanha) e foram observadas e
fotografadas usando um microscépio de fluorescéncia Olympus BX-50 (Melville, EUA)
equipado com umacamera deslizante de 2 Mb SPOT RT3 25.4 (Sterling Heights, EUA). As
seccOes foram observadas utilizando microscopia de contraste de interferéncia diferencial e
empregando comprimentos de onda de excitacdo/emisséo de 358/461 nm (DAPI) e 495/519
nm (Alexa-fluor 488).
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4.1. Imunolocalizagdo da (Na*, K*)-ATPase das branquias posteriores

A marcacao fluorescente revela que a (Na*, K¥)-ATPase pode ser observada através
da lamela da branquia posterior (Figura 1A). A organizacdo das filobranquias da lamela
branquial do caranguejo Goniopsis cruentata consiste em um epitélio de camada simples
coberto por uma cuticula na superficie apical (Figura 1B). A regido apical, localizada
préxima da cuticula, é projetada a partir das células pilares estreitando a regido basal no
centro da lamela, com espacos entre pares opostos de células pilares formando um sistema
irregular onde a corre a hemolinfa (Figura 1B). Uma marcac¢do imuno-histoquimica mais
detalhada da (Na*, K*)-ATPase revela que a enzima é predominantemente distribuida na
regido apical das células pilares (Figura 1B).

4.2. Centrifugacdo em gradiente continuo de sacarose

A centrifugacdo da fracdo microsomal das branquias posteriores do caranguejo G.
cruentata em gradiente de sacarose 10-50% resultou em um Gnico pico de atividade ATPase,
correspondendo entre 25-35% de sacarose (Figura 2). Nota-se também a presenca de dois
picos, ndo separados totalmente, correspondendo a atividade ATPase insensivel a ouabaina,
0 que sugere a presenca de outras ATPases que ndo a (Na*, K*)-ATPase. Esse resultado
também sugere a presenca de duas fracfes de membrana distintas que apresentam atividade
ATPase. A fracdo mais leve, correspondendo a 30-37% de sacarose apresenta cerca de duas
vezes mais proteina quando comparada com a fracdo mais pesada que corresponde a 40%

de sacarose.

4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida e Western Blotting

A andlise da fracdo microsomal em gel de poliacrilamida (5-20%) em condicGes
desnaturantes (SDS-PAGE) revelou varias bandas proteicas correspondentes ao tecido
branquial do caranguejo G. Cruentata apés a revelacdo com AgNOs (Figura 3A). A anélise
através de Western Blotting, utilizando um anticorpo monoclonal para cadeia a da (Na*,K*)-
ATPase, revelou uma Unica banda imunoespecifica, com massa molecular em torno de 110
kDa (Figura 3B). De forma similar, a analise da fragdo microsomal também foi realizada em
um gel de poliacrilamida 6-12%, o qual revelou somente uma Unica banda imunorreativa na
presenca do anticorpo monoclonal para cadeia o da (Na*,K*)-ATPase (Figura 3C). Quando
comparada com outras bandas de proteinas, pode-se assumir que, a (Na",K")-ATPase

representa apenas uma pequena fragdo do total de proteinas presentes na membrana.
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Figura 1. Localizacdo subcelular da (Na*, K*)-ATPase da branquia posterior do
caranguejo Goniopsis cruentata.

A marcacao imuno-histoquimica foi realizada empregando-se o anticorpo o-5 especifico
contra a subunidade a da (Na*,K*)-ATPase, O sinal fluorescente foi revelado usando um
anticorpo secundario conjugado com o fluoréforo Alexa-Fluor 488 (495/519 nm). Os
ndcleos (em azul) foram marcados com DAPI. A- Imunofluorescéncia mostrando a
distribuicdo geral da subunidade o da (Na*,K*)-ATPase no epitélio branquial em um corte
ao longo do eixo longitudinal da sétima branquia. B- Microscopia confocal/de contraste de
fase da secdo transversal de uma Unica lamela da brénquia revelando a arquitetura lamelar.
A marcagdo da subunidade o da (Na*,K*)-ATPase (em verde) é intensa nas regifes apicais
da célula. Os nucleos das células pilares e hemoticos marcados com DAPI (em azul). c-
cuticula, PC - células pilares, h- lacuna onde corre a hemolinfa. i- espaco intralamelar, setas-
lamelas das branquias. Escala 100 pm.
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Figura 2. Centrifugagdo da fragcdo microsomal da brénquia posterior do caranguejo
Goniopsis cruentata em gradiente continuo de sacarose.

Uma aliquota contendo 2,5 mg de proteina foi aplicada na superficie do gradiente. FracGes
de 0,5 mL foram coletadas a partir do fundo do tubo e analisadas quanto a: (®) Atividade
ATPase total, (M) atividade ATPase insensivel a ouabaina, (O) atividade (Na*, K*)-ATPase,
(A) concentragao de proteina e ([J) concentragdo de sacarose.

4.4. Caracterizacdo cinética da atividade (Na*, K*)-ATPase da fracdo microsomal do
caranguejo Goniopsis cruentata recém capturado

Alameticina foi adicionada ao meio de reacdo devido a presenca de vesiculas seladas
na fragdo microsomal. As atividades méximas com e sem alameticina foram 512,9 + 25,6
nmol Pi min™ mg de proteinae 419,4+20,9 nmol Pi min™ mg* de proteina, respectivamente.
Mostrando assim que ~20% da atividade (Na*, K*)-ATPase esta ocluida em vesiculas

seladas na fracdo microsomal das branquias

60



4.4.1. Efeito da concentragdo de ATP na atividade da (Na*,K*)-ATPase

O efeito do aumento da concentracdo de ATP na atividade da (Na*,K*)-ATPase da
fracdo microsomal das branquias posteriores do caranguejo G. cruentata esta apresentado
na Figura 4. Em concentragdes saturantes de MgCl, (3 mmol L), NaCl (50 mmol L) e KCI
(10 mmol L) a estimulagdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase no intervalo de concentragéo
de ATP entre 107 e 10° mol L™ resultou no aparecimento de duas curvas de saturagdo. A
familia de sitios de ATP de alta afinidade compreendida entre 10 e 10 mol L™* apresentou
V= 153,4 + 7,7 nmol Pi mint mg* de proteina e Kos= 0,013 + 0,0006 mol L. Ja a familia
de sitios de ATP de baixa afinidade, compreendida entre 10 e 10" mol L™ apresentou Viu=
186,0 + 9,3 nmol Pi mint mg* de proteina e Kos= 0,085 + 0,004 mol L. Interacdes sitio-
sitio foram observadas para ambas as familias (Tabela 2). Para concentragdes inferiores a
107 mol L de ATP, observa-se uma atividade ATPase basal insensivel a ouabaina de
aproximadamente 140,0 nmol Pi min! mg? de proteina. Nesse mesmo intervalo de
concentracdo de ATP, a atividade ATPase insensivel a ouabaina com aproximadamente 30
nmol Pi min? mg™ de proteina foi estimulada até valores da ordem de 60,0 nmol Pi min™*
mg™ de proteina, sugerindo a presenca de outras ATPases na fragdo microsomal (insercéo
da Figura 4A). Esses mesmos dados para a atividade da (Na*,K*)-ATPase também foram
analisados em relacdo a concentracdo do complexo Mg.ATP. Os resultados obtidos mostram
uma curva bifasica (Figura 4B) similar a apresentada na Figura 4A (Tabela 2). A insercao
da Figura 4B mostra inequivocamente que o aumento na atividade da (Na*, K*)-ATPase esta
relacionado com o aumento da concentragdo do complexo Mg.ATP e ndo com a
concentracdo de ATP livre (insercdo da Figura 4B). Observa-se que, para uma dada
concentracdo de ATP total. os valores calculados para a concentracdo de ATP livre sdo quase

100 vezes menores que 0s do complexo Mg.ATP (insercdo da Figura 4B).
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Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida e Western Blotting das branquias
posteriores do caranguejo Goniopsis cruentata.

A- Gel de poliacrilamida SDS-PAGE (5-20%) coloracdo com prata usando 4 g de proteina

proveniente do tecido branquial da fracdo microsomal. B- Western Blotting (SDS-PAGE

5-20%) e C- Western Blotting (SDS-PAGE 6-12%), ambos contra a subunidade a da (Na*,

K™)-ATPase do caranguejo G. cruentata recém capturado revelado com anticorpo anti-

camundongo 1gG conjugado com peroxidase (50 g de proteina) identificando uma banda

de = 110 kDa. D- Padrdo Spectra Multicolor Ladder Protein Ladder (10-180 kDa) usado

para 6-12% SDS-PAGE.
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4.4.2. Efeito da concentragdo estequiométrica de ATP e Mg?* na atividade da
(Na*,K")-ATPase

Em condigdes saturantes de KCI (10 mmol L), NaCl (50 mmol L) e em condigdes
estequiométricas de ATP e Mg?*, a (Na*,K*)-ATPase é estimulada através de uma Unica
curva de saturagdo no intervalo de concentragéo entre 108 e 7x10* mol L (Figura 5). Nestas
condicdes, a atividade (Na*, K*)-ATPase apresentou V= 443,0 + 22,1 nmol min*t mg? de
proteina e Kos = 0,060 + 0,003 mol L resultante de interagGes sitio-sitio (Tabela 2). Nesse
mesmo intervalo de concentracdo, a atividade ATPase insensivel a ouabaina foi estimulada
até cerca de 60 nmol Pi mint mg? de proteina, correspondendo a cerca de 13% da atividade
ATPase total presente na fragdo microsomal. E importante salientar que em condices
estequiométricas de ATP e Mg?* a atividade da (Na*, K*)-ATPase foi de apenas 20 nmol Pi
min"t mg* de proteina para concentragdes da ordem de 10 mol L quando comparada com
~140 nmol Pi mint mg™ observada em condicBes de excesso de Mg?*. Esses resultados
sugerem que, em baixas concentracdes de ATP, Mg?* (quando em grande excesso) atua
como um efetor alostérico da (Na*, K*)-ATPase causando o aparecimento do sitio de alta
afinidade para o ATP.

4.4.3. Efeito da concentracdo de Mg?* na atividade da (Na*,K*)-ATPase

Nenhuma atividade foi observada na auséncia de Mg?*, isso porque se trata de um
ion essencial para a atividade da (Na*, K*)-ATPase. Em condicGes saturantes de ATP (1
mmol L), KCI (10 mmol L) e NaCl (50 mmol L) o aumento da concentracio de Mg?*
entre 10° e 2x10° mol L estimulou a atividade da (Na*, K*)-ATPase através de uma Unica
curva de saturagdo com Vu= 425,9 + 25,3 nmol Pi mint mg™ de proteina e Kos= 0,016 +
0,01 mol L%, envolvendo interagdes sitio-sitio (Figura 6A e Tabela 2), sugerindo multiplos
sitios de ligacéo para este fon na enzima. Neste mesmo intervalo de concentracdo de Mg?*,
a atividade ATPase insensivel a ouabaina (Vm= 44,0 nmol Pi min* mg* de proteina) foi
estimulada até valores da ordem de 60 nmol Pi mint mg? de proteina, o que indica a
presenca de uma possivel Mg?*-ATPase na fragdo microsomal (insercio da Fig. 6A).

A anélise da atividade (Na*, K*)-ATPase com relacdo a concentracdo do complexo
Mg.ATP também revelou uma curva monoféasica similar a apresentada na Figura 62, apenas

com pequenas diferencas nos valores de Vv e Kos (Figura 6B e Tabela 2).
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Figura 4. Efeito da concentracdo de ATP na atividade da (Na*,K*)-ATPase da fracéo
microsomal das branquias posteriores do caranguejo Goniopsis cruentata.

A atividade foi determinada continuamente a 25°C em tamp&o HEPES 50 mmol L, pH 7,5
contendo MgClz 3 mmol L, NaCl 50 mmol L, KCI 10 mmol L, NADH 0,21 mmol L,
FEP 3,18 mmol L, 10 pg de alameticina, PQ 49 U e LDH 94 U. A reacéo foi iniciada pela
adicdo de 44,0 pg de proteina e os experimentos foram realizados em duplicata empregando-
se trés diferentes homogeneizados de branquias (£SD; N=3). A- ATP. Insercdo: (®)
Atividade ATPase total; (O) Atividade ATPase insensivel a ouabaina. B- Mg.ATP.
Insercdo: (®) Concentracdo calculada de ATP livre; (L) Concentragdo calculada do
complexo Mg.ATP; (O) Concentracio calculada de Mg?" livre.
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Figura 5. Efeito da concentracdo estequiométrica de ATP e Mg?* na atividade da
(Na*,K*)-ATPase da fracdo microsomal das branquias posteriores do caranguejo
Goniopsis cruentata.

A atividade foi determinada continuamente a 25°C em tamp&o HEPES 50 mmol L, pH 7,5
contendo NaCl 50 mmol L, KCI 10 mmol L, NADH 0,21 mmol L, FEP 3,18 mmol L™,
10 pg de alameticina, PQ 49 U e LDH 94 U. A reagéo foi iniciada pela adigdo de 44,0 pg de
proteina e os experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes
homogeneizados de branquias (£SD; N=3). Insercdo a: (®) Atividade ATPase total; (O)
Atividade ATPase insensivel a ouabaina. Insercdo b: (®) Concentracdo calculada de ATP

livre; (CJ) Concentracio calculada de Mg?* livre; (O) Concentragdo calculada do complexo
Mg.ATP.
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Os resultados sugerem mais uma vez que o aumento da atividade da (Na*, K*)-
ATPase esté relacionado com o aumento da concentragdo do complexo Mg.ATP e ndo da
concentragdo de Mg?* livre. Isso corrobora com nossa sugestdo de que o sitio de ligagio do
ATP de alta afinidade resulta de um efeito alostérico quando a enzima se encontra em baixa

concentragdo de ATP e em excesso de Mg?* (Figura 4).

4.4.4. Efeito da concentracdo de Na* na atividade da (Na*,K*)-ATPase

Em condigdes saturantes de ATP (1 mmol L), KCI (10 mmol L1), MgCl (3 mmol
L), concentragBes crescentes de Na* entre 10° e 5x102 mol L estimularam a (Na*, K*)-
ATPase através de uma Unica curva de saturagdo até valores maximos de Vm= 425,0 + 23,4
nmol Pi mint mg* de proteina com Kos= 5,1 + 0,3 mmol L (Figura 7). A atividade ATPase
insensivel a ouabaina, ¢ da ordem de 30 nmol mint mg? de proteina e ndo foi estimulada

por Na* nesse mesmo intervalo de concentracéo.

4.4.5. Efeito da concentracdo de K* e NH4* na atividade da (Na*,K*)-ATPase

O efeito da variacdo da concentracdo de K™ e NH4" na hidrélise do ATP pela (Na*,
K*)-ATPase presente na fracdo microsomal das branquias posteriores do caranguejo G.
cruentata estd apresentado na Figura 8. Em condicOes saturantes de ATP (1 mmol L),
MgCl, (3 mmol L) e NaCl (50 mmol L), concentrages crescentes de K* (10 a 3x102
mol L) e na auséncia de NH4* estimularam a atividade (Na*, K*)-ATPase através de uma
Unica curva de saturacido com uma atividade de Vw= 485,3 + 24.3 nmol Pi min® mg? de
proteina com Kos= 0,9 + 0,05 mmol L (Figura 8A e Tabela 2). A atividade ATPase
insensivel a ouabaina (3 mmol L) foi cerca de 60 nmol Pi min* mg* de proteina e néo foi
estimulada nessa mesma faixa de concentracdo de K* (insercdo da Figura 8A).

Concentragdes crescentes de NH4" entre 10° e 2x102 mol L e em condigbes
saturantes de ATP (1 mmol L), MgCl (3 mmol L) e NaCl (50 mmol L), na auséncia de
K™, foi observada estimulacgdo da atividade da (Na*, K*)-ATPase através de uma Unica curva
de saturagdo e com Vm= 497,1 + 24,9 nmol Pi min"t mg™* de proteina e Kos=9,7 + 0,5 mmol
L (Figura 8B e Tabela 2). A atividade insensivel a ouabaina foi estimada em cerca de 30

nmol Pi min? mg™ de proteina (insercdo da Figura 8B).
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Figura 6. Efeito da concentracédo de Mg?* na atividade da (Na*,K*)-ATPase da fracgdo
microsomal das branquias posteriores do caranguejo Goniopsis cruentata.

A atividade foi determinada continuamente a 25°C em tamp&o HEPES 50 mmol L, pH 7,5
contendo ATP 1 mmol L, NaCl 50 mmol L%, KCI 10 mmol L, NADH 0,21 mmol L,
FEP 3,18 mmol L™, 10 pg de alameticina, PQ 49 U e LDH 94 U. A reacéo foi iniciada pela
adicao de 44,0 pg de proteina e os experimentos foram realizados em duplicata empregando-
se trés diferentes homogeneizados de branquias (xSD; N=3). A- Mg?*. Insercéo: (®)
Atividade ATPase total e (O) Atividade ATPase insensivel a ouabaina. B- Mg.ATP.
Inser¢do: (O) Concentragdo calculada de ATP livre; (®) Concentragdo calculada do
complexo Mg.ATP; e (A ) Concentracio calculada de Mg?* livre.
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Figura 7. Efeito da concentracdo de Na* na atividade da (Na*,K*)-ATPase da fracéo
microsomal das branquias posteriores do caranguejo Goniopsis cruentata.

A atividade enzimatica foi determinada continuamente a 25°C em tampéao HEPES 50 mmol
L, pH 7,5 contendo ATP 1 mmol L, MgCl> 3 mmol L, KCI 10 mmol L, NADH 0,21
mmol L, FEP 3,18 mmol L?, 10 ug de alameticina, PQ 49 U e LDH 94 U A reacéo foi
iniciada pela adicdo de 44,0 ng de proteina e os experimentos foram realizados em duplicata
empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias (£SD; N=3). Insercédo: (®)
Atividade ATPase total e (O) Atividade ATPase insensivel a ouabaina.
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Figura 8. Efeito da concentracdo de K* e NH4* na atividade da (Na*,K*)-ATPase da
fracdo microsomal das branquias posteriores do caranguejo Goniopsis cruentata.

A atividade enzimatica foi determinada continuamente a 25°C em tampdo HEPES 50 mmol
L, pH 7,5 contendo ATP 1 mmol L, NaCl 50 mmol L, MgCl, 3 mmol L, NAD* 4.28
mmol L™, fosfato de s6dio 1 mmol L, G3P 2 mmol L, GAPDH 24U, PGK 9U e 10 pg de
alameticina. A reacao foi iniciada pela adigdo de 44,0 ug de proteina e os experimentos
foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados de branquias
(£#SD; N=3). A- K*. B- NH4". Insercdes: (®) Atividade ATPase Total e (O) Atividade
ATPase insensivel a ouabaina.
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4.4.6. Efeito da concentracdo de ouabaina na atividade ATPase da fracéo
microsomal

Em condigdes saturantes de ATP (1 mmol L), MgClz (3 mmol L), NaCl (50 mmol
L) e K* (10 mmol L), concentragdes crescentes de ouabaina entre 10° e 5x107° mol L
inibiram a atividade ATPase da fragdo microsomal até valores da ordem de 70 nmol Pi
min™ mg de proteina. Apenas uma curva monofasica foi observada sugerindo a existéncia
de apenas um sitio de ligacdo para a ouabaina (Figura 9) e que a atividade da (Na*, K*)-
ATPase corresponde aproximadamente 95%. O valor de K; foi 196.6 + 9.8 pmol L™ (Tabela
2).
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Figura 9. Efeito da concentracdo de ouabaina na inibicdo da atividade da (Na*,K*)-
ATPase branquial de Goniopsis cruentata.

A atividade enzimatica foi determinada continuamente a 25°C, conforme descrito em
Materiais e Métodos e a reagdo foi iniciada pela adi¢dao de 44,0 pg de proteina. Os
experimentos foram realizados em duplicata empregando-se trés diferentes homogeneizados
de branquias (xSD; N=3). Insercdo: Representacdo de Dixon para a estimacdo do valor de
Ki, onde v¢ corresponde a taxa de reacdo somente da (Na*, K*)-ATPase.
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Tabela 2. Parametros cinéticos calculados para se avaliar o efeito na atividade da

(Na*, K*)-ATPase das branquias posteriores de Goniopsis cruentata por ATP, Mg?*,

K*, Na* e NH4" e inibicéo pela ouabaina.

Modulador Vm Kos NH Ki
(nmol Pi mint mg?) (mmol L7) (umol L)
ATP 153477 0,013+0,0006 1,3 -
186,0 £9,3 0,085+0,004 3,0
Mg.ATP* 1436 £7,2 0,011 +£0,0005 15 -
198,6 £9,9 0,081+0,004 3.1
Mg.ATP** 4430+ 22,1 0,06 £ 0,003 4,0 -
Mg?* 4259+ 25,5 0,16 £0,01 2,6 -
Mg.ATP*** 427,7+ 21,4 0,14 + 0,007 2,7 -
Na* 425,0 £ 23,4 51x0,3 15 -
K* 485,3 + 24,3 0,9+0,05 0,9 -
NH4* 4979 +24.9 9,7£0,5 1,2 -
Ouabaina - - - 196,6 £ 9,8

*ATP calculado como Mg.ATP. **calculada em concentracGes estequiométricas de

ATP e Mg?*; ***Mg?* calculado como Mg.ATP.

4.5. Analise da formacao / decomposicao de fosfoenzimas

Considerando que os locais de ligacdo de ATP de alta afinidade ndo foram expressos
sob concentracdes estequiométricas de ATP e Mg?* (Figura 5), a formag&o/decomposicio
da fosfoenzima foi analisada em func&o da concentracdo de Mg?*. A fosforilacio com ATP
de 0,3 mmol L e Mg?* de 0,3 mmol L revelou um nivel maximo de enzima fosforilada de
0,2832 + 0,00219 nmol de proteina Pi mg™ (Tabela 3), que foi considerado como senndo o
nivel de controle para a formacdo do complexo EP. A desfosforilagdo induzida por K™ (100
mmol L) foi estimada em 0,247 + 0,009 nmol Pi mg™* (~ 87% do controle), sugerindo que
apenas 13% da EP total foi desfosforilada. Em contraste, para a desfosforilagdo induzida por
ADP (5 mmol L), apenas 0,078 + 0,004 nmol L de EP foi estimada (Tabela 3), sugerindo

que 72% da EP total foi desfosforilada.
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Tabela 3. Desfosforilacdo da (Na*,K*)-ATPase das branquias posteriores do
caranguejo semi-terrestre Goniopsis cruentata em concentracdes estequiométricas
de ATP e Mg?* livre.

Condicao Nivel EP % E-P total  [Mg*]* livre
(nmol Pi mg* proteina) (mmol L?)
Controlef 0.283 + 0.002 100 1.119 x 10*
ADP (5 mmol L) 0.078 + 0.004 275 1.119 x 10*
K* (100 mmol L) 0.247 + 0.009 87.3 1.119 x 10

*Calculado de acordo com Fabiato (1988).  Tampao HEPES 50 mmol L%, pH 7.5, ATP 0.3
mmol L, MgCl20,3 mmol L™* e NaCl 50 mmol L.

4.6. Efeito de diferentes inibidores na atividade ATPase da fracdo microsomal de
branquias de Goniopsis cruentata

Na Tabela 4 pode ser observado que atividade ATPase total de Vm=479,9 + 10.9
nmol de Pi min™t mg? de proteina foi inibida até valores de Vm= 450,4 + 9.7 nmol de Pi
mint mg? de proteina na presenca de ouabaina 3 mmol L™, indicando que cerca de 95%
da atividade ATPase da fragdo microsomal corresponde a (Na',K")-ATPase.
Considerando-se a alta taxa de (Na*,K")-ATPase, os valores calculados para outras

possiveis ATPases presentes na fracdo microsomal podem ser desprezados.

4.7. Efeito da salinidade na capacidade osmorregulatoria de Goniopsis cruentata

Na Figura 10 estdo apresentados os valores estimados para a osmolalidade da
hemolinfa do caranguejo semi-terrestre Goniopsis cruentata em funcdo da osmolalidade do
meio. Nota-se que apos 5 dias de exposi¢do a ambientes aclimatados a 10, 20, 30 e 40 %oS
néo foi observado variagéo significativa na osmolalidade da hemolinfa (P= 0,152). O ponto
isosmotico deduzido a partir da equacéo polinomial de segundo grau (y= 0,117x? + 3,505x
+ 878,2) foi 29 %0S. Em concentra¢des mais diluidas (10%0S) o valor estimado foi 855,0 +
23,39 mOsm kg H,O, enquanto que, em concentracdes mais elevadas (40%0S), o valor
estimado foi de 926,0 + 26,46 mOsm kg H.O? (X + EPM, N = 8) (Tabela 4). O poder
regulatério total calculado foi de 0,08. O poder hiperregulatdrio que expressa a captacéo de
sal em salinidades baixas (10 e 20 %0S) e hiporegulatdorio que expressa a secre¢do de sal em
salinidade elevada (30 e 40 %0S), ajustados ao ponto isosmético, sao 0,03; 0,06; 0,30 ¢ 0,17,

respectivamente.
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Tabela 4. Efeito de varios inibidores na atividade ATPase da fracdo microsomal das branquias posteriores do caranguejo de mangue

Goniopsis cruentata.

Inibidor Atividade ASO Atividade Atividade Tipo de
total (Umg?) ATPase Residual  relativa ATPase
(Umg?) (U mg?) (%) presente
Controle 479,9 +10,9 - - 100,0 ATPase
Ouabaina (OUA 3 mmol L) 295+02  450,4+97 - 93,8 (Na*, K*)-
Ortovanadato (ORT 100 pumol L) 20,5+0,3 459,4+9,8 - 95,8 P-
OUA + ORT 21,1+0,3 - 84+0,1 1,7 F.N.
OUA + Teofilina (5 mmol L?) 4,1+0,1 - 254 +0,4 53 F.A.
OUA + Bafilomicina (0.4 pmol L?) 30,205 - - - V(HY)-
OUA + Tapsigargina (0.5 umol L) 22,7+0,3 - 6,8+0,1 1,4 Ca+ -
OUA + EGTA (1 mmol L) 279+0,4 - 1,6+0,1 <1 Ca+.
OUA + Acido etacrinico (2 mmol L) 18,9+0,2 - 10,6 +0,2 2,2 Na*- ou K*-
OUA + Aurovertina (10 umol L) 30,715 - - - FOF1-
OUA + Etanol (20 uL mL™?) 30,7+05 - - ; .
OUA + DMSO (20 uL mL™?) 29,3+0,4 - - ; .

ASO = Atividade ATPase sensivel a ouabaina e/ou ortovanadato. F.N. = Fosfatases Neutras. F.A. = Fosfatase Alcalina.

73



Tabela 5. Valores determinados para a osmolalidade da hemolinfa de Goniopsis

cruentata aclimatado em diferentes salinidades.

Salinidade  Amostragem Osmolalidade da hemolinfa
(%0S) (N) (mOsm kg H2071)
10 8 855,0+ 234
20 8 854,5+ 29,9
30 8 879,0+ 22,0
40 8 926,0 £ 26,5

4.8. Efeito da aclimatacdo em diferentes salinidades na atividade da (Na*, K*)-ATPase
da fracdo microsomal do tecido branquial do caranguejo semi-terrestre Goniopsis
cruentato

O efeito da salinidade na atividade da (Na*,K*)-ATPase esta representado na Tabela
6. Similarmente ao que foi observado anteriormente na fragdo microsomal do caranguejo G.
cruentata recém-capturado (ver Tabela 2), a estimulacdo da atividade da (Na*,K*)-ATPase
ocorreu atraves de uma curva bifasica, indicando duas familias distintas de sitios de ligacéo
do ATP em todas as condigdes estudadas. A 10 %oS e em condicdes saturantes de Mg?* (3
mmol L), Na* (50 mmol L), K* (50 mmol L) e concentragdes crescentes de ATP (107 a
10 mol L1) revelaram uma familia de sitios de alta afinidade pelo ATP com Vu= 21,95 +
1,1 nmol de Pi mint mg™ de proteina, enquanto para a familia de sitios de baixa afinidade
pelo ATP foram observados valores maximos de Vm= 54,54 + 2,7 nmol de Pi min™ mg™ de
proteina.

Valores similares foram obtidos a 20 ¢ 40 %oS (Figura 11B e Tabela 6), porém nota-
se um deslocamento no sitio de alta afinidade pelo ATP (Figura 11 inser¢do A e B) bem
como diferenca nos valores de afinidade da enzima pelo ATP (Kos=0,0024 , 0,004 e 0,0033
mmol L para 10, 20 e 40 %oS, respectivamente). Para animais aclimatados a 30 %oS (Figura
11A), o valor da atividade da (Na",K*)-ATPase representa aproximadamente metade do
valor gque foi encontrado para o caranguejo recem capturado, embora os valores de Ko para
os sitios de alta afinidade sdo similares (Km= 0,015 mmol L e Kos= 0,013 mmol L para
30 %oS e recém-capturado, respectivamente) (ver Tabelas 2 e 6). Exceto para os sitios de alta
afinidade pelo ATP revelados em salinidade de 30 %oS, para todas as demais condigdes

estudadas foram observadas interac@es sitio-sitio.
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Figura 10. Capacidade osmorregulatéria de Goniopsis cruentata aclimatado durante 5
dias a diferentes salinidades.

O poder regulatdrio para a osmolalidade da hemolinfa é 0,08 (sendo, o hiperregulatério 0,03
e o hiporregulatério 0,17). A linha isosmética considera 1 %0S= 30 mOsm/kg H2O. Néao
houve efeito da salinidade sobre a osmolalidade da hemolinfa (P=0,152; ANOVA). Dados
ajustados a polindémio de segundo grau (Y= 0,117X? — 3,505X + 878,2); R>= 1 para a
variacdo da osmolalidade (X £ EPM, N=8).
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Tabela 6. Efeito da salinidade na atividade da (Na*, K*)-ATPase das branquias

posteriores do caranguejo semi-terrestre Goniopsis cruentata.

Salinidade VM Ko,s/m NH
(%oS) (nmol Pi mint mg?) (mmol L?)

10 2195+11 0,0024 £ 0,00012 15
54,54 + 27 0,050 + 0,0002 2,7

20 16,91 £0,8 0,004 + 0,0002 3,0
35,72+18 0,160 = 0.008 1,6

30 78,97 £ 3,9 0,015 = 0,0007 1,0
164,22 + 8,2 0,520 £ 0.03 6,9

40 16,45 +0,8 0,0033 £+ 0,0002 1,7
26,82 +1,3 0,310 £ 0.01 2,4

4.9. Andlise quantitativa da expressdao de RNAm da subunidade o da (Na*,K*)-ATPase
por gPCR em Goniopsis cruentata

Os resultados mostram que os valores de RNAm obtidos para a expressdo da
subunidade o da (Na*, K*)-ATPase branquial de G. cruentata aclimatado a 10 %S sio
aproximadamente 4 vezes maiores que 0s obtidos a 20, 30 e 40 %oS (Figura 12). Além disso,
ndo foi observada variacdo significativa na expressdo da subunidade o para animais
aclimatados a 20, 30 € 40 %oS.
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Figura 11. Efeito da salinidade na modulacdo da atividade da (Na*,K*)-ATPase
branquial de Goniopsis cruentata pelo ATP.

A atividade enzimatica foi determinada continuamente a 25°C em tampdo HEPES 50 mmol
L1, pH 7,5 contendo MgClz 3 mmol L%, NaCl 50 mmol L, KCI 10 mmol L, NADH 0,21
mmol L, FEP 3,18 mmol L, 10 ug de alameticina, PQ 49 U, LDH 110 U e concentragdes
crescentes de ATP (107 a 10 mol L™?). A reacfo foi iniciada pela adi¢do de 44,0 pg de
proteina conforme descrito em Materiais e Métodos. Os experimentos foram realizados em
duplicata empregando-se trés homogeneizados de branquias (xSD, N=3). %.. A-
Estimulacao da atividade a: (o) 30%.S. Insercdo em A- Sitio de alta afinidade: (C1) 30%o.
B-Estimulacdo da atividade a: (O) 10 %o, (®) 20%o, (m) 40 %o. Insercdo em B: sitios de
alta afinidade: (O) 10%o, (®) 20%o ¢ (W) 40 %o.
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Figura 12. Efeito da salinidade sobre a expressdo de RNAm da subunidade o da
(Na*,K*)-ATPase extraida das branquias de Goniopsis cruentata.

A analise foi realizada por qPCR e a reacédo foi normalizada pelo gene PRL10 codificador
da proteina ribossomal L10, cuja expressdo € constitutiva. Os valores relativos foram
calibrados em relag&o a salinidade de 30 %oS (calibrador), sendo considerado arbitrariamente
o0 valor 1. *P<0,05 comparado com o valor imediatamente anterior (ANOVA, SNK). (X
EPM, 5<N<7).

A ANOVA indicou efeito da salinidade apds 5 dias de exposi¢ao sobre a expressao
de RNAm da subunidade o da (Na*, K*)-ATPase (P< 0.001) durante os desafios osmoticos
(10, 20, 30 ¢ 40 %0S) impostos a G. cruentata. Sob desafio hiposmotico, houve elevagédo
significativa de cerca de 4,5 vezes na expressdao de RNAm para a (Na*, K*)-ATPase (SNK,
P< 0.001) nos caranguejos mantidos a 10 %S, e ndo houve diferenca significativa naqueles
mantidos em 20 %S (SNK, P= 0.960), quando comparados com a condi¢do controle (30
%0S). Sob desafio hiper-osmotico, 40 %oS, ndo houve diferenca significativa na expressao
de RNAm para a (Na*, K*)-ATPase (SNK, P= 0.879) comparado com a condi¢do controle
(30 %0S).
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4.10. Efeito do peptideo FXYD2 exodgeno na atividade da (Na*,K*)-ATPase branquial
de Goniopsis cruentata.

Os resultados do efeito da adicdo do peptideo FXYD2 na atividade da (Na",K*)-
ATPase da fracdo microsomal do tecido branquial de Goniopsis cruentata recém capturado
(8 %0S) estéo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Efeito do polipeptideo FXYD2 exdgeno na atividade da (Na*,K*)-ATPase da

fracdo microsomal das bréanquias posteriores do caranguejo Goniopsis cruentata
recém-capturado.

Condicao (Na*, K")-ATPase

U mg Relativa (%)
Controle 49,8 100,0
NH,* (50 mmol LY 59,4 120,0
FXYD2 18,2 36,5
FXYD2 + NHs* 35,2 70,7

Interessantemente, na presenca do peptideo FXYD2 a atividade (Na*,K*)-ATPase foi
inibida, ineditamente, cerca de 65%, contrariamente a estimulacao esperada. Entretanto, na

presenca de NH4* (50 mmol L) o peptideo FXYD2 estimulou em aproximadamente 20% a
atividade da (Na*, K*)-ATPase.

4.11. Identificacdo do peptideo FXYD2 na fracdo microsomal do caranguejo Goniopsi
cruentata

A identificacdo do peptideo FXYD2 na fracdo microsomal da branquia de G.
cruentata foi realizada utilizando-se um gel de poliacrilamida a 15% (p/v). Pode-se observar
a existéncia de uma forte banda espalhada no gel correspondente a Mr entre 7 a 10 kDa
(Figura 13). Esses dados sugerem que a fracdo microsomal de branquia de G. cruentata
possivelmente apresenta o peptideo FXYD2.
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Figura 13. Identificacdo do polipeptidio FXYD2 na fracdo microsomal do caranguejo
Goniopsis cruentata.
A eletroforese em condicBes desnaturantes foi realizada utilizando-se um gel de

poliacrilamida a 15% (m/v) e o peptideo FXY D2 foi previamente fosforilado por [y-**P]ATP
atraves da cascata de sinalizacdo da PKA.

4.12. Fosforilagdo da subunidade o da (Na*, K*)-ATPase por PKA e PKC enddgenas
O efeito da fosforilacdo da (Na",K*)-ATPase branquial de G. cruentata por PKA e
PKC esta apresentado na Figura 14. A atividade da (Na*, K*)-ATPase estimada para o
controle foi de 78,8 + 2,4 nmol [*2P] Pimin"t mg? de proteina (coluna 1). A atividade da
(Na*, K*)-ATPase estimada na presenca dos ativadores de PKA e PKC foram 0.09 + 0.00013
e 25,2 + 2,0 nmol [*?P] Pimin™ mg™ de proteina, respectivamente (colunas 2 e 4). Observa-
se que nessas condicOes, houve uma inibicdo de aproximadamente 100% na presenca de db-
AMPc e cerca de 70% na presenca de PMA. Entretanto, quando a atividade foi estimada na
presenca dos inibidores farmacoldgicos dessas duas kinases foram obtidos valores de 75,7 +
2,3 e 108,4 + 5.8 nmol [*P] Pimin™ mg? de proteina (colunas 3 e 5) que representam uma
reversdo da inibi¢do da ordem de 96% para a PKA e uma reversdo total da inibi¢cdo por PKC.
Esses resultados sugerem a presenca de PKA e PKC enddgenas na fracdo microsomal obtida

de brénquias de G. cruentata.
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Figura 14. Fosforilacido da subunidade o da (Na*,K*)-ATPase de G. cruentata por PKA
e PKC endogenas.

Para o controle, a atividade da (Na*, K*)-ATPase foi estimada conforme descrito em
Materiais e Métodos. A fosforilagdo por PKA foi realizada em Hepes 20 mmol L, pH 7,4,
EGTA 1 mmol L, MgCl, 10 mmol L, KCI 100 mmol L, DTT 1 mmol L, Triton X-100
0,05%, db-AMPc 3 mmol L™ e queleritrina 3,5 pmol L™, na auséncia e presenca de H-89
200 nmol L (inibidor farmacoldgico da PKA). A fosforilagio por PKC foi realizada em
Hepes 20 mmol L pH 7,4, contendo MgCl, 10 mmol L, KCI 100 mmol L, DTT 1 mmol
L1, Triton X-100 0,05%, CaCl> 1 mmol L™, fosfatidil serina 80 ug/uL, PMA 100 nmol L*
e H89 200 nmol L na auséncia e presenca de queleritrina 3,5 pmol L (inibidor
farmacoldgico da PKC).

4.12. Eletroforese da (Na*, K*)-ATPase branquial de Goniopsis cruentata fosforilada
por PKA enddgena

A Figura 15 mostra o resultado da eletroforese da fosforilagdo da subunidade o da
(Na*,K")-ATPase branquial de G. cruentata por PKA enddgena. Na auséncia do ativador da
PKA (controle) praticamente ndo se observa nenhuma banda relativa a subunidade o

fosforilada (raia 1). Entretanto, nas raias 2 e 4 podem ser observadas bandas bem evidentes
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em uma regido correspondente a M, ~110 KDa, sugerindo a presenca da (Na*,K*)-ATPase
fosforilada. Essa banda é resultada da fosforilacdo de um residuo de serina da subunidade o
quando ¢é adicionado ao meio de reacdo o db-AMPc, um ativador a PKA. Os dados da raia
3, onde nao se observa nenhuma banda fosforilada, confirma tratar-se de fato da (Na*,K")-
ATPase. O resultado esperado para a raia 5 deveria ser similar, uma vez que a reacgéo foi
realizada na presenca de H89, um inibidor da PKA. Entretanto, ainda se observa uma banda,
préxima a observada na raia 4, o que pode significar a concentracéo de inibidor de PKA néo
foi suficiente para inibir o processo de fosforilacdo. Ainda assim, esses resultados
comprovam inequivocamente que existe uma PKA enddgena na fragdo microsomal de

branquias de G. cruentata.
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Figura 15. Efeito da fosforilacio da subunidade o da (Na*,K*)-ATPase por PKA
enddgena.

A fosforilacdo da (Na*, K*)-ATPase foi realizada incubando-se uma aliquota (20 uL) da
fracdo microsomal de branquia de G. cruentata em tampdo Hepes 20 mmol L pH 7,4,
EGTA 1 mmol L, MgCl, 10 mmol L, KCI 100 mmol L, DTT 1 mmol L, Triton X-100
0,05%, queleritrina 3,5 pmol L, db-AMPc 0,5 e 3 mmol L, em um volume final de 100
uL. Apo6s 1h de incubacéo, a 25 °C a amostra foi aplicada em um gel de poliacrilamida 15%.
Controles contendo H-89 200 nmol L (inibidor especifico da PKA), também foram
realizados nas mesmas condigdes descritas acima. 1. Controle; 2. db-AMPc 0,5 mmol L, 3.
db-AMPc 0,5 mmol L™ + H89 200 nmol L™*; 4. db-AMPc 3 mmol L™ e 5. db-AMPc 3 mmol
L1 + H89 200 nmol L™,

4.19. Clonagem, sequenciamento dos cDNAs parciais, e confeccdo de primers
especificos para a subunidade a da (Na*, K*)-ATPase e PRL10 do tecido branquial de
Goniopsis cruentata

O par de “primers” degenerados NaK_10F/NaK_16R (ver Tabela 1), construidos

baseados em sequéncias conservadas das subunidades o da (Na*, K*)-ATPase de alguns
82



crustaceos (WEIHRAUCH et al., 2004; FALEIROS et al., 2010, FALEIROS et al., 2017),
foi utilizado com sucesso na amplificacdo de um fragmento de tamanho esperado (700 pb,
Figura 16) a partir do cDNA das branquias posteriores do caranguejo Goniopsis cruentata,
utilizado como molde. A combinagao dos “primers” especificos para Callinectes sapidus
PRL10 Cs F e PRL10 Cs R (ver Tabela 1), também foi utilizada com sucesso na
amplificacdo de um fragmento esperado, uma banda de aproximadamente 300 pb (Figura

17), a partir do cDNA das branquias posteriores de G. cruentata.

+———x700 pb

Figura 16. Visualizacdo da eletroforese em gel de agarose 1% do produto da
amplificacdo parcial da subunidade a da (Na*,K*)-ATPase, com 0 par de primers
degenerados NaK10F e NaK16R (=700 pb), a partir do cDNA das branquias
posteriores de Goniopsis cruentata.

As raias 1, 2 e 3 correspondem ao cDNA das branquias posteriores de Goniopsis cruentata.
N, controle negativo (sem molde). M, marcador molecular 1 kb DNA Ladder Plus (Thermo
Scientific).
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~300 pb—,p

Figura 17. Visualizacdo da eletroforese em gel de agarose 1% do produto da
amplificacdo parcial da proteina ribossomal L10 (PRL10), com o par de primers
PRL10 Cs F e PRL10 _Cs R (=300 pb), a partir do cDNA das branquias posteriores
de Goniopsis cruentata.

As raias 1, 2 e 3 correspondem ao cDNA das branquias posteriores de Goniopsis cruentata).
N, controle negativo (sem molde). M, marcador molecular 1 kb DNA Ladder Plus (Thermo
Scientific).

Os fragmentos parciais de cDNA da (Na*, K)-ATPase e PRL10 oriundos das
branquias posteriores, amplificados com sucesso anteriormente, foram purificados,
quantificados, clonados em vetor PCR 2.1-TOPO TA (Thermo Scientific) e transformados
em E. coli DH5a, resultando em algumas col6nias isoladas em placas de Petri com meio LB
contendo o antibi6tico ampicilina e agentes seletivos. Trés col6nias para cada gene de
interesse, crescidas em meio LB &gar com agentes seletivos, foram inoculadas em meio 3 -
5 mL de LB broth com ampicilina, e apds verificar a eficiéncia da clonagem através de PCRs
diagndstico, com os respectivos primers apresentados na Tabela 1, um Unico clone para cada
gene foi escolhido para a extracdo do DNA plasmidial (vetor + inserto de interesse) e
posterior sequenciamento.

As sequéncias parciais de nucleotideos codificantes para as sub-unidades o da
(Na*",K")-ATPase (pNaK_Gcrug, a ser liberado pelo Genbank) e para a proteina ribossomal
L10 (pPRL10_Gcrug, Genbank KX855934) sdo mostradas a seguir. As sequéncias marcadas
em amarelo indicam os primers especificos (NaK_Gcru_F/R e PRL10_Gcru_F/R, Tabela 1)
sintetizados para as analises de gPCR. O amplicons resultantes (sequéncias marcadas em
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amarelo + em negrito) apresentam 122 e 129 pb, respectivamente. Das sequéncias de
nucleotideos abaixo foram excluidas as sequéncias de 37 e 51 nucleotideos que representam,
respectivamente, os primers degenerados NaK10F/16 e os primers especificos para
Callinectes sapidus, PRL10_Cs_F/R, utilizados nas amplifica¢des iniciais (Tabela 1).

> pNaK_Gcrug (669 pb)
amplicon = 122pb

TGGTTTGACAACACCATCATTGAGGCTGACACCTCTGAGGACCAGTCAGGCTGCCAGTATG
ACAAGAGCTCTGAAGGGTGGAAGACCCTCTCCAGGATTGCTGCTCTCTGCAACCGTGCAGA
GTTCAAGACTGGCCAGGAAGATGTTCCCATCCTTAAGCGAGAGGTAAATGGTGATGCTTCT
GAGGCTGCCCTGCTGAAGTGTGTGGAACTGGCTGTTGGAGATGTTAGGGGCTGGCGTTCCC
GCAACAAGAAGGTTTGTGAGATTCCTTTCAACTCAACCAACAAATACCAAGTATCTATCCA
CGAAACCCAGGACAAGAACGACCCCCGCTACCTTCTTGTGATGAAGGGTGCCCCTGAGAGA
ATCCTTGAGAGATGCTCAACCATCTTCATGAATGGTGAGGAAAAGCCCTTGGATGAAGAAA
TGAAGGAATCCTTCAACAATGCCTACCTGGAACTCGGAGGTCTTGGAGAGCGTGTGCTGGG
CTTCTGCGACTACATGCTTCCCTCAGACAAGTATCCCCTAGGTTATCCCTTCGATGCCGAT
TCCGTCAATTTCCCCGTGCACGGCCTCAGGTTCGTCGGACTCATGTCCATGATTGATCCTC
CCCGTGCTGCTGTGCCTGATGCTGTGGCCAAGTGCCGTTCTGCTGGTATCAAGGTCATC

>pPRL10_Gcrug (251 pb)
Amplicon = 129pb

ACGTCCGCGTCCGGCTCCACCCCTTCCACGTGATCCGCATTAACAAGATGTTGTCCTGCGC
CGGGGCTGATAGGCTCCAGACAGGGATGCGAGGTGCCTTCGGTAAGCCGCAAGGCACAGTG
GCCAGGGTTCAGATCGGCCAGCCCATCATGTCTGTTAGAACCCATGACAGGCACAAGGCTC
ACGTCATCGAGGCGCTCAGGAGGGCTAAGTTCAAGTACCCCGGCAGGCAGAAGATCTATGT
GTCTCGC

4.20. Padronizacéo e avaliagdo dos parametros reacionais dos ensaios moleculares de
gPCR para os genes (Na*, K*)-ATPase e PRL10 na espécie Goniopsis cruentata

As Figuras 18 (NaK) e 19 (PRL10) mostram as curvas padrbes ou de eficiéncia
obtidas para os pares de primers utilizados para a analise da expressdao por gPCR da
(Na",K*)-ATPase, utilizando como normalizador endégeno, o gene codificador para proteina
ribosomal L10 (PRL10). Evidencia-se os valores obtidos para o ciclo threshold (Ct) em

relacéo as diferentes concentragdes de amostras de cDNA logaritimizadas.
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Figura 18. Curva de eficiéncia obtida para o par de primers (NaK_Gcrug_F/R)
utilizados analise de expressdo de RNAm por qPCR para (Na*,K*)-ATPase.
Os valores da inclinagdo e R? foram, -3.35 e 0.999, respectivamente.
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Figura 19. Curva de eficiéncia obtida para o par de primers (PRL10_Gcrug F/R)
utilizados para amplificar a proteina ribossomal L10, normalizador para a analise de
expressdo de RNAm por gPCR para (Na*,K*)-ATPase.

Os valores da inclinagdo e R? foram, -3.28 e 0.999, respectivamente.
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5. DISCUSSAO



Este estudo apresenta pela primeira vez dados de caracterizagdo cinética da (Na,
K*)-ATPase presente nas branquias posteriores do caranguejo semi-terrestre Goniopsis
cruentata recém capturado e aclimatado a 10, 20, 30 ¢ 40 %o0S. Por estar presente na regido
costeira, mais especificamente no mangue, a osmorregulacdo desse animal vem a ser de
extremo interesse, pois diferentemente de crustaceos provenientes de ambientes dulcicolas
ou marinhos, 0 manguezal representa um ambiente em que a presenca e auséncia de agua
do mar coexistem. Neste estudo foram empregadas fracGes microsomais preparadas
utilizando as branquias posteriores do caranguejo, as quais se mostraram um sistema

adequado para o estudo in vitro das propriedades cinéticas da (Na*, K*)-ATPase.

Caracterizacdo da branquia

As branquias posteriores dos crustaceos estdo envolvidas tanto na excrecdo quanto
absorcdo de ions (LUQUET et al., 2002). A marcacao fluorescente revelou que a (Na*, K*)-
ATPase pode ser observada através da lamela da branquia posterior (Figura 1A) sendo que,
a organizacéo das filobranquias da lamela branquial do caranguejo G. cruentata consiste
em um epitélio de camada simples coberto por uma cuticula na superficie apical (Figura
1B). A arquitetura epitelial das lamelas da filobranguia observada em sess@es congeladas
retiradas ao longo da branquia conforma com o tipico plano dos caranguejos (FREIRE et
al., 2008). A regido apical, localizada proxima da cuticula, é projetada a partir das células
pilares estreitando a regido basal no centro da lamela, com espacos entre pares opostos de
células pilares formando um sistema irregular onde a corre a hemolinfa (Figura 1B). Uma
marcac¢do imuno-histoquimica mais detalhada da (Na*,K*)-ATPase revela que a enzima é
predominantemente distribuida na regido apical das células pilares (Figura 1B), o que
corrobora com o que foi observado para o caranguejo de mangue Cardisoma guanhumi
(FARIAS et al., 2017). Entretanto, a distribuicdo ndo usual da (Na*,K*)-ATPase nas células
pilares, sugere que exista um reserva nas vesiculas que podem se locomover para as células

pilares em condi¢des hipo-osmadticas.

Caracterizacdo da fracio microsomal

A centrifugacdo em gradiente de sacarose revelou a presenca de apenas um pico

com atividade (Na",K*)-ATPase (Figura 2), diferindo de outros crustaceos como C.
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guanhumi (FARIAS et al., 2017), Dilocarcinus pagei (FURRIEL et al., 2010) e
Clibanarius symetricus (LUCENA et al., 2012 como Clibanarius vittatus), todos
apresentando dois picos de atividade (Na*,K*)-ATPase. Dois picos de atividade insensivel
a ouabaina também foram observados, sugerindo a presenca de outras ATPases na fracdo
microsomal, provavelmente proveniente de regides diferentes do epitélio da branquia do
animal (FURRIEL et al., 2010; LUCENA et al., 2012) ou fracbes de membrana com
diferentes concentracdes de lipidios. Tais caracteristicas estdo presentes em diversas outras
espécies, porém difere das observagdes encontradas para o Callinectes danae, o qual
apresenta apenas (Na®, K*)-ATPase na sua fracdo microsomal (MASUI et al., 2002).
Posteriormente, a presenca de outras ATPases foi extensivamente investigada na presenca
de diferentes inibidores.

A revelagdo com AgNOsz da eletroforese SDS/PAGE revelou a presenga de
diferentes proteinas com diferentes pesos moleculares, o que de fato é esperado para a
fracdo microsomal do tecido branquial. Entretanto, na eletrotransferéncia, durante o
Western Blotting, foi observada uma Unica banda imunoespecifica no tecido branquial,
sugerindo assim, tratar-se de uma unica isoforma a da (Na*,K*)-ATPase com peso
molecular de 110 kDa, o que pode ser correlacionado em outros trabalhos (FURRIEL et
al., 2000; TOWLE e WEIHRAUCH, 2001; MASUI et al., 2002, 2005a; LUCU e TOWLE,
2003; BELLI et al., 2009; GARCON et al., 2007, 2009). O processo de Western Blotting
foi realizado duas vezes, uma vez através de uma eletroforese SDS/PAGE 5-20% e outra
6-12% (Figura 3 B e C), a fim de eliminar quaisquer duvidas a respeito da presenca de uma

ou duas bandas imunoespecificas.

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

A atividade (Na*, K*)-ATPase do tecido branquial do caranguejo G. cruentata
recém capturado modulada pelo ATP apresentou duas curvas de saturacdo distintas, o que
sugere a presenca de duas familias com afinidades diferentes pelo ATP. As duas familias
de afinidade pelo ATP ja foram reportadas na enzima de mamiferos (GLYNN, 1985), ja
em crustaceos foi reportado pela primeira vez no caranguejo Callinects danae (MASUI et
al., 2002). A familia de alta afinidade pelo ATP foi estimulada em Vm= 153,4 + 7,7 nmol
Pi min"t mg?* de proteina em concentragGes crescentes de ATP, enquanto que, a familia de
baixa afinidade pelo ATP foi estimulada a valores maximos de Vm= 186,0 + 9,3 nmol Pi
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min’t mg™ de proteina, nas mesmas condigdes (Figura 4). De forma atipica, foi observada
uma atividade basal em baixas concentracdes de ATP (10" mol L) de aproximadamente
140 nmol Pi min? mg! de proteina. Quando comparada com a atividade de
Macrobrachium olfersii (FURRIEL et al., 2000) recém capturado e habitante de &gua doce,
a atividade é 2.9 vezes maior. Esse resultado € coerente com estudos de outros autores que
relataram que, quanto menor a salinidade, maior a atividade especifica da (Na*, K*)-
ATPase (HARRIS e BAYLISS, 1988; COROTTO e HOLLIDAY, 1996; HENRY et al.,
2002; LUCU e TOWLE, 2003)

Tem-se estabelecido que a atividade especifica da (Na*, K*)-ATPase nao esta
relacionada com o habitat desses animais. Para caranguejos de agua doce, camardes e
lagostins a atividade da (Na*, K*)-ATPase fica em torno de 127 a 686 nmol Pi min* mg*
de proteina. J& para os crustaceos marinhos, a atividade fica em torno de 60 a 271 nmol Pi
mint mg? de proteina enquanto que, finalmente, para crustaceos estuarinos, ou no caso
semi-terrestres, como o G. cruentata, tem-se a faixa de 135 a 900 nmol Pi mint mg* de
proteina. Desta forma, pode-se afirmar que as atividades encontradas neste estudo estdo
dentro do esperado para este animal.

Foram observados dois valores distintos de Ko s durante a estimulagdo da (Na*, K*)-
ATPase pelo substrato ATP (Tabela 2), sendo Kos=0,0013 + 0,0006 mol L™ e Kos= 0,085
+ 0,004 mmol L7, respectivamente. Em outras palavras, duas familias distintas de sitios
de ligagcdo do ATP (GLYNN, 1985; WARD e CAVIERES, 1998) estdo presentes na
enzima, porém a localizacao de tais sitios ainda nao esta bem estabelecida. Ao contrario do
que se tem afirmado em relacdo as atividades de diferentes crustaceos, a afinidade da
enzima pelo ATP varia de acordo com o habitat desses animais. Observando os valores de
ny obtidos (Tabela 2), nota-se que tanto a familia de baixa afinidade quanto a de alta
afinidade pelo ATP apresentaram interaces sitio-sitio (ny= 1,3 e 3,0, respectivamente).

Vale ressaltar que, nas condi¢des acima apresentadas ha excesso de Mg?* (3 mmol
L1). A concentragdo de Mg?* livre permanece praticamente constante, enquanto que, apos
adicOes de diferentes concentragdes de ATP, diferentes concentragdes do complexo
Mg.ATP ¢é formado (Figura 4 Insercéo b). Da mesma forma, observa-se que a concentracgao
de ATP livre é aproximadamente 100 vezes menor do que a concentracdo do complexo
Mg.ATP. Assim, pode-se sugerir que a enzima ndo é estimulada pela presenca de ATP
livre no meio, mas sim pela concentracao crescente do complexo Mg.ATP (GLYNN, 1985;
FURRIEL et al., 2000; KARLISH, 2003; GARCON et al., 2007). Quando calculado os
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parametros cinéticos em relacdo a crescente concentracdo de Mg.ATP no meio, nota-se
uma pequena variagdo em Vm e Kos (Tabela 2), indicando realmente a estimulagdo da
(Na*,K*)-ATPase pelo complexo.

A auséncia de Mg?* no meio impede a hidrdlise do ATP, porém, na presenca deste
importante cofator a enzima é estimulada através de importantes mudancas
conformacionais (GLYNN, 1985). Desta forma, pode-se afirmar que o Mg?* é um cofator
essencial para a atividade da (Na*,K*)-ATPase (GLYNN, 1985; ROBINSON e PRATAP,
1991; BERBERIAN & BEAUGE, 1992; FURRIEL et al., 2001; MASUI et al., 2003;
KARLISH, 2003; GATTO et al., 2007). Entretanto, elevadas concentrages de Mg?* inibi
a enzima (GLYNN, 1985) diminuindo a sua afinidade pelo ATP (BEAUGE, 1983;
FONTES et al., 1992).

Em condigles estequiométricas de Mg?* e ATP (Figura 5), a (Na*,K*)-ATPase
também foi estimulada através de uma Unica curva de saturacdo e através de interacdes
sitio-sitio (nn= 4,0). Como ja discutido anteriormente, excesso de Mg?* pode inibir a
atividade da (Na*,K*)-ATPase, isto porque, acima de 3 mmol L™ de Mg?" ocorre uma
mudanca conformacional da enzima de E; para E> (Painel 8), o que diminui a sua afinidade
por Mg?*. Outro fato a ser observado é que, em condicdes crescentes de Mg?* a enzima foi
estimulada através de interaces cooperativas (nw= 2,6), 0 que sugere multiplos sitios de
ligacdo para 0 Mg?* e, possivelmente, esta relacionado com a inibicdo da enzima (Tabela
2).

A elevada atividade basal observada na Figura 4 na presenca de excesso de Mg?*
sugere gue este ion atua como um modulador alostérico da (Na*,K*)-ATPase estimulando
0 aparecimento da familia de alta afinidade pelo ATP, o que ndo acontece em condi¢des
estequiométricas de ATP e Mg?* onde apenas a familia de baixa afinidade pelo ATP é
estimulada. Em condicdes estequiométricas, baixas concentracdes de ATP e Mg?* (10®a
7x10* mol L) resultam em baixas concentracdes do complexo Mg.ATP (Figura 5-
insercdo b), onde se observa uma baixa estimulacdo da (Na",K*)-ATPase. Nota-se também
que, a concentracdao do complexo Mg.ATP nunca sera maior que a maior concentracao de
Mg?* inicialmente adicionada (10 mol L) devido ao equilibrio formado entre as espécies
existentes. Por outro lado, elevadas concentragBes estequiométricas de ATP e Mg?*
(7x10* a 10 mol L), resultam em maiores concentragdes do complexo, o que leva a
estimulacio da enzima, como anteriormente descrito para estimulagdes por ATP e Mg?*
(Figuras 4 e 5).
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O sitio de ligacdo de alta afinidade pelo ATP da (Na*, K*)-ATPase de G. cruentata
induzida pelo excesso de Mg?* pode ser explicada devido as seguintes premissas: (1) Entre
Mg.ATP 108 mol L e 10° mol L, os locais de ligacdo de ATP de alta afinidade néo séo
expressos, pois as concentragdes de Mg?* livre variam entre 9,998x10° mol L-1 e 8,829x
10® mol L (ver Figura 5 e insercdo b). Esses valores si0 muito baixos em comparacio
com 0 necessario para desencadear o surgimento desse sitio de ligagdo (2,031x107 mol
L1, veja a Figura 4B). Assim, a auséncia dos sitios de alta afinidade pelo ATP em
concentragdes estequiométricas de ATP e Mg?* resulta da disponibilidade muito baixa de
Mg?* livre que ndo pode sustentar a transicdo normal de E;P para E2P, causando uma
reduc&o drastica na hidrolise de ATP. O Mg?* livre é necessario para a fosforilagdo da (Na*,
K*)-ATPase por ATP ou Pi, e para a conversdo da conformacéo de fosfoenzima com
afinidade pelo ADP (E1P), assim como na conformagé&o de fosfoenzima com afinidade pelo
K* (E2P) (FUKUSHIMA e POST, 1978; HEGYVARY e JORGENSEN, 1981).

Os dados da Tabela 3 mostram que, Mg?* 0,3 mmol L™t Mg?* e ATP 0,3 mmol L?,
a concentracio de Mg?* livre (1,119x10 mol L™, ver Figura 5 inser¢do b) estd muito
abaixo do valor 2,031x10° mol L™ necessario para ativar os sitios de alta afinidade pelo
ATP (Figura 4B). As medicGes usando fluoresceina e eosina para detectar transicdes de
E.P para E2P realizadas na presenca de concentracdes crescentes de Mg?* livre mostram
que o Kos para Mg?* relacionado a transicdo E,P se situa na faixa de 0,15 a 0,7 mmol L*
(HEGYVARY e JORGENSEN, 1981; MONTES et al., 2015), valor semelhante ao
estimado neste trabalho (ver Tabela 2). Esses dados revelam inequivocamente que os sitios
de alta afinidade pelo ATP ndo foram expressos sob concentracdes estequiomeétricas de
ATP e Mg?* devido a falta de Mg?* livre, ja que em vez de Mg?* 2,031x10 mol L™ apenas
Mg?*1,119%x10** mol L esta disponivel para fosforilacgéo.

Quando saturada por Mg?* (Figura 6), a (Na*,K*)-ATPase foi estimulada através de
uma Unica curva de saturagéo e interagdes sitio-sitio (nu = 2,6 mmol L™?). A estimulagdo
da (Na*,K*)-ATPase apresentou um valor de Kos= 0,16 + 0.01 mmol L e V= 425,9 +
25,5 nmol Pi min™t mg de proteina, reforcando a elevada afinidade (Na*,K*)-ATPase por
Mg?*. Em concentracOes saturantes de Mg?* (3 mmol L) a concentragdo Mg?* livre é
maior que a concentragdo do complexo Mg.ATP (Figura 6 — insercdo b), porém a (Na*,K*)-
ATPase continua sendo estimulada pelo complexo Mg.ATP.

Na* e K* sdo essenciais para o funcionamento da enzima, entretanto, existem

controvérsias acerca da afinidade da (Na",K*)-ATPase de crustaceos pelo Na*, pois os
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valores de Kos variam entre 0,06 e 41,6 mmol Lt (WANSON et al., 1984; WILKIE, 1987;
HARRIS e BAYLLISS, 1988; ROBINSON & PRATAP, 1991; VILSEN, 1995;
THERIEN et al, 1996; SPECHT et al., 1997; LUCU e TOWLE, 2003). A raz&o para esta
grande variacdo, se deve ao fato da afinidade da enzima pelo Na* estar relacionada com a
isoforma da subunidade a, sendo o tecido onde a mesma € expressa também extremamente
importante (SWEADNER, 1989; LEVENSON, 1994; THERIEN et al., 1996; BLANCO e
MERCER, 1998; SWEENEY e KLIP, 1998; CRAMBERT et al., 2000; LOPEZ et al.,
2002). Tinha-se como premissa que os valores de Ko seriam maiores em espécies de agua
doce, porém, estudos recentes tém mostrado que, independente da salinidade e/ou
aclimataco, se tem uma variagdo constante nos valores de Kos (4,0 a 6,5 mmol L™?)
(LEONE et al., 2015a; GARCON et al., 2009).

A (Na*,K*)-ATPase foi estimulada pelo Na* (Vm= 425,0 + 23,4 nmol de Pi min?
mg* de proteina) através de uma Gnica curva de saturacdo (nu = 1,5) e com Kos=5,1+0,3
mmol L (Figura 7), o que esta de acordo com os valores anteriormente apresentados. Na
auséncia de Mg?*, observa-se uma atividade residual de aproximadamente 62,1 nmol de Pi
mint mg* de proteina, o que sugere a presenca de uma ATPase estimulada por Na*. De
maneira similar, a atividade residual insensivel a ouabaina também sugere a presenca de
ATPases estimuladas por Na® (Figura 7, insercdo). Uma possivel explicacdo seria a
presenca da Na*-ATPase na fracdo microsomal, responsavel pela regulacdo da
concentracdo de Na* e volume celular (PROVERBIO et al., 1991).

O valor de Kos determinado pela estimulacdo da (Na*,K*)-ATPase do tecido
branquial do caranguejo G. cruentata por K* (Vw= 485,3 + 24,3 nmol de Pi min™® mg™ de
proteina) foi aproximadamente igual a 0,9 mmol L™ através de interagdes sitio-sitio (nu=
0,9) (Figura 8), sendo similar aos relatados para a enzima obtida do tecido branquial de M.
amazonicum recém capturado e aclimatado a 21%o. (BELLI et al., 2009, FABRI et al.,
2019), C. danae recém capturado a salinidade de 33%o0 (MASUI et al., 2005a) ¢ Callinectes
ornatus também recém capturado (GARCON et al., 2007). J& os valores de Kos estimados
para as espécies D. pagei (FIRMINO et al., 2009), M. olfersii mantido em &gua doce
(FURRIEL etal., 2001) e C. vitatus recem capturado (GONGALVES et. al, 2006) sdo cerca
de 1,6 vezes maiores do que os calculados para o G. cruentata, porém a salinidade em que
o animal se encontra parece nao ser fator de variacdo da afinidade da enzima por K™,

K™ pode ser substituido por NH4*™ na estimulacdo da atividade ATPase de crustaceos
(HOLLIDAY, 1985; TOWLE e WEIHRAUCH, 2001; MASUI et al., 2002, 2003;
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WEIHRAUCH et al., 2004; FURRIEL et al., 2004; MENDONCA et al.,2007; WEINER &
HAMM, 2007; BELLI et al., 2009). A atividade (Na*,K*)-ATPase estimulada por NH4" foi
Vm= 497,9 +24,9 nmol de Pi min™ mg? de proteina. Nota-se que, a atividade (Na*,K*)-
ATPase foi maior na presenca de NH4", 0 que sugere a correlacdo da enzima com processos
importantes na excrecdo de compostos nitrogenados. Entretanto, quando comparadas as
afinidades por NH4* e K*, observa-se que a enzima possui maior afinidade por K* (Kos=
0,9 mmol L) que por NH4* (Kos= 9,7 mmol L?).

Efeito dos inibidores na atividade da (Na*, K*)-ATPase

A atividade ATPase total foi obtida na presenca e auséncia de ouabaina, sendo

possivel caracterizar a atividade atribuida somente a (Na*, K*)-ATPase, de acordo com o
que ja foi relatado previamente na literatura (FURRIEL et al., 2001, 2004; MASUI et al.,
2005a; GARCON et al., 2007, 2009; BELLI et al., 2009). Vale a pena destacar que, além
da (Na*, K*)-ATPase, outras enzimas capazes de hidrolisar uma molécula de ATP foram
identificadas na fracdo microsomal, j& que uma atividade ATPase insensivel a ouabaina
foi observada em todos os ensaios cinéticos com os ions moduladores da enzima.

A capacidade inibitoria da ouabaina foi K= 196,6 + 9,8 umol L. Apenas uma
curva de saturagao foi observada, indicando que apenas uma isoforma da subunidade o
da (Na*, K*)-ATPase esta presente na fracdo microsomal. Dessa forma, para se entender
melhor o processo de osmorregulacdo em crustaceos € necessario compreender melhor
as caracteristicas inibitdrias das possiveis enzimas presentes na fracdo microsomal. Na
membrana plasmatica, encontram-se, além da (Na*, K*)-ATPase, outros transportadores
de ions, como por exemplo, canais de K* e ClI-, V-ATPases, trocadores de CI/HCO3", que
também participam da osmorregulacdo (KIRSCHNER, 2004; FREIRE et al., 2008).
Entretanto, além da presenca de canais e trocadores i6nicos, existem na membrana, outras
ATPases que também sdo estimuladas por Na*, K* e Mg?*, o que confere maior
complexidade a fracdo microsomal.

A atividade residual relativa (aproximadamente 1,7%) na presenca de
ortovanadato (100 umol L) e ouabaina (3 mmol L) sugere a presenca de fosfatases
neutras na membrana, assim como P-fosfatases, diferentes da (Na*,K*)-ATPase e/ou
Ca?*-ATPase. A presenca de fosfatases na fragdo microsomal é comum a outras espécies
de caranguejos e siris, tais como C. guanhuami e C. danae, respectivamente
(GONGALVES et al., 2006; SANTOS et al., 2007, LUCENA et al., 2012; LEONE et
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al.,2014 MASUI et al., 2002), pois estas sdo essenciais na remocéo de grupos fosfato de
diversas macromoléculas (GREEN et al., 1971).

Similarmente, na presenca de ouabaina (3 mmol™) e teofilina (5 mmol?), a
atividade residual relativa (aproximadamente 5,3%) sugere a presenca de fosfatases
alcalinas na fracdo microsomal, sendo também reportada para outras espécies
(GONGALVES et al., 2006; SANTOS et al., 2007, LUCENA et al., 2012; LEONE et
al.,2014). A teofilina inibe de forma ndo competitiva a desfosforilacdo de
macromoléculas ao se ligar no complexo enzima substrato (CURTI et al., 1987), dessa
forma ndo foi observada nenhuma atividade relativa.

Também foi observada uma atividade residual relativa referente a Ca**-ATPase
na presenca de tapsigargina (0,4 pmol L) ou EGTA (1 mmol L) e ouabaina (3 mmol
L1). Vale ressaltar que, a Ca?*-ATPase é uma P-ATPase, e é responsavel pelo transporte
de Ca?" através da membrana plasmatica (PALMGREN & NISSEN, 2011). Por
apresentar similaridades tanto estruturais quanto cataliticas com a (Na*,K*)-ATPase, 0
uso da tapsigargina resulta na inibigdo especifica da enzima no reticulo endoplasmatico,
mantendo-a na conformagéo E> (SAGARA & INESI, 1991).

Foi observado a possivel presenca de Na'- e/ou K*-ATPases na fracdo
microsomal, na presenca de acido etacrinico (2 mmol L) e ouabaina (3 mmol L), sendo
que o primeiro é um diurético e inibidor especifico da Na*-ATPase, porém em altas
concentragOes também pode inibir a K*-ATPase. Foi observado que, a diferenca entre a
estimulagdo pelo Na* e K* foi minima (Vm = 66,0 nmol de Pi min? mg* e Vu = 63,1
nmol de Pi min? mg?, respectivamente). Entretanto, ainda assim pode-se afirmar que
existe uma atividade Na*-ATPase maior.

Ndo foi observada a presenca de V(H")-ATPases ou (FoFi)-ATPases na
membrana. A bomba de prétons, ou V-ATPase, esta presente em diversas células
(CIPRIANO et al., 2008) e é inibida em concentracbes nanomolares de baflomicina
(DROSE et al., 1993). A presenca consideravel de V(H")-ATPases na fracdo microsomal
de M. amazonicum (FALEIROS et al.,, 2010; LUCENA et al., 2015) e D.pagei
(FIRMINO et al., 2011), crustaceos de &4gua doce, contrasta com a modesta presenca da
mesma em crustaceos marinhos, tais como C. danae (MASUI et al., 2002) e C. ornatus
(GARGCON et al., 2011), e total auséncia no caranguejo semi-terrestre G. cruentata.

Desta forma, como trata-se de um caranguejo semi-terrestre, dependente da agua

do mar apenas para se reproduzir, a expressdo desta enzima se faz desnecessaria, pois a
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captura de Na" para a sobrevivéncia do animal é quase que irrelevante, devido a elevada
salinidade do local.

Vale ressaltar que, todos os dados ressaltados anteriormente foram realizados em
animais recém capturados, onde a salinidade medida era referente a 4gua utilizada durante
a coleta. Assim, para compreender melhor como estes animais se adaptam a uma variagédo
constante de salinidade nos manguezais, 0s caranguejos recém capturados foram
aclimatados em diferentes salinidades (10 a 40 %0S). Diversos transportadores ja foram
caracterizados a nivel molecular e indicados como possiveis responsaveis pela
osmorregulacdo em crustaceos eurialinos, tais como o trocador Na*/H* (TOWLE et al.,
1997a), a (Na*,K")-ATPase (TOWLE et al., 2001), a V(H")-ATPase (WEIHRAUCH et
al., 2001) e o contransportador de Na*/K*/2CI- (TOWLE et al., 1997b), entretanto, neste
estudo, buscou-se compreender melhor qual era a contribuicdo a nivel molecular e

cinético da (Na*,K")-ATPase no processo osmorregulatorio.

Capacidade osmorregqulatoria do caranguejo semi-terrestre Goniopsis cruentata

Muitos estudos mostram que, quando um crustdceo migra de um ambiente
hipersalino (como 0 mar — 33 %.S, por exemplo) para um ambiente com salinidade mais
baixa/variante ou inexistente (manguezal, rios e lagos), a atividade (Na*,K*)-ATPase
aumenta drasticamente (PEQUEUX, 1995). Um exemplo deste comportamento foi
reportado para o caranguejo azul Callinects sapidus, o qual apresentou uma atividade
(Na",K")-ATPase duas vezes maior nos animais transferidos de 35 %oS para 5 %oS
(TOWLE et al., 1976;). Uma das razBes para este comportamento € justificado pelo
intenso transporte ativo de Na* e CI™ através do epitélio. Entretanto, ainda permanece
indefinido se 0 aumento na atividade (Na*,K*)-ATPase € resultado da sintese de RNAm,
ou se esta relacionado com processos pés-traducionais (TOWLE et al., 2001).

Assim como ja reportado anteriormente em relacao a caracterizacao cinética dos
animais recém capturados, estd reportado aqui pela primeira vez o processo de
aclimatacdo do caranguejo semi-terrestre G. cruntata. Diferentemente de outras espécies,
como o camardo de agua doce M. amazonicum e o siri C. danae, que habita ambientes de
agua salgada, o caranguejo G. cruentata por viver no mangue, enfrenta sazonalmente
alteracdes na salinidade no ambiente em que vive. Algo interessante observado com a
aclimatacdo de G. cruentata € que, diferentemente do que ja tinha sido observado por
Zanders & Martelo (1984, 1986), o animal além de hiperregular em baixas salinidades
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também hiporegula em salinidades mais elevadas, como ja reportado para o caranguejo
estuarino semi-terrestre Chasmagnathus granulatus (LUQUET et al., 2002;
CHARMANTIER et al., 2002; LUQUET et al., 2005).

Apesar das variagdes de salinidade durante o processo de aclimatacdo, ndo foi
observada uma variacao significativa na osmolalidade da hemolinfa (Figura 10), onde os
valores ficam entre 855,0 + 23,4 e 926,0 + 26,5 mOsm kg H.O! (Tabela 5). Essa resposta
osmorregulatoria forte, principalmente em meios mais diluidos, apenas demonstra a
capacidade deste animal em transportar Na* através do epitélio, assim como também
sugere um forte mecanismo de retencdo e hiperregulacdo, que primordialmente ocorre
nas branquias posteriores (PEQUEUX, 1995; TAYLOR & TAYLOR, 1992; TOWLE &
WEIHRAUCH, 2001). Em contraste, em condi¢des mais severas de salinidade, ou seja,
acima de 30 %oS, ocorre o processo inverso, onde a habilidade encontra-se na excregdo
de Na" do epitélio contra um gradiente osmético, através de mecanismos
hiporregulatérios ainda ndo totalmente compreendidos (LUQUET et al., 2005). Nestas
condicles, infere-se que as glandulas antenéarias sdo o0s Orgdos excretores mais
importantes para manter a homeostase do animal (ZANDERS & MARTELDO, 1984).

Sabe-se que, os mecanismos fisioldgicos que 0s organismos eurialinos adquirem
frente a mudancas de salinidade ainda é pouco explorada a nivel molecular,
principalmente no que diz respeito a regulacdo da expressao génica (LUQUET et al.,
2005). A Figura 12 traz o efeito da salinidade sobre a expressdo de RNAm da subunidade
a da (Na*,K*)-ATPase extraida das branquias de G .cruentata. Nota-se que, a expressao
do RNAm da subunidade o da (Na*,K*)-ATPase foi mais significativa nos animais
aclimatados a 10 %0S, enquanto que para as demais salinidades ndo foi observado
variacdo significativa na expressdo. Esta resposta rapida de expressdo do RNAm da
(Na",K*)-ATPase em meios mais diluidos sugere que diferentes mecanismos de
regulacdo ocorram nestas condic@es, ja que em concentracBes salinas mais elevadas nao
se observa tal resposta (LUQUET et al., 2005).

Apesar da atividade da (Na*,K*)-ATPase nos animais aclimatados ser menor do
que a observada nos animais recém capturados (Tabela 2 e 5), e pelo contraste de maior
expressao de RNAm em meios mais diluidos (10 %oS), pode-Se sugerir que, neste
momento o transporte de ions ocorre através da membrana, porém, ndo as custas da
atividade da (Na*,K")-ATPase, indicando um processo adaptativo nestas condi¢des. Tal
fato corrobora com a habilidade de caranguejos eurialinos compensar a perda de ions que
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ocorre em meios diluidos por transporte ativo atraves do epitélio, porém contrasta com o
que ja foi reportado para diversos crustaceos que, em meio diluido, tem a atividade da
(Na*,K*)-ATPase aumentada, como €é o caso dos caranguejos C. danae (GARCON et al.,
2007) e Callinectes sapidus (NEUFELD et al., 1980) (Tabela 8).

Em contraste com o observado em relacdo a atividade da (Na*,K*)-ATPase,
esperava-se que, a expressdo do RNAm fosse maior em baixas salinidades, como foi
reportado por Faleiros e colaboradores (2010), onde os autores descrevem que, a
expressao do RNAm diminui cerca de quatro vezes em M. amazonicum aclimatado a
25%o, quando comparado com o mesmo animal proveniente de ambiente dulcicola. Vale
ressaltar que, a porcentagem de (Na*,K*)-ATPase expressa na célula de interesse depende
da degradacdo das subunidades da (Na",K*)-ATPase (PIRKMAJER e CHIBALIN,
2019), e assim, o controle sobre a expressdo da (Na*,K*)-ATPase permite que a célula se

adeque frente a diferentes demandas de transporte de ions.

Efeito da salinidade na atividade da (Na*,K*)-ATPase
Mais especificamente em relacdo a atividade da (Na*,K*)-ATPase dos animais

recém capturados, duas familias de afinidades distintas pelo ATP foram observadas
(Tabela 2). Duas familias, uma de alta (0,1 a 1 pmol L) e outra de baixa afinidade pelo
ATP (0,04 a 0,7 mmol L) foram reportadas nas isoformas da (Na‘,K")-ATPase
encontradas em mamiferos (GLYNN, 1985; WARD & CAVIERES, 1998). Em todas as
salinidades estudadas (Tabela 6), a estimulacdo da atividade (Na*,K*)-ATPase pelo ATP
apresentou as mesmas duas familias de afinidade (Figura 11), porém, os parametros
cinético foram alterado drasticamente. Algo interessante a ser ressaltado é que,
diferentemente dos animais recém capturados, nao foi observado uma atividade basal
significativa.

Quando submetido a uma salinidade de 10 %oS, a atividade da (Na*,K*)-ATPase
tanto para a familia de alta afinidade (Vm= 21,95 + 1,1 nmol Pi min™t mg? de proteina)
quanto para a de baixa afinidade (Vm= 54,54 + 2,7 nmol Pi min? mg? de proteina) foi
cerca de 86 e 71% menor, respectivamente, em relacdo a observada em animais recém
capturados (ver Tabela 2 e 6). Algo similar é observado em 20 e 40 %oS, e apenas quando
em 30 %oS nota-se um aumento na atividade da (Na*,K")-ATPase, sendo Vv= 78,97 +
3,9 nmol Pi min*t mg? de proteina e Vm= 164,22 + 8,2 nmol Pi min* mg* de proteina
para a familia de alta e baixa afinidade pelo ATP respectivamente (Tabela 6). Vale
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ressaltar que, quando em salinidade 30 %oS encontra-se proximo a linha isosmotica (29
%0S) (Figura 10). Um comportamento similar foi observado no caranguejo de mangue
Ucides cordatus (LUCENA et al., 2019b). Foi também reportado por Faleiros e
colaboradores (2018) que, o ermitdo Clibanarius symmetricus aclimatado a 5%oS
apresentou uma atividade da (Na",K*)-ATPase menor (Tabela 8), além de apresentar
apenas uma familia de afinidade pelo ATP antes da aclimatagéo, enquanto que o0s animais
ndo aclimatados apresentavam ambas as familias (GONCALVES et al., 2006).

A afinidade pelo ATP foi alterada no processo de aclimatagdo em ambas as
familias. Os valores de Kos obtidos para os animais recém capturados foram 0,013 +
0,0006 mol L™ e 0,085 + 0,004 mol L?, para as familias de alta e baixa afinidade
respectivamente (Tabela 2). Em salinidades 10 e 20 %oS, nota-se um aumento na
afinidade pelo ATP na primeira familia (Kos= 0,0024 + 0,00012 mol L e Ko 5= 0,004 +
0,0002 mol L%, respectivamente), algo parecido também ocorre nos animais aclimatados
a 40 %oS (Kos= 0,0033 = 0,0002 mol L™) e, apenas nos caranguejos a 30 %oS foi
observado um valor similar ao dos animais recém capturados (Km= 0,015 + 0,0007 mol
L) (Tabela 6). Vale ressaltar que, interac@es sitio-sitio foram observadas em todas as
salinidades estudadas, exceto em salinidade 30 %0S, onde a estimulacdo da atividade da
(Na*,K*)-ATPase apresentou comportamento Michaelliano (ny= 1,0). Considerando a
familia de baixa afinidade, apenas os animais aclimatados a 10 %oS apresentaram maior
afinidade pelo ATP em relacdo aos animais recém capturados (Tabela 2 e 6), enquanto
que as demais salinidades estudadas apresentaram valores de Kos significativamente
maiores que 0.085 + 0,004 mmol L (Tabela 6).

Identificacdo da possivel presenca do peptideo FXYD2 na fracdo microsomal
Entendendo melhor como estes animais osmorregulam em diferentes salinidades,
ficou agora apenas um questionamento: o peptideo FXYD2 esta presente nas fracdes
microsomais estudadas? Se presente, de que forma esta relacionado com a regulacdo da
(Na",K*)-ATPase? Sabe-se que, a atividade catalitica da (Na",K")-ATPase em muitas
espécies pode ser modificada por proteinas kinases A e C (PKA e PKC, respectivamente)
assim como através de interagcbes com a subunidade regulatéria FXYD (THERIEN &
BLOSTEIN, 2000). Todas as isoformas do peptideo FXYD em células de mamiferos
estdo de alguma forma relacionadas com a regulacdo da (Na*,K*)-ATPase (GEERING,
2008). Em crustaceos, pouca informacéo se tem sobre o peptideo, mas também acredita-
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se que esteja relacionado com a regulacdo da (Na*,K*)-ATPase. Adicionalmente, sabe-se
que uma das formas intrinsecas de regulacdo da (Na*,K*)-ATPase é através da interacdo
das outras subunidades com o peptideo FXYD, além da concentracdo de ions e
modificacdo covalente (FONTES et al., 2014; PIRKMAJER e CHIBALIN, 2019). O
caranguejo azul, C. danae foi o primeiro crustaceo relatado a exibir a subunidade
FXYD2, uma proteina de 6,5 kDa reconhecida por um anticorpo anti-FXYD2 yC33 que
é fosforilado por PKA enddgena (SILVA et al., 2012).

Para identificar a possivel presenga do peptideo nas fragdes microsomais de G.
cruentata, foi primeiro observado o efeito do peptideo FXYD2 exdgeno na atividade da
(Na",K*)-ATPase. Como ja descrito anteriormente, NH4* estimula a atividade da
(Na",K*)-ATPase (Tabela 2 e 7). A presenca de NH4" causa modificacGes covalentes na
estrutura da (Na*,K*)-ATPase, que por sua vez, estimula a atividade da proteina. Porém,
na presenca do peptideo FXYD2 exdgeno observa-se uma inibicdo de aproximadamente
65% da atividade (Na*,K*)-ATPase, sugerindo que, a associa¢do da subunidade a/B € o
peptideo FXYD2, regula negativamente a atividade (Na*,K')-ATPase. De forma
interessante, na presenca de NH4" e FXYD2 observa-se uma estimulagcdo de
aproximadamente 20% da atividade (Na*,K*)-ATPase em relacdo a atividade na presenca
do peptideo exogeno . Como ja mencionado anteriormente, a modificacdo na estrutura da
(Na",K")-ATPase na presenga de NH4" provavelmente expde o sitio de ligagdo do
peptideo FXYD2, estimulando a atividade da (Na*,K")-ATPase. Desta forma, pode-se
sugerir inicialmente que o peptideo FXY D2 esta presente na fracdo microsomal estudada,
e possivelmente esta relacionado com regulacéo da (Na*,K*)-ATPase.

A conformacdo em que a (Na",K*)-ATPase se encontra (E1 ou E») influencia na
quantidade de fosfato que é incorporado, ja que dependendo da conformacédo, a (Na*,K")-
ATPase pode estar mais suscetivel a fosforilacdo por PKA e menos por PKC, ou vice
versa (FESCHENKO & SWEADNER, 1994). A localizacdo do sitio de fosforilacdo da
PKA foi identificada na alca TM4, sendo o residuo Ser®? passivo de fosforilagdo
(CHENG et al., 1997; POULSEN et al., 2010). O residuo Ser®® presente nesta alca pode
estar exposto no citosol ou, de acordo com o transporte de ions, proximo a membrana
plasmatica, o que confere a mudanca conformacional na estrutura da (Na*,K*)-ATPase
(FESCHENKO & SWEADNER, 1994; CHENG et al., 1997). De forma similar, a
localizac&o do sitio de fosforilagio da PKC foi identificada no residuo Ser'® proximo ao
N-terminal da (Na*,K")-ATPase, porém ainda ha controvérsias sobre a existéncia de mais
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de um sitio de fosforilagdo (FESCHENKO & SWEADNER, 1994). Sabe-se também que,
nem todas as unidades da (Na*,K")-ATPase estdo ativas na célula, o que gera um fator
extra em relacdo a regulacdo da proteina na membrana (FESCHENKO & SWEADNER,
1994; PIRKMAJER & CHIBALIN, 2019).

Foi observado que a fosforilacdo por PKA e PKC enddgena diminuiu a atividade
da (Na",K")-ATPase (Figura 14), exibindo um efeito inibitério. As inibicGes tanto por
PKA quanto por PKC foram quase que completamente revertidas na presenca dos
antagonistas H89 e PMA, respectivamente, sugerindo que PKA possivelmente fosforila
o residuo de Ser®*® (CHENG et al., 1997; POULSEN et al., 2010) e PKC, o residuo de
Ser'® (FESCHENKO & SWEADNER, 1997; CHIBALIN et al., 1998, 1999), ambos
localizados na subunidade a da (Na*,K*)-ATPase, similar ao observado no caranguejo U.
cordatus (LUCENA et al., 2019b). A autorradiografia em SDS-PAGE confirmou que,
tanto a subunidade a quanto a y foram fosforiladas por PKA endégena (Figura 13 e 15),
sendo que a fosforilacdo do peptideo FXYD2 por PKA corrobora com o que foi
observado anteriormente na presenca de NH4* e FXYD2 exdgeno, e por sua vez, sugere
fortemente a presenca do peptideo nas fracfes microsomais de G. cruentata.

Para que a fosforilacao do peptideo FXYD2 por PKA endbgena ocorra, 0 peptideo
deve estar associado ao complexo a-B/y (CORTES et al. 2011; PIRKMAJER &
CHIBALIN, 2019). Entretanto, sabe-se que a regulacéo da (Na*,K*)-ATPase por PKA é
ainda controversa em mamiferos (FESCHENKO & SWEADNER, 1994), o que adicional
uma dificuldade extra no que se conhece em crustaceos. Vale ressaltar também que, 0s
sitios de fosforilagdo da PKA em ambas as subunidades a e y (ou FXYD2) ndo estdo
acessiveis quando se tem uma preparacdo com (Na*,K*)-ATPase purificada (CORTES et
al., 2006, 2011), j& que para ser exposto, é necessario Triton-X, e na sua auséncia pouca
efeito é observado (SILVA et al., 2012). Assim, trabalhar com fragfes microsomais de
membrana contribui para um melhor entendimento sobre a fosforilacdo da (Na*,K*)-

ATPase proveniente das branquias posteriores de G. cruentata.
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Tabela 8. Atividade especifica e afinidade pelo ATP da (Na*, K*)-ATPase branquial em crustaceos decdpodes selecionados de habitats de

diferentes salinidades e/ou aclimatados em varias salinidades experimentais.

Infraordem/ Familia Habitat/ Espécie \% Kwm ou Kos Habitat ou Referéncia
Subordem Taxon (Umg?) (umol L1) aclimatacdo em
salinidade (%0S)
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 Agua doce 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
(E) ~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* ¢ 326** 0,068* e 20,1** 18
96* e 557** 0,21* e 18,6** 26
6* e 39* 0,59* e 29** 35
Varunidae Caranguejo Neohelice 500,0 - 30 Genovese et al. (2004)
(E) granulata 683,0 - 10
82,0 650 2 Castilho et al. (2001)
Continua
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Infraordem/ Familia Habitat/ Taxon Espécie \ Km ou Ko Habitat ou Referéncia
Subordem (Umg?) (umol L) aclimatacio (%oS)
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 nudus 246,0 600 Agua salgada Corotto & Holliday
(1996)
Grapsidae Caranguejo Goniopsis cruentata 153,4* e 13* e 85** 21 Moraes (2019)
(ST)/(M) 186,0**
22* ¢ 55** 2,4* g 50** 10 Este trabalho
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* g 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 Garcon et al. (2007)
76,2 46 33 Gargon 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)

Continuacéo
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Infraordem/  Familia Habitat/ Espécie \ Km ou Ko Habitat ou Referéncia
Subordem Taxon (Umg?) (umol L) aclimatacio (%oS)
Anomura Diogenidae Ermitéo (E) Clibanarius 19* 124** 0,063* e 44**  Agua salgada Gongcalves et al.
symmetricus (2006)
46* e 108** 7* e 110** 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*e58** 35
11* e 17** 3,3* e 190* 45
Caridea Palaemonidae Camardo Macrobrachium 34* g 233** 4.2* 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 (2019)
137,3 83 Agua doce Fabri (2019)
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 Franga 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)

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

* 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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6. CONCLUSA®O



Neste trabalho foi reportado pela primeira vez a caracterizacdo cinética da (Na*,K*)-
ATPase das branquias posteriores do caranguejo Goniopsis cruentata. Primeiramente foi
observado a presenca da subunidade o da (Na*,K")-ATPase através do Western Blotting nas
fracdes microsomais. Dois picos de atividade insensivel a ouabaina foram observados,
indicando a possivel presenca de duas fracbes de membrana com diferentes densidades. Atraves
da técnica de imunolocalizacdo, foi constatado que a (Na*,K')-ATPase encontra-se
primordialmente na regido apical das branquias posteriores.

Duas familias de afinidades distintas pelo ATP foram observadas quando a atividade
(Na",K*)-ATPase foi estimulada por concentraces crescentes de ATP (ou Mg.ATP).
Diferentemente do que foi observado em outras espécies de crusticeos j& reportadas na
literatura, uma atividade basal de aproximadamente 140 nmol Pi min? mg? de proteina
apresentada nestas condices sugere que o Mg?* é um modulador alostérico da (Na*,K*)-
ATPase. Em condigBes estequiométricas de Mg?* e ATP apenas a familia de baixa afinidade
pelo ATP é observada devido a auséncia de Mg?* livre suficiente para que a (Na*,K*)-ATPase
va da conformac&o E; para Ez. A atividade (Na*,K*)-ATPase também foi estimulada por Mg?*,
Na*, K" e NH4". A ouabaina inibiu a atividade (Na*,K*)-ATPase em apenas uma curva de
saturagdo, sugerindo a presenga de apenas uma isoforma da subunidade o na fragdo microsomal
estudada. Além da (Na",K*)-ATPase, outras proteinas capazes de hidrolisar o ATP foram
identificadas na fragdo microsomal, tais como fosfatase neutras e alcalinas, Na*-, K*-, Ca%*-
ATPase e P-fosfatases.

Neste trabalho também foi reportado pela primeira vez a aclimatacdo de G. cruentata
em diferentes salinidades (10, 20, 30 ¢ 40 %0S). Em relagdo a osmolalidade da hemolinfa, foi
observado que ndo houve uma variagéo significativa, indicando que este animal hiperregula em
condi¢cdes mais amenas de salinidade e hiporregula em salinidades mais altas. A atividade
(Na*,K*)-ATPase foi menor em todas as salinidades estudadas, exceto nos animais aclimatados
a 30 %0S. Em todas as salinidades foram observadas as duas familias de afinidade pelo ATP.
N&o ouve diferenca significativa na expressdo de RNAmM em todas as salinidades, exceto nos
animais aclimatados a 10 %o0S, onde foi cerca de 4 vezes maior, sugerindo que, a apesar da baixa
atividade (Na*,K*)-ATPase, em condi¢des hiper-osméticas, o caranguejo transporta Na* através
do epitélio através de outro mecanismo, e ndo as custas da atividade da (Na*,K")-ATPase. Foi
também identificada nas fracbes microsomais a possivel presenca do peptideo FXYD2, assim
como a presenca das PKA e PKC enddgenas.
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