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  O  questionamento é o único e interminável caminho.  Ciências exatas ou 

“não” .... Pesquisa Básica ou Aplicada ?  ... As novas descobertas estão à espera de 

superação... dia após dia apontar novas contradições! Este trabalho, portanto, como Tese de 

Doutorado, não configura apenas o fim de uma etapa com respostas a questionamentos 

anteriores; mas também, um direcionamento para novas indagações.    

“E aqui chego à última objeção que me impus. 
Não resguardei os apontamentos obtidos em 
largos dias e meses de observação  (...)  Mas que 
significa isso? Essas coisas verdadeiras podem 
não ser verossímeis.  E se esmoreceram, deixa-
las no esquecimento:  valiam pouco, pelo menos 
imagino que valiam pouco.  Outras, porém, 
conservaram-se, cresceram, associaram-se, e é 
inevitável mencioná-las.  Afirmarei que sejam 
absolutamente exatas?” 
 

Memórias do Cárcere _ Graciliano Ramos 
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Resumo. 

Nossos resultados confirmam a presença de um sítio de alta afinidade para a 

hidrólise do ATP na Na,K-ATPase de Callinectes danae, descrevemos este sítio quando a 

enzima é fosforilada por ATP em alta concentração de NaCl (100 mM). Foi realizada uma 

imunoidentificação do FXYD2 da Na,K-ATPase proveniente da preparação das brânquias 

de Callinectes danae com o anticorpo para o FXYD2 de mamíferos que foi capaz de 

detectar sua presença nesta preparação. O FXYD2 presente nesta preparação foi fosforilado 

por PKA e também por cinases ativadas por poliaminas. A adição do FXYD2 exógeno (rim 

de porco) à Na,K-ATPase de C. danae resultou em uma estimulação de 40% na hidrólise 

do ATP. Nossos resultados demonstram que este efeito foi devido a um aumento na 

afinidade (K0,5) e na velocidade máxima (Vmax) da enzima em presença do íon K+; enquanto 

que nos experimentos com o íon Na+ e com ATP ocorreu somente uma estimulação da 

Vmax. O FXYD2 previamente fosforilado por PKA estimulou a atividade da enzima em 80-

90%, o que não foi observado para o tratamento com o FXYD2 fosforilado por PKC. A 

atividade da Na,K-ATPase foi ensaiada após a pré-incubação com o hormônio juvenil de 

inseto em no meio para a ativação da PKC, e observou-se uma inibição da atividade Na,K-

ATPásica, sendo que este efeito foi prontamente revertido pelo uso de queleritrina-Cl (um 

inibidor de PKC). A incubação da Na,K-ATPase com poliaminas e diferentes 

concentrações de Mg+2 demonstrou que estas substâncias inibem o efeito estimulatório que 

o cátion NH+
4 exerce na enzima do crustáceo. Em contraste, a incubação da enzima com o 

FXYD2 exógeno foi capaz de modular positivamente a afinidade da enzima por NH+
4.  

 

  

  



Abstract. 

 Our results confirm the presence of the high affinity site for ATP hydrolysis in the 

Na,K-ATPase of gills of the euryhaline crab Callinectes danae,  and show that the catalytic 

site of crabs enzyme was regulated by sodium concentrations during the enzyme 

phosphorylation by ATP. The "western-blotting" of Na, K-ATPase from  C. danae gills 

with the γ subunit (FXYD2) antibody detected the presence of this subunit in the functional 

complex of the enzyme, and it was observed that FXYD2 present in this preparation was 

phosphorylated by PKA and also by an endogenous kinase activated by polyamines. The 

addition of exogenous FXYD2 on the crabs Na, K-ATPase cause a stimulation of 40% in 

the ATP hydrolysis. Our results show that this effect was due to an increase in affinity 

(K0,5) and  (Vmax) of the enzyme in the presence of K+  ion, while in experiments with Na+  

and ATP occurred only a stimulation of the Vmax. The exogenous FXYD2 phosphorylated 

by PKA is able to stimulate the activity of the enzyme by 80-90%, however no effect was 

observed when exogenous FXYD2 phosphorylated by PKC was tested. The effect of the 

juvenile insect hormone on the Na, K-ATPase activity was measured after the 

preincubation of the enzyme with juvenile hormone in the reaction medium to PKC 

activation. We observed an Na, K-ATPase inhibition, and this effect was promptly reversed 

by the use of chelerythrine-Cl. The incubation of Na, K-ATPase with polyamines and 

different Mg+2 concentrations shown that these substances inhibit the stimulation of Na,K-

ATPase of C. danae by NH+
4 ions. Interestingly, the incubation of the enzyme with 

exogenous FXYD2 was able to increase the affinity of the enzyme by NH+
4. Such effects of 

the FXYD2 and it´s presence on the C.danae enzyme might means a possible physiological 

role of this subunit in the control of Na,K-ATPase in euryhaline crustaceans. 
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1.1 – Os crustáceos e os processos de osmoregulação. 
 

Os crustáceos são amplamente distribuídos na natureza. A maioria dos biótopos 

conhecidos possuem representantes aquáticos, semi-terrestres e terrestres, que se 

adaptaram às variadas demandas físicas e químicas do ambiente em que vivem, tais 

como: a salinidade; a temperatura; a pressão hidrostática; o ciclo luz-escuridão e o pH.  

Os ambientes que ficam sujeitos a variações de salinidade, tais como estuários e 

áreas costeiras sujeitas às ações das marés, representam uma barreira ao estabelecimento 

dos crustáceos, pois estas condições instáveis acarretariam um grande estresse iônico e 

osmótico. Entretanto ao longo da evolução diversos grupos de crustáceos tornaram-se 

capazes de viver nestes ambientes e também de ocupar áreas com a salinidade inferior à 

da água do mar (águas salobras, rios e lagos).  

As flutuações de salinidade induzem o organismo aquático a exibir dois tipos de 

comportamento, que os levam à classificação como crustáceos estenoalinos e eurialinos. 

Os estenoalinos são representados pelos animais  que vivem em água salgada ou em 

água doce, mas são incapazes de se adaptar a grandes alterações de salinidade. A 

pressão osmótica e as concentrações de Na+ e Cl- na sua hemolinfa são idênticas à da 

água do meio, e representam um grande problema residual. Não possuindo os 

mecanismos necessários para a manutenção do fluido corporal em qualquer 

concentração que não seja a do ambiente, estes animais permanecem em total equilíbrio 

com a sua vizinhança, sem a possibilidade de poder submeter-se a qualquer mudança. 

Como resultado, os animais combinam tais limitações e são confinados a um habitat 

estável e homogêneo. Exemplos significativos destes são os caranguejos aranha Maja 

sp, e o caranguejo Cancer pagurus, pois quando eles são abruptamente transferidos da 

água salgada para um meio mais diluído, estes animais ganham água e perdem íons 

inorgânicos, e em pouco tempo (algumas horas) eles morrem (Péqueux, 1995). 



 - 3 -

Os animais eurialinos podem manter um estado hiperosmótico de sua hemolinfa 

em relação ao meio externo diluído, sendo que este estado ocorre mediante gasto de 

energia, enquanto que, em um meio mais concentrado, a osmolalidade da hemolinfa 

segue estritamente a osmolalidade do ambiente externo (Moreira e cols, 1983; Péqueux, 

1995; Rathmayer & Sieberes, 2001; Guerin & Stickle, 1997; Lovett e cols, 2001; Henry 

e cols, 2002 e Genovese e cols, 2000). Os eurialinos são classificados como reguladores 

fracos ou fortes (Kischner’s, 2004). Os reguladores fracos exibem uma limitada 

capacidade em manter um estado hiperosmótico da sua hemolinfa na água diluída, logo 

eles não podem permanecer neste ambiente por um longo tempo. Os reguladores fortes 

têm a capacidade de controlar e regular a composição de sua hemolinfa, a um nível 

osmótico quase constante e acima da escala encontrada na água doce. Esta característica 

representa um ganho evolucionário, que permite aos crustáceos colonizarem ambiente 

de salinidades menores que a água do mar (estuários e águas salobras) e até mesmo 

ambientes de água doce (rios e lagos). Esta capacidade está condicionada ao 

desenvolvimento de mecanismos fisiológicos eficientes, que permitem ao animal 

manter o volume celular e a concentração iônica e osmótica do fluido intra e 

extracelular em níveis compatíveis com as funções vitais. 

O caranguejo Callinectes danae Smith 1869 (Figura 1), é um eurialino forte e 

um osmorregulador fraco, de grande interesse comercial, distribuído desde a Flórida até 

o sul do Brasil (Melo, 1996; Chacur, 1998; Weber & Levy, 2000; Chacur & Negreiros-

Fransozo, 2001). Ele habita regiões de estuários, mangues, baías, águas costeiras e mar 

aberto, até aproximadamente a 75 metros de profundidade. Parecido com muitos siris do 

gênero, C. danae move-se em áreas onde ocorre uma grande variação de salinidade, e 

na fase adulta muitos são encontrados em águas de salinidade moderada (28-35 ppm), 

porém são influenciados por águas doces no verão (Willians, 1974). 
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Figura 1: Siri eurialino Callinectes danae. (Braga e cols 2005) 
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Por causa dos processos migratórios e das condições ambientais a que estão 

expostos, os caranguejos que estão em um ambiente onde o osmolalidade do meio é 

menor do que a da sua respectiva hemolinfa, sofrem uma perda passiva de íons e um 

fluxo (ganho) de água. Para reduzir este movimento passivo de íons e água, caranguejos 

toleram um moderado decréscimo na osmolalidade de sua hemolinfa (reduzindo o 

gradiente osmótico). Deste modo, a perda iônica nestes animais é compensada por uma 

série de transportadores localizados nas brânquias posteriores dos crustáceos eurialinos. 

Portanto, a osmorregulação é na verdade uma estratégia adotada pelos crustáceos para 

poderem manter uma concentração osmótica do fluido celular relativamente constante, 

independente da salinidade do meio externo. Dessa maneira é possível preservar os 

tecidos internos da exposição a mudanças drásticas e repentinas de salinidade que 

poderiam inviabilizar os seus processos celulares vitais (Péqueux, 1995; Mo & 

Greenway, 2001, Castilho e cols, 2001 e Lucu & Towle, 2003).  

As brânquias dos crustáceos são órgãos multifuncionais (Figura 2). Em adição a 

sua função no controle das trocas gasosas (McMahon & Wilkens, 1983), elas são 

essenciais para homeostase iônica e osmótica (Potts & Parry, 1964; Mantel and Farmer, 

1983). Nos crustáceos que migram da água salgada para a água doce, uma absorção 

transbranquial ativa constitui um elemento do processo hiperosmoregulatório (Mantel 

and Farmer, 1983; Péqueux e cols, 1989; Péqueux, 1995; Onken & Riestenpatt, 1998; 

Kirschner, 2004;). Embora pouco compreendido, o processo de secreção de NaCl em 

crustáceos estuarinos e hiporeguladores em meio marinho, parece ser gerado nas 

brânquias (Freire e cols, 2008). A homeostase de cálcio é outra importante função das 

brânquias dos crustáceos, e em particular nos crustáceos que se submetem ao ciclo de 

mudas (Neufeld and Cameron, 1993; Wheatly, 1999; Wheatly e cols, 2002 e Ahearn e 

cols, 2004). Recentemente a secreção ativa de amônio nas brânquias dos crustáceos foi 
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Figura 2: Representação esquemática da morfologia e estrutura fina das brânquias 

dos caranguejos 1- cutícula, 2- célula principal, 3- célula pilar, 4- espaço hemolinfático 

e 5- septo intralamelar. O desenho está baseado nos estudos microscópicos realizados 

em Uca ssp (Onken & Riestenpastt, 1998; Freire e cols, 2008). Painel inferior: 

Microscopia das brânquias de Ucides cordatus (Martinez e cols, 1999)  
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identificada e caracterizada (Weilrauch e cols,1998,2001, 2002 e  2004; Garçon e cols, 

2007; Santos e cols, 2007). 

Apesar de existirem diferentes detalhes na micro-anatomia e na ultra-estrutura 

das brânquias de caranguejos (Figura 2), que variam de uma espécie para outra, elas 

podem ser consideradas como um exemplo da organização básica das brânquias dos 

crustáceos de um modo geral (Péqueux, 1995; Towle, 1997). As brânquias dos 

caranguejos (Figura 2) são estruturas multilamelares, nas quais cada lamela consiste de 

um envelope cuticular banhado externamente pela água do meio-ambiente e revestido 

internamente por uma única camada contínua de células epiteliais que formam um 

compartimento estreito por onde flui a hemolinfa (Mantel & Farmer, 1983; Barra e cols, 

1983). As superfícies apicais das células epiteliais estão voltadas para o meio externo e 

são amplificadas por microvilos. As membranas basolaterais são banhadas pela 

hemolinfa, altamente invaginadas e associadas a numerosas mitocôndrias. Estas 

invaginações de membrana associadas às mitocôndrias são denominadas de bombas 

mitocondriais de epitélios transportadores de íons (Péqueux, 1995). 

Os maiores contribuintes para a osmolalidade da hemolinfa são os íons 

inorgânicos, essencialmente o Na+ e Cl-. Assim, a regulação do fluxo destes dois íons, 

representa um aspecto fundamental para a capacidade osmoregulatória destes animais 

(Péqueux, 1995; Towle 1997; Castilho e cols, 2001; Henry e cols, 2002; Kirschner, 

2004). O processo de captura ativa de íons Na+ que é realizado pelas brânquias dos 

crustáceos hiper reguladores em meios diluídos está sendo amplamente estudado 

(Péqueux, 1995; Onken & Riestenpatt, 1998; Lucu & Towle, 2003; Weiharauch e cols, 

2004; Henry e cols, 2002 e Freire e cols, 2008). O processo envolve a participação 

coordenada de vários sistemas transportadores (Figura 3), destaca-se um trocador do 

tipo Na+/H+, um Na+/NH+
4, um canal de Na+, um co-transportador do tipo Na+, K+/ 2Cl 
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Meio externo                            Brânquias               Meio interno

 

 
 
Figura 3: Representação esquemática dos transportadores e enzimas envolvidos no 

transporte de íons nas brânquias dos siris eurialinos. É importante observar que a 

composição e localização das enzimas e transportadores podem variar entre as 

diferentes espécies de crustáceos. A figura representa a identificação de vários 

componentes descritos até o presente momento em diferentes crustáceos . 1 Na,K-

ATPase; 2- canais de K+; 3- co-transportador Na+/K+/Cl-; 4- trocador Na+/K+; 5- 

trocador HCO3
-/Cl-; 6- H+-ATPase; 7- anidrase carbônica; 9- proteína Rhesus, 

transportador de NH4
+. 

 (Péqueux 1995; Towle, 1997), e segundo alguns autores, haverá ainda a entrada de Na+ 

através de um canal apical acoplado a uma H+-ATPase do tipo V (Riestenpatt e cols, 
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1996; Weirauch e cols, 2002)_cabe ressaltar que a presença de um ou mais 

transportadores pode ser específico para uma determinada espécie de crustáceo. Estes 

transportadores estão organizados assimetricamente na membrana da célula do epitélio 

branquial, voltados para o meio externo ou para a hemolinfa (Péqueux, 1995, Zare & 

Greenway 1998; Onken & Riestenpatt, 1998; Ahearn e cols, 1999; Towle & Weiraulch, 

2001, Grosell e cols, 2002; Lucu & Towle, 2003 e Kirschner, 2004). Já está bem 

estabelecido que a Na,K-ATPase presente no tecido das brânquias posteriores da 

maioria dos crustáceos, desempenha um papel central nesse mecanismo de captura 

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

diminuindo localmente a sua concentração. Neste sentido existe uma estreita relação 

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

Na+ (Scheleich e cols, 2001; Mo e Greenaway, 2001; Towle & Weihrauch, 2001; Lignot 

e cols, 2005; Tresguerres e cols, 2003, Ahearn e cols, 1999; Furriel e cols, 2000; Lucu 

& Towle, 2003; Péqueux, 1995).  
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1.2 A Na,K-ATPase. 

 

A habilidade das células vivas em responder às mudanças no meio ambiente e 

manter uma relativa constância do seu meio interno representa uma propriedade 

fundamental para o desenvolvimento celular. Em resposta as perturbações externas, as 

células ativarão uma série de sistemas de transportes contidos em sua membrana como 

um esforço para manter a sua homeostase. A ligação da energia metabólica para a 

função celular e a sinalização entre as necessidades da célula depende de uma 

distribuição assimétrica de íons através de sua membrana celular. Todas as células 

contêm muito mais K+ e muito menos Na+ do que os seus arredores, e a diferença na 

concentração destes cátions, que resulta na formação de um potencial de membrana, é 

finamente regulada. A existência de um transportador de sódio na membrana plasmática 

de células animais foi postulada primeiramente por Dean em 1941, que introduziu o 

termo “bomba” para explicar a distribuição assimétrica dos cátions. Porém 20 anos mais 

tarde, estudos com axônio de lulas gigantes estabeleceram a existência de um transporte 

ativo de Na+ e K+ (Caldwell e cols, 1960). A presença de uma enzima que hidrolisava 

ATP e requisitava a presença de Na+ e K+ para a sua atividade foi conclusivamente 

demonstrada por Jens C. Skou em 1957, e esta enzima é conhecida hoje por Na,K-

ATPase. 

 A Na,K-ATPase ou bomba de sódio é responsável pelo estabelecimento e 

manutenção do potencial de membrana nas células animais. Esta enzima é uma proteína 

integral de membrana que transporta ativamente íons Na+ e K+, usando a hidrólise do 

ATP. Para cada molécula de ATP hidrolisada, 3 íons Na+ são transportados para o meio 

extracelular e 2 íons K+ do meio extracelular para o interior da célula (Lingrel & 

Kuntzweiler, 1994; Lutsenko & Kaplan, 1995; Skou, 1998). Este processo consome 
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cerca de 5 a 40 % de todo o ATP produzido pela célula em estado de repouso (Kostia & 

Zivkovic, 1994; Gruwel e cols, 1995) contribuindo em 20-25% para a TMB (taxa 

metabólica basal) e leva à formação de um potencial elétrico e químico através da 

membrana, provendo a base para a comunicação neuronal e contribuindo para a 

regulação osmótica da célula. Este gradiente químico formado pelo gradiente de sódio é 

utilizado para o transporte secundário de aminoácidos, glicose, vitaminas e outros 

compostos (Emery e cols, 1998; Sweeney & Klip, 1998; Beaugé e cols, 1997; Lingrel, 

1992). 

 

1.2.1 A subunidade α  

A bomba de Na+ é formada por um complexo que envolve três subunidades, que 

são designadas como α, β e γ (Figura 4) _ sendo que a subunidade γ (na figura é vista 

como sendo o componente FXYD), até o presente momento, é associada à Na,K-

ATPase renal (Scheiner-Bobis, 2002)_. A subunidade α (Figura 4), também referida 

como subunidade catalítica da bomba, possui um peso molecular aparente que varia de 

100 a 113 kDa. Ela está inserida na membrana de modo que a atravessa 10 vezes, 

formando domínios transmembranares que vão dos segmentos 1 ao 10, nos quais as 

porções N e C-terminais da bomba estão voltados para o lado citoplasmático.  

A maneira exata como o C-terminal da subunidade α encontra-se inserido na 

membrana ainda está por ser identificada, uma vez que modelos topológicos diferentes 

foram apresentados: (Capasso e cols, 1992; Mohraz e cols, 1994; Karlish e cols, 1993; 

Golsdshelger e cols, 1995; Antolovic e cols, 1991). Porém, sabe-se que o domínio N-

terminal da enzima é formado pelos segmentos transmembranares 1- 4, com estes 

segmentos voltados para o interior da célula, formando duas grandes alças 

citoplasmáticas. 
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A publicação da estrutura em alta resolução (2.6 Angstron) da Serca (Ca2+-

ATPase de retículo sarcoplasmático_  Toyoshima e cols, 2000), cristalizada na presença 

de altos níveis de Ca2+, presumivelmente na forma E1Ca;  propõe o mecanismo de 

atuação de bombas de íons.  Para tal, a estrutura da bomba foi dividida em três 

domínios: 

a. domínio N (ligação de nucleotídeo),  

b. domínio A (atuador) envolvido na transmissão das mudanças 

conformacionais, e  

c. domínio P (fosforilação). 

Portanto, assumindo o modelo proposto por Toyoshima e cols podemos dividir e 

especificar os segmentos da porção N-terminal da subunidade α em (Figura 4): 

1) Domínio A (cor laranja), que compreende a parte citosólica entre os 

segmentos transmembranares 2 e 3. Neste domínio, a seqüência TEGS 

responsável pela defosforilação da enzima está inserida. (Toyoshima e cols, 

2002, Karlish, 1997; Lingrel & Kuntzweiler, 1994); 

2) Domínio P (azul) e N (verde) que representam uma subdivisão da grande 

alça citoplasmática localizada entre os domínios transmembranares 4 e 5, 

onde encontra-se  a porção P contendo o aminoácido aspartato que é 

fosforilado durante o ciclo catalítico da enzima (Post & Kume, 1973; Inesi & 

Kirteley, 1992; Stokes e cols, 1994), e a porção N que é responsável pela 

ligação do nucleotídeo ATP.  

3) Os segmentos restantes que vão do 5 ao 10 constituem o C-terminal da 

enzima. 
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Figura 4: Topologia da Na,K-ATPase. Representação da subunidadeα, a subunidade 

β, com sua porção C- terminal glicosilada (hexágonos brancos) e o FXYD (no texto 

referido como subunidade γ). O modelo desta figura propõe uma divisão funcional das 

alças citoplasmáticas. Em laranja temos domínio A, constituído pela parte N- terminal, 

precedido do primeiro segmento transmembranar entre as alças 2 e 3, contendo o 

domínio TGES envolvido na defosforilação da enzima. Em azul o domínio de 

fosforilação localizado entre os segmentos 4 e 5, onde encontramos a seqüência 

DKTGT, contendo o aspartato 376 (G) que é fosforilado durante o ciclo catalítico. Em 

verde o dominio de ligação do ATP (Horisberger, 2004). 
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1.2.2 A subunidade β 

A subunidade β (Figura 5), é uma proteína de membrana do tipo II, altamente 

glicosilada com um peso molecular relativo em torno de 60 kDa (McDonough e cols, 

1990). Diferentemente da subunidade α, ela atravessa a membrana plasmática uma 

única vez, apresentando uma pequena porção N-terminal citosólica, um segmento 

transmembranar e um longo C-terminal direcionado ao meio extracelular. 

 Apesar de todas as principais funções da Na,K-ATPase estarem localizadas na 

subunidade α, podendo então levar à conclusão de que somente esta subunidade é 

essencial para o funcionamento da bomba, a subunidade β apresenta um papel essencial 

na formação de um complexo enzimático funcional. As funções mais importantes da 

subunidade β na enzima incluem o seu papel funcional de uma chaperona na estrutura e 

na maturação funcional da Na,K-ATPase (Figura 5); de modo que ela é fundamental 

para a formação de uma perfeita configuração da enzima, necessária para a saída do 

retículo endoplasmático (Geering, 2001). 

 Durante a síntese da subunidade α da Na,K-ATPase, os primeiros segmentos 

hidrofóbicos do N-terminal são integrados do translocon para a bicamada lipídica. A 

maior volta central citoplasmática adota uma conformação que não expõe qualquer 

seqüência sinalizadora de degradação. Por outro lado, devido a informações específicas  

da seqüência, que impedem a interação com superfícies apolares, a eficiente integração 

do segmento C-terminal da subunidade α na membrana para a bicamada lipídica é muito 

baixa. Na ausência da co-expressão da subunidade β, o segmento C-terminal da 

subunidade α está em equilíbrio dinâmico entre a bicamada lipídica, o translocon e o 

citoplasma, com uma alta preferência para a fase aquosa (Figura 5). 

Nesta configuração, a subunidade α está altamente sensível à degradação celular 

e tripsinólise. A co-expressão da subunidade α juntamente com a β é necessária para  



 - 15 -

 

 

 

Figura 5: Topogênese da subunidade α da Na,K-ATPase. A figura demonstra as 

interações que devem ocorrer entre a subunidade β e o C- terminal da subunidade α, 

representado pelos retângulos com os números 5, 6, 7, 8, 9 e 10,  da Na,K-ATPase para 

uma perfeita inserção da na membrana do retículo endoplasmático. Observa-se que na 

ausência da subunidade β o segmento do C- terminal da subunidade α não é inserido de 

modo adequado na membrana plasmática (parte A e B_esquerda_) possuindo  uma  

baixa capacidade de abandonar o translocon e se inserir na membrana de modo correto 

(parte C). Porém em contato com a subunidade β (parte B_direita_), a subunidade α é 

inserida de modo estruturalmente correto na membrana plasmática (Geering, 2002). 

A 

B 

C 
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permitir a exposição dos segmentos M7/M8 da volta extra citoplasmática para o lado 

luminal do retículo endoplasmárico (RE). O processo de união entre α e β reterá o par 

M7/M8 na membrana, permitindo interações intramoleculares e a integração do 

segmento C-terminal para a bicamada lipídica, conferindo então à subunidade α 

resistência à degradação e tripisinólise.  Podemos observar que uma inserção 

inadequada do segmento C-terminal correlaciona-se com a susceptibilidade à 

degradação celular e, em última parte, ao sistema proteossomal (Kirley, 1989; Béguin e 

cols, 2000). 

Em caminhos opostos aos da subunidade α, a topologia da subunidade β não é 

dependente desta parceria. Todavia, como sugerido pela sensibilidade à degradação no 

RE, a inserção estável na membrana e o correto posicionamento da subunidade β pode 

ou não contar com interações com a subunidade α.  

Em adição à função de chaperona na maturação da enzima recém sintetizada, a 

subunidade β também tem um papel determinante nas propriedades de transporte da 

Na,K-ATPase. A primeira evidência da função desta subunidade na ligação de cátions 

foi mostrada na atividade da Na,K-ATPase purificada, considerando que a subunidade β 

influencia a afinidade aparente por K+ nas ATPases do tipo P oligoméricas (Kirley, 

1989; Chow e cols, 1992; Lutsenko & Kaplan, 1993; Blanco & Mercer,  1998; Hasler e 

cols, 1998) e modula o requerimento de Na+ pela enzima com conseqüente aumento da 

sua afinidade aparente. Além disso, estudos demonstraram que a subunidade β também 

pode estar envolvida na migração neuronal e adesão célula-célula, correlacionando-se 

com a tumorogênese dos pulmões, fígado e rins nos seres humanos (Akopianz e 

cols,1991). 
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1.2.3 – Isoformas da Na,K-ATPase. 

Um fenômeno essencial para uma célula é a presença de isoformas enzimáticas, 

proteínas homólogas que catalisam as mesmas reações bioquímicas, apresentando, 

porém, diferentes afinidades por substratos ou regulações  diversas (Market & Moller, 

1959). Até o presente momento existem quatro isoformas identificadas para a 

subunidade α (α1, α2, α3 e α4), e três para a subunidade β (β1, β2 e β3) (Blanco & 

Mercer, 1998). As isoformas da cadeia α são produtos de diferentes genes resultando de 

“splicing” alternativos com a seqüência completa dos aminoácidos das isoformas, 

deduzido a partir do DNA de ratos, aves e homens; e apresentam um conteúdo de 

aminoácidos na ordem de 1014 para a α3, 1024 para a α1, 1021 para a α2 e 1028 para a 

α4 (Lingrel e cols, 1990). 

 As identidades das isoformas da cadeia α estão em torno de 92% quando 

comparamos α1 e α2, e 96% para a α1 e α3. Acerca da isoforma α4 há divergências a 

respeito do valor da identidade em torno de 78% em relação à cadeia α1. Isto se deve às 

grandes diferenças observadas no N-terminal, no sítio de ligação de ouabaína e a região 

citoplasmática entre os aminoácidos 403 e 503. Por outro lado, grandes similaridades 

são vistas na região citoplasmática mediana, onde estão localizados os sítios de ligação 

de ATP e fosforilação (Levenson, 1994; Mercer, 1993; Lingrel & Kuntzweiler, 1994).  

Em relação à subunidade β, a seqüência do DNA revelou que esta proteína 

possui os seguintes números de aminoácidos: 304 para a β1, 290 para a β2 e 297 para a 

β3. A homologia das diferentes isoformas chega à ordem de 95% quando comparamos 

β1 e β2 em mamíferos, porém este valor decresce até a faixa de 60% quando outras 

espécies são incluídas. Diferente da cadeia α, a homologia existente entre as isoformas 

da cadeia β apresenta-se menor. Comparando-se os polipeptídios da isoforma β1, a 
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similaridade existente com a β2 é de 58% (34% de identidade e 24% de substituições 

favorecidas), e para a β3 o nível chega aos 68% de homologia. 

Comparando-se β3 e β2, temos 61% de similaridade com 49% de resíduos 

conservados (Malik e cols, 1989). Todas as isoformas da subunidade β são glicosiladas, 

sendo que a β1 apresenta 3 sítios, com os sítios putativos para a glicosilação variando de 

isoformas e dependendo da espécie. Deste modo, a subunidade β1 de galinha apresenta 

4 sítios de glicosilação, a de rato 7, a humana 8 e a de camundongos 9 (Chow & Fortes, 

1995). A presença de um ectodomínio de 6 resíduos de cisteínas formando três pontes 

dissulfeto, quando reduzidas causam uma inativação da Na,K-ATPase, além da 

presença de um motivo altamente conservado Tirosina-Tirosina-Fenilalanina-Prolina-

Tirosina-Tirosina também podem ser considerada como uma assinatura de proteínas que 

pertencem à família β (Béggah e cols, 1997).  

Portanto, com tantas isoformas presentes, podemos propor diferentes 

combinações de subunidades que proporcionam à bomba diferentes propriedades em 

relação às respostas que as mesmas podem apresentar ao sódio, potássio, ouabaína e 

ATP (Blanco e cols, 1995; Blanco e cols, 1995b). Logo, as combinações possíveis são 

as seguintes: 

    K0.5 para o Na+     α2β2>α2β1>α1β1=α3β2>α3β1  

    K0.5 para o K+       α1β1>α2β1=α2β2>α3β1=α3β2 

Com relação à afinidade pelo ATP as enzimas compostas por α2 ou α3 

apresentam Km equivalentes, que são aproximadamente quatro vezes menores para α1; 

já para o Ki para ouabaína as isoformas α3β1 e α3β2 possuem um nível  alto de 

sensibilidade, α2β1 e α2β2 um valor intermediário e α1β1 um baixo nível de 

sensibilidade para o esteróide cardiotônico (Blanco e cols, 1995b; O´Brien e cols, 

1994). Até o momento, as propriedades enzimáticas da Na,K-ATPase formada com a 
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presença da isoforma α4 ainda não foram analisadas (Woo e cols, 2000), a 

possiblilidade da isoforma β estar combinada com a α4 ainda é desconhecida, porém os 

RNAm para β1 e β2 foram detectados em gônadas (Malik e cols, 1989). 

 A presença de tantas isoformas, com pequenas diferenças na atividade e 

afinidade para cátions e ATP, são essenciais e específicas para um requerimento 

biológico diferenciado.  A expressão da α1β1é ubíqua, atuando então como a forma 

majoritária da bomba; as isoformas podem então controlar as funções de cada tecido. 

Como exemplo, podemos citar os neurônios, onde as isoformas α1, α2 e α3 estão 

presentes, sendo que α1 e α2 são as responsáveis pelo gradiente iônico basal, pois a 

baixa afinidade para cátions da isoforma α3 fará com que a mesma funcione de uma 

forma “menos eficiente”. Porém, com a despolarização e repetidos disparos do potencial 

de ação, o gradiente de sódio e potássio é dissipado, e nestas condições as isoformas α1e 

α2 estarão em condições saturantes, enquanto que α3 será ativada. Desta maneira a α3 

funciona como uma bomba sobressalente, restaurando o potencial de repouso. Além 

disso, a α3 possui uma alta afinidade para o ATP, o que a habilita a utilizá-lo nas baixas 

concentrações de nucleotídeos próximo à membrana celular, após uma intensa atividade 

neuronal (Blaustein, 1993). 

 A diferença funcional para as isoenzimas também é sugerida para uma regulação 

estendida à expressão dos polipeptídeos α e β sob várias condições fisiológicas. Durante 

o desenvolvimento, a mudança na quantidade relativa de bombas de sódio ocorre em 

vários tecidos. Como exemplo, temos a regulação da expressão de isoformas do coração 

de ratos, pois, nestes tecidos, entre a segunda e a terceira semana de vida, a expressão de 

α3 é interrompida e α2 começa a ser expressa, tornando-se a isoforma predominante no 

miocárdio adulto (Lucchessi & Sweadner, 1991; Orlowski & Lingrel, 1988).    
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1.2.4. O Ciclo Catalítico 

 A Na,K-ATPase é classificada como uma ATPase do tipo P (Pedersen & 

Carafoli, 1987; Moller e cols, 1996; Lutsenko & Kaplan, 1995), e a grande marca que 

caracteriza este tipo de enzima é a presença de um aminoácido aspartato (no caso, Asp 

369) que é fosforilado durante o seu ciclo catalítico (Post & Kume, 1973). As ATPases 

do tipo P apresentam-se distintamente em duas conformações definidas como E1 e E2 

(Glynn, 1993), que são de fato estados conformacionais que a enzima apresenta durante 

o ciclo catalítico (Figura 6). 

O início do ciclo de reações pode ser considerado a partir da ligação de uma 

molécula de ATP à forma E2(K2) _ conformação da enzima com o íon potássio ocluído_ 

que possui alta afinidade por K+, apresentando  K0.5 na ordem de 0.45 mM (passo 8 na 

figura 6).  A ligação do ATP na enzima provoca uma mudança conformacional para a 

forma E1 K2.ATP, desocluindo então os íons K+ e liberando-os para o citosol (passos 9 e 

10).  Podemos observar que durante os passos do ciclo citado a ligação do ATP na parte 

“N”  da enzima provoca um novo rearranjo distanciando-o de “A” e “P”. A partir da 

ligação do ATP, a enzima passa a ter alta afinidade para o íon Na+ (K0.5 que varia de  

0.19 –  0.26 mM), e então 3 íons Na+ ligam-se à enzima; sendo que a ligação do terceiro 

íon Na+ causa um novo rearranjo na estrutura, que é agora denominada de E1Na3ATP.  

Em relação aos movimentos dos domínios observamos o deslocamento de “A” , 

desobstruindo “P”. Ocorre concomitantemente, o deslocamento de “N” posicionando o 

fosfato γ terminal do ATP _ de acordo com a figura 6, na qual o terceiro fosfato está 

circulado em vermelho_  no sítio de fosforilação da enzima (P) (passos 1, 2 e 3).  

A seguir, ocorre a fosforilação do resíduo de aspartato da enzima (passo 3). O 

Mg+2 é muito importante para esta reação, fazendo com que os três íons Na+ sejam 

ocluídos pela enzima, que assume e a conformação E1P(Na3)  ( Skou & Esmann, 1992;  
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Figura 6- Ciclo de Reações da Na,K-ATPase. A figura mostra as etapas principais do 

ciclo catalítico da enzima, evidenciando a entrada e saída dos íons, a participação dos 

movimentos das alças intracelulares (domínios A, P e N), bem como as duas 

conformações principais da enzima: E1 e E2. A seta em circulo no interior da figura 

indica o movimento do ciclo, em condições fisiológicas, dependente da razão 

ATP/ADP, porém em condições adequadas o ciclo poderá operar na direção reversa. 

(Horisberger, 2004). 
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Glynn, 1993). Esta forma sofre mudança conformacional, resultando em E2P(Na3) com 

a conseqüente passagem para a forma E2P(Na2) e liberação simultânea de um íon Na+ 

para o meio extracelular (De Weer e cols, 1988; Apell e cols, 1998). Obs.: passo não 

discriminado no ciclo.  

 A próxima etapa é a desoclusão dos dois íons restantes, na qual a enzima passa 

para forma E2P. Esta conformação apresenta uma baixa afinidade pelo Na+ (K0.5= 

14mM) mas, por outro lado, aumenta a sua afinidade pelo K+ (K0.5= 0.1 mM).  A 

ligação do K+ na enzima induz a defosforilação da conformação E2P e a oclusão de dois 

íons K+, acarretando a conformação E2(K2).  Durante estes passos, podemos observar 

novamente os movimentos de “A” e “P”; de forma que o domínio A aproxima-se de “P” 

“bloqueando” o  sítio de fosforilação (passos 4, 5, 6, 7 e 8) .  Logo, a enzima está pronta 

para outro ciclo de reação (Skou & Esmann, 1992; Glynn, 1993).  

 Estes dois efeitos do ATP, fosforilação e estimulação da desoclusão do K+, com 

alta e baixa afinidade respectivamente, são usualmente considerados como sendo 

manifestações de um domínio de ligação de nucleotídeo comum às duas conformações 

(Kaplan, 2002). 

O controle do ciclo em baixa concentração de ATP demonstra que a ligação 

deste nucleotídeo (com baixa afinidade) na conformação E2(K2) será lenta e o equilíbrio 

E1K2↔ E2(K2) permanecerá fortemente voltado em direção à forma E2. A velocidade 

limitante será a transição de E2(K2) para E1K2 (0.3 sec-1). Com altas concentrações de 

ATP (> 1mM) a velocidade de turnover depende das razões de Na+ e K+. Com baixa 

razão de Na+/K+ com [Na+]i < 20mM e [K+]i > 130 mM, o passo limitante é a 

desoclusão de E1K2. E com altas razões de Na+/K+ com [Na+]i > 20mM e [K+]i < 
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130mM, os passos limitantes serão E1P(Na3) ↔ E2P(Na2) ↔ E2P; e a transição de E1P 

para E2P e a desoclusão de Na+ na superfície extracelular (Jorgensen, 2001). 

 Este ciclo de reações em modelo seqüencial é referido como esquema de Post -

Albers, que não leva em consideração se a enzima apresenta-se como uma unidade 

funcional na forma de um diprotômero (α2β2), deste modo apresentando dois sítios para 

a ligação do ATP, ou ainda, como uma estrutura tetraprotomérica (Taniguchi e cols, 

2001). 

Importantes aspectos das vias bioquímicas incluem a seqüência natural da 

ligação e transporte de cátions e o fato de que a forma E1P é mais suscetível ao ataque 

de 200µM de ADP do que 55M de água, sugerindo que o centro de fosforilação poderia 

estar mais fechado na forma E1P e mais aberto na forma E2P, que sofre clivagem por 

água. A idéia de que o sítio de ligação de nucleotídeos (e fosforilação) abre e fecha 

durante as reações do ciclo é um importante aspecto do modelo emergente da estrutura 

de alta resolução da Serca (Toyoshima e cols, 2000). As mudanças conformacionais que 

a enzima se submete durante o seu ciclo catalítico parece ser um conjunto alternado de 

abertura e fechamento de partes citoplasmáticas e intramembranar. 

A Na,K-ATPase realiza duas funções separadas que, porém, devem estar 

acopladas: a hidrólise de ATP e o transporte de cátions monovalentes, sendo estas 

funções  realizadas por partes distintas da enzima (Gatto e cols, 1998). A volta 

citoplasmática da alça central entre a região 4 e 5 da enzima(“N” figura 6)  contém 

todos os resíduos envolvidos na ligação do ATP, que foram identificados por marcação 

química ou mutações sítios dirigidas. Este polipeptídio de aproximadamente 430 

aminoácidos foi expresso em Escherichia coli e purificado. E foi mostrado que o 

peptídeo purificado tinha a mesma especificidade da ligação nucleotídeo como a 

proteína nativa e intacta (Gatto e cols, 1998).  
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A ligação de cátions (e oclusão) ocorre em outra parte da enzima e foi 

demonstrada após extensivos experimentos de proteólises da Na,K-ATPase, que remove 

a maioria das partes citoplasmáticas extra da membrana (incluindo quase todo domínio 

de ligação de nucleotídeo). O resíduo pós- triptico foi capaz de ligar e ocluir íons K+ 

(Karlish e cols, 1990). Deste modo o domínio responsável pelo transporte de cátions é 

formado por segmentos transmembranares da enzima, e posteriores estudos indicaram 

modificações na enzima que resultavam na perda da função (oclusão) sem significante 

perda na ligação do ATP. E foi demonstrado que um resíduo de glutamato (E779) no 

segmento 5 removeu a habilidade da enzima em ocluir íons, enquanto a ligação de 

nucleotídeo permaneceu inalterada (Argüello & Kaplan, 1991 e Argüello & Kaplan, 

1994). Modificação em um único resíduo no domínio de ligação de nucleotídeo provoca 

um pequeno efeito na ligação de cátions (Ellis-Davies & Kaplan, 1993 e Ellis-Davies & 

Kaplan 1994). E por fim um amplo estudo de mutações, tornou clara que os resíduos da 

Na,K-ATPase envolvidos na coordenação de cátions estão localizados nas porções 4, 5 

e 6, que são ricas em aminoácidos com cadeias laterais doadoras de elétrons, incluindo 

aspartatos (Kuntzweiler e cols, 1996; Vilsen & Andersen, 1998).  

A presença de muitos aminoácidos carregados negativamente nos segmentos 

transmembranares (4, 5 e 6, figura 4) e a ausência de cargas positivas para a 

compensação, leva a uma pronta idéia de que a neutralização da carga e o transporte do 

cátion é um aspecto importante do transporte transmembranar de íons Na+ e K+. A 

neutralização da carga serviria para estabilizar o cátion a caminho das porções da 

enzima que estão localizadas na membrana. Todavia, isto também implicaria que em 

circunstâncias nas quais a enzima não teria nenhum cátion ligado, os segmentos 

transmembranares (especialmente o 5 e o 6, que contem 3 resíduos carboxil) seriam 

menos estáveis por causa da ausência de cargas que neutralizariam os resíduos de 
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aspartato  e de glutamato (Gatto e cols, 1998; Toyoshima e cols, 2000; Karlish e cols, 

1990; Argüello & Kaplan, 1991). 

 Apesar da existência de uma quantidade apreciável de dados sobre a área de 

reconhecimento do ATP e de sua coordenação com os sítios de íons, os mecanismos 

moleculares que acoplam a hidrólise do ATP aos mecanismos de abertura de poro para 

os íons, e sua translocação, ainda não estão bem compreendidos. No caso da Na,K-

ATPase, as observações feitas por Armstrong (Armstrong, 1998) nos ajudam a 

compreender como uma única estrutura pode coordenar o Na+ em um momento e o K+ 

em outro. 

Na conformação E1 da enzima o Na+ está ligado por interações íon/dipolo aos 

grupos carbonila dos segmentos M4, M5, M6 e M8, e aplicando-se o modelo para o Na+ 

no meio aquoso, por causa do grande tamanho do K+ (r= 1.33 angstron) se comparado 

ao Na+ (r = 0.85 angstron), percebemos que somente o Na+ se adequaria ao sítio de 

ligação do mesmo. A mudança conformacional relacionada à fosforilação da Na,K-

ATPase causa uma mudança no sítio de ligação do Na+, permitindo a saída do Na+ para 

o lado extracelular (Armstrong, 1998).  

Podemos observar que esta transição ocorre concomitantemente com a expansão 

do sítio de ligação de cátions (conformação E2 da enzima), no qual o íon K+ pode ser 

agora acomodado com a interação íon/dipolo em meio aquoso. O sítio, agora expandido, 

não acomoda o Na+, pois este não pode ser adequadamente coordenado com os grupos 

carbonila. Neste estado, uma troca das moléculas de água ao redor do Na+ para os 

grupos carbonila seria termodinamicamente desfavorável. Isto se deve ao fato de que 

seriam gastos aproximadamente 10 Kcal /mol para remover duas moléculas de água que 

ocupam um volume de 0.38 angstron (diferença do raio iônico entre o K+ e o Na+) do 
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Na+ . Sendo assim este resultado dá uma preferência de seletividade para o K+ sobre o 

Na+ na ordem de 106:1 (Armstrong, 1998). 

 

1.2.5 Inibidores: vanadato, ouabaína e endobaínas. 

1.2.5.1 – Vanadato 

 O vanadato é um potente inibidor da Na,K-ATPase, bem como de outras 

ATPases do tipo P, pois ele se assemelha estruturalmente ao fosfato ligado à enzima no 

estado de transição. Devido a esta similaridade estrutural o vanadato liga-se no sítio de 

fosforilação da enzima, bloqueando o seu ciclo catalítico, aparentemente porque ocorre 

a formação de uma ligação covalente acil-vanadato entre o vanadato e o aspartato que 

normalmente sofre fosforilação durante o ciclo catalítico, dando origem ao complexo 

estável E-V (enzima-vanadato) (Fedosova e cols, 1998). 

 

1.2.5.2 – Ouabaína 

A Na,K-ATPase é alvo de um vasto número de toxinas produzidas por plantas e 

animais, uma série de esteróides de ocorrência naturais, denominados de esteróides 

cardíacos ou glicosídeos cardíacos (Thomas e cols, 1990; Kaplan, 2002; Scheiner- 

Bobis, 2002), como por exemplo  a ouabaína. A atividade de bombeamento de íons é 

especificamente inibida por estas substâncias, que são capazes de se ligar 

reversivelmente do lado extracelular da bomba, inibindo a hidrólise do ATP pela 

bomba, por “prender” a enzima no estado E2-P*-ouabaína (figura 7). 

 Pelo fato de que estas substâncias são capazes de inibir a enzima, elas são muito 

utilizadas para identificar a Na,K-ATPase em diversos sistemas, e estudar o mecanismo 

de transporte de íons envolvidos neste sistema. Em condições ótimas a ligação de 

ouabaína ocorre na razão de 1:1. A indução da conformação E2-P da enzima induz o  
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Figura 7: Representação dos segmentos da subunidade α da Na,K-ATPase que 

interagem com a ouabaína. A identificação de cada resíduo e alças envolvidas na 

ligação ou ancoragem da ouabaína estão referidas no texto. A esfera cinza no centro da 

figura representa a ouabaína em seu local de ligação na Na,K-ATPase (Sweadner and 

Donnet, 2001). 

 



 - 28 -

esteróide a ligar-se à enzima com maior afinidade, resultando na formação de um 

complexo fosfoenzima/esteróide estável, denominado de E2-P*ouabaína (Figura 7). A 

presença de íons a serem transportados, portanto, influencia as constantes de 

dissociação do complexo enzima-ouabaína. Em vista disso, a presença de K+ reduz a 

alta afinidade da enzima pelos esteróides no sítio de ligação extracelular, enquanto que a  

presença de Na+ favorece a ligação da ouabaína à enzima. Por outro lado, quando na 

presença de Mg+2 e Pi, a baixa concentração de Na+ tem o efeito de baixar a afinidade 

da bomba pelo esteróide quando o K+ está presente (Scheiner- Bobis, 2002). 

 A ligação da ouabaína na enzima propriamente dita envolve uma série de 

aminoácidos. O primeiro grupo destes resíduos na alça extracelular está no segmento 1 e 

2, incluindo glicina 111, prolina 118, aspartato 121, asparagina 122 e tirosina 308, e 

possivelmente fenilalanina 928 no segmento 10 (lembrando que o primeiro e o décimo 

segmentos estão próximos). O segundo grupo de aminoácidos é composto pelos que 

estão localizados nos fragmentos dos segmentos transmembranares 5, 6, e 7 incluindo 

uma arginina 880. E por fim, o terceiro grupo inclui aminoácidos do quarto segmento 

transmembranar e dois aminoácidos, cisteína 367 e 656 (Saravazyan e cols, 1997; 

Kirley e cols, 1986; Kirley & Peng, 1991; Canessa e cols, 1992). 

 

1.2.5.3. Endobaínas 

 Muitos compostos com a estrutura idêntica ou parecida com ouabaína e 

moléculas correlatas, foram identificados em mamíferos e exibem a mesma atividade 

biológica que os esteróides cardiotônicos exógenos (Schoner & Scheiner- Bobis, 2007). 

Estes compostos são agora denominados de esteróides cardiotônicos endógenos, ou 

endobaínas.  As substâncias identificadas até o momento incluem a ouabaína (plasma, 
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adrenal e hipotálamo), um isômero da ouabaína (hipotálamo), digoxina (urina), e fortes 

evidências indicam que estas substâncias são sintetizadas pelo córtex da adrenal. 

O alvo fisiológico das endobaínas parece ser a regulação da pressão sangüínea, 

uma vez que ouabaína circulante parece atuar como um modulador da pressão 

sangüínea; atingindo os componentes principais do sistema cardiovascular (coração, 

vasos e rins). Deste modo a hipertensão foi relacionada ao aumento dos níveis 

plasmáticos de endobaínas (Rossi e cols, 1995). O mecanismo pelo qual as endobaínas 

aumentam a pressão sangüínea está ligado ao equilíbrio entre o Na+ e o Ca++ citosólico  

via trocador Na+/Ca++. Deste modo, a inibição da bomba de sódio no músculo vascular 

liso das células de miócitos pelas endobaínas leva a um aumento na concentração de 

Na+ citoplasmático, causando um aumento na entrada da Ca++ na célula para ser 

seqüestrado pelo retículo sarcoplasmático (RS). O aumento do Ca++ no RS resulta no 

aumento da força de contração de fibras do músculo cardíaco e vascular, aumentando 

então a pressão diretamente. Este mecanismo é a base para a reversão parcial da 

insuficiência cardíaca, seguida ao tratamento com glicosídeos cardíacos, logo se 

ocorresse um excesso de produção endógena de esteroides cardiotônicos um aumento na 

pressão arterial poderá ser observado. 

  

1.2.6 A Na,K-ATPase como um receptor 

 A inibição parcial da Na,K-ATPase (50-60%) por concentrações não tóxicas de 

ouabaína (10 µM), causa um crescimento hipertrófico, além de uma regulação 

transcricional de muitos genes marcadores relacionados ao crescimento de miócitos (ex: 

NFκB, α3, sKATc e ANF) (Figura 8). Estes efeitos da ouabaína envolvem a ativação de 

múltiplas vias de transdução de sinal incluindo, a ativação da Src cinase e a fosforilação 

do receptor do fator de crescimento epidermal e outras proteínas, seguidas pela ativação 
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Figura 8: Representação esquemática da sinalização da ouabaína em miócitos 

cardíacos. A ligação de 10µM de ouabaína na Na,K-ATPase  causa uma mudança 

conformacional na enzima, resultando na interação entre a Na,K-ATPase e o receptor do 

fator de cresciemento (EGF) causando a ativação de múltiplas vias de transdução de 

sinais, incluindo a PKC e a ativação da Src quinase com a fosforilação de tirosinas do 

receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR), que ativa a cascata de sinalização 

da via Ras/Raf/Mek/MAPK, o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e o aumento de síntese de proteínas (XIE, 2001). 
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da cascata Ras/Raf/MEK/MAPK. Esta ação na regulação de genes, similarmente aos 

efeitos clássicos na contração muscular, são dependentes do influxo e aumento da 

[Ca++]i, indicando que este segundo mensageiro participa dos efeitos da ouabaína na 

contratilidade e crescimento. Portanto, estes achados levam prontamente à proposta de 

que a ligação do inibidor à bomba, neste caso a ouabaína, converte-a em um transdutor 

de sinal, que pode operar por vias dependentes ou não do cálcio (Kometiani e cols, 

1998; Akera & NG, 1991; Nagakawa e cols, 1992; Huang e cols, 1997).   

 

1.2.7 - Regulação da Na,K-ATPase por Cinases 

A regulação da Na,K-ATPase pode ser dividida, por conveniência , em período 

longo, principalmente envolvendo mudanças na velocidade de síntese e degradação, e 

em período curto, responsável pelas rápidas alterações na atividade da bomba, que 

geralmente ocorre em minutos. Portanto, podemos perceber que a enzima está sujeita a 

uma série de controles hormonais. Levando em consideração a regulação de período 

curto da Na,K-ATPase, vemos que a mesma é alvo de uma série de hormônios 

(catecolaminas, peptídeos hormonais), que atuam através da ativação de receptores de 

membrana acoplados à proteína G, que inicia múltiplas vias de transdução de sinal 

modulando a  atividade de grupos de proteínas cinases, fosfolipases e fosfatases (figura 

9). Contudo, estabelecer uma função precisa da ação destas proteínas na fosforilação da 

subunidade α da Na,K-ATPase, permanece incerta, uma vez que os dados atuais a 

respeito deste assunto ainda geram conflitos.  

As proteínas cinases e fosfatases possuem uma função central na via de 

transdução de sinal em uma célula. Interações entre receptores da superfície celular/ 

ligantes extracelulares (hormônios, fatores de crescimento, citocinas e drogas) ativam as 
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Figura 9- Esquema da regulação da Na,K-ATPase por diversos fatores. Alguns 

hormônios e neurotransmissores estimulam PKA e PKC provocando uma fosforilação 

da subunidade α da Na,K-ATPase, que afeta as propriedades de transporte e ou 

redistribuição através da membrana ou estoques intracelulares. (Crambert & Gerring, 

2003) 
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vias de sinalização intracelular que resultam no aumento ou decréscimo da atividade 

celular. Pouca informação está disponível sobre o envolvimento da Na,K-ATPase na 

cascata de reações celulares. Todavia os resultados direcionam para uma regulação da 

subunidade α da Na,K-ATPase como alvo de proteínas cinases (Bertorello e Katz, 

1995). Muitas evidências de tais interações provêm de estudos in vitro (Bertorello e 

cols, 1991; Fisone e cols, 1995) e in vivo (Bertorello e cols, 1991). A subunidade α 

parece ser um substrato para a PKA e PKC (Figura 9) (Bertorello, 1991). Além disso 

existem 36 sítios que poderiam ser qualificados como possíveis motivos para a 

fosforilação da Na,K-ATPase pela PKC (Feschenko and Sweadner, 1994; Feschenko 

and Sweadner, 1995). As proteínas cinases PKA e PKC são classificadas como 

proteínas cinases serina/treonina considerando os seus resíduos alvos. 

Através de uma complexa regulação hormonal, a Na,K-ATPase desempenha 

uma função crítica na reabsorção de Na+ na membrana basolateral das células do 

néfrons. A prevalência da isoforma α1β1 nas células epiteliais dos rins (células 

tubulares renais), produziu um modelo popular para o estudo da influência da 

fosforilação na atividade e expressão da Na,K-ATPase. A fosforilação da subunidade α 

da Na,K-ATPase pode ser induzida experimentalmente por tratar as células epiteliais 

renais com drogas ou hormônios. Estudos anteriores mostraram que a fosforilação da 

Na,K-ATPase inibia a atividade da enzima (Bertorello e cols, 1991); e outros 

investigadores posteriormente confirmaram este efeito demonstrando  que a fosforilação 

da enzima resultava na queda da atividade (Middleton e cols, 1993). Mais recentemente 

estudos feitos em células renais indicaram uma fosforilação induzida por dopamina na 

subunidade α (resíduo de serina-18) levou a internalização da Na,K-ATPase por 

mecanismos dependente de clatrina, deste modo contribuindo para reduzir a atividade 

da enzima (Chibalin e cols, 1999);e posteriormente um estudo com células renais 
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transfectadas com a subunidade α mutada na serina- 18 mostrou que este aminoácido e 

importante para os efeitos da dopamina. 

A fosforilação da bomba por PKA, que ocorrre na conformação E1, promove 

efeitos variados e complexos. A inibição de atividade Na,K- ATPásica em função direta 

da fosforilação pela PKA não é verdadeira, pois recentes dados demonstraram que a 

fosforilação da serina 938 tem uma função permissiva, permitindo a fosforilação da 

bomba pela PKC na serina 23 (Cheng e cols, 1997). A PKA inibe a atividade da Na,K-

ATPase em ductos coletores renais por ativar a via da PLA2 (Kiroytcheva e cols, 1999). 

Em outros sistemas a PKA aparece por ativar o inibidor da proteína fosfatase, que então 

irá alterar a atividade da bomba (Aperia e cols, 1991). E em muitos casos a PKA não 

regula a atividade da bomba diretamente, porém altera a atividade de outros 

transportadores de Na+, levando a uma mudança na concentração citoplasmática de Na+, 

que em retorno altera a atividade da bomba (Hughes e cols, 1988) 

Em relação às questões que envolvem o mecanismo de regulação da Na,K-

ATPase pela PKC os dados também geram dúvidas, pois os resultados obtidos 

dependem da isoforma da cinase que esta envolvida no sistema, logo a fosforilação da 

Ser 23, e recentemente da serina 774 ou Treonina 938 (Mahmmoud e cols, 2002), pode 

causar  um aumento na atividade (Pedemonte e cols, 1997), ou inibição da bomba (Gao 

e cols, 1999).  

Além da PKA e da PKC outras proteínas cinases são capazes de fosforilar a 

Na,K-ATPase e deste modo temos que a AKAP (anchored kinase AMPc dependent 

protein), uma proteína cinase ancorada na membrana dependente de AMPc, é capaz de 

fosforilar a bomba presente  na membrana basolateral de glândulas parótidas causando a 

sua inibição (Kurihara 2000); e o mesmo efeito pode ser observado com a proteína 
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cinase dependente de Ca2+\CaM, ou seja ocorre uma fosforilação da Na,K-ATPase 

(coração) e uma conseqüente inibição (Netticadan, 1999). 

Há por fim os resultados provenientes da PKG sobre a atividade da bomba, que é 

isoforma-específico. Assim sendo, ocorre uma modulação na isoforma α3, mas não na 

α1 em células de Purkinje (Nathanson e cols, 1995); já em células endoteliais 

observamos uma modulação em α1, mas não em α2 e α3 (Pontiggia e cols, 1998). 

 

1.2.8 – Estrutura Cristalizada da Na,K-ATPase. 

Recentemente Morth e cols (2007) demonstraram a estrutura cristalizada da 

Na,K-ATPase em 3,5 Angstron (Figura 11), e diferente de outros estudos, eles foram 

aptos a estudar a enzima associada às subunidade β e γ. De forma bem elegante estes 

autores conseguiram cristais da Na,K-ATPase na forma E2[K2], e para isto eles 

utilizaram íons Rb+, um congênere do K+, e através do substrato MgF-2
4, como análogo 

de Pi; e deste modo foi obtido uma enzima na forma [Rb2]E2.MgF-2
4. 

As análises dos cristais revelaram que o domínio de ligação de cátions, que se 

assemelha a Serca, é formado pelos seguintes resíduos: glutamato 327 (M4), serina 775, 

glutamato 779, asparagina 779 (M5) e aspartato 808 (M6) e de modo indireto glicina 

923 (M8), a leucina 97 (M1) pode contribuir na ligação dos íons, e muitos destes 

resíduos já tiveram a sua importância determinada por experimentos de mutagenesis. 

Adicionando-se aos estudos feitos em cristais Morth e cols, 2007 sugeriram que o C –

terminal (arginina1003-1006, tirosina 1015 e 1016) da enzima é crucial para a ligação 

do terceiro íon  Na+ pela Na,K-ATPase. 

Diferentemente da Serca a Na,K-ATPase está associada a duas outras 

subunidade, a β e γ. Os resultados obtidos para a subunidade β mostram um contato 

direto com os segmentos  7 e 10 da subunidade α e um causando um “cobrimento” das  



 - 36 -

 

 

 

 

                      
 
 
 
 
Figura 10: Na,K-ATPase cristalizada em 3,5 angstron. A subunidade α (amarelo e 

azul) da Na,K-ATPase foi cristalizada na presença da subunidade β (bege) e da 

subunidade γ (vermelho) (Morth e cols 2007). 
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 Voltas extracelulares dos segmentos 5/6 e 7/8,  que pode ser a interação responsável 

pelo papel desta subunidade na oclusão de K+.  E considerando a subunidade γ  os 

resultados indicam que esta subunidade esta associada com  parte externa do segmento 

9 (fenilalanina 949, glutamato 953, leucina 957 e fenilalanina 960), e não na fenda 

existente entre os segmentos 9 e 2, como dito por estudos de modelagem baseados na 

estrutura da Ca+2-ATPase ( Garty & Karlish, 2004 e Li e cols, 2006).           

 

1.2.9 - A Subunidade γ, um membro da família FXYD. 

A subunidade γ (FXYD2) é um proteolipídeo, e está associado especificamente à 

Na+,K+-ATPase em alguns tipos celulares (Figura 11). A existência desta subunidade 

foi postulada há 30 anos (Rivas e cols, 1972) e subseqüentemente foi referida como 

subunidade γ (Reeves e cols, 1980), e a sua associação específica com a Na,K-ATPase 

foi demonstrada por Forbush e colaboradores ( Forbush e cols, 1978). 

 Como dito anteriormente, a subunidade γ descrita e purificada na preparação de 

Na,K-ATPase renal (Forbush e cols 1978) está associada às subunidade α e β em 

quantidades equimolares (Coolins e cols, 1982; Hardwick e Freytag, 1981 e Reeves e 

cols, 1980). A clonagem molecular da subunidade γ de diferentes animais (rato, 

camundongo, vaca e ovelha) indicou um peso molecular de aproximadamente 6500 Da 

(Mercer e cols 1993). Fato importante observado é que a comparação entre as 

seqüências mostra uma equivalência de 75% como um todo, porém este valor pode 

chegar a 93% quando as seqüências de mamíferos são comparadas. Além disso, a 

análise estrutural deste proteolipídeo mostrou que a subunidade γ consiste de uma 

proteína com um único domínio transmembranar com o seu N-terminal direcionado 

para o lado externo e o C-terminal voltado para o interior da célula (Béguin e cols, 

1997; Therien e cols, 1997). 



 - 38 -

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11- Distribuição tecido específica da subunidade γ. Western-blot utilizando 

anticorpo anti-subunidade α e γ (FXYD2). O Painel (A) mostra a expressão da 

subunidade α e γ (FXYD2) em diferentes tecidos.  O painel (B) mostra a expressão da 

subunidade α e γ na medula renal de diferentes animais. A γ (FXYD2) é expresso 

apenas na medula renal (Therien e cols, 1997). 
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 No que diz respeito à presença da subunidade γ junto ao complexo funcional da 

Na,K-ATPase ( subunidade α e β) de acordo com o dado apresentado na figura 11, que 

demonstra a análise de western blots de uma variedade de tecidos, incluindo células 

glomerulares de ratos, medula,  axolema, coração, eritrócitos, células epiteliais 

glomerulares (linhagem celular GEC), HeLa e culturas de células derivadas de rim de 

rato (NRK-52E), usando um anticorpo contra a subunidade γ mostrou que está 

subunidade encontra-se presente somente no rim (Therien e cols, 2001) . 

 Outro fato peculiar a subunidade γ da Na,K-ATPase é que ao observamos este 

proteolipídeo em um gel de SDS-page  notamos a presença de uma dupla (massa 

molecular que equivale a 8 e 9 kDa) (Mercer e cols, 1993; Therien e cols 1997). E esta 

dupla é observada na presença, não na ausência, de microssomos pancreáticos (Mercer e 

cols 1993; Béguin e cols, 1997). Recente análise de espectroscopia de massa da 

subunidade γ de rim de rato indicou a presença de duas bandas que são “splice 

variants”. Deste modo temos a subunidade γa (uma banda de peso molecular 

aproximado de 7184 Da (Kuster e cols 2000) e a γb com o peso de aproximadamente 

7337,9 Da. As análises de espectroscopia de massa de peptídeos obtidos por digestão 

pela tripsina revelou que os resíduos do N-terminal da γa , a saber TELSANH são 

trocados por Ac-MDRWYL na γb. Contudo, cabe ressaltar que experimentos nos quais 

o cDNA, para ambos os variantes, foram expressos em células HeLa e HEK e bandas 

adicionais γ a’ e γb’ podem ser observadas em westenn blot de células transfectadas 

(Arystarkova e cols 1999).  

 O papel funcional que a subunidade γ exerceria na Na,K-ATPase é uma grande 

área  a ser trabalhada. Uma série de experimentos testou o efeito do anticorpo para 

subunidade γ (C-terminal) na enzima renal. E em outra série de experimento, o 



 - 40 -

comportamento cinético das células transfectadas com a subunidade γ foi comparado 

com as células nulas (somente o vetor). Este último experimento foi realizado 

inicialmente com células embrionárias de rim humano (HEK) e mais recentemente γa e 

γb foram transfectados também em células HeLa. Primeiramente foi mostrado que o 

soro anti γ elaborado contra o C-terminal da subunidade γ inibiu a atividade da Na,K-

ATPase renal, porem não a das enzimas de outros tecidos que não expressam γ. 

Posteriores análises mostraram que o anticorpo contra a γ diminuía afinidade aparente 

para ATP provavelmente por estabilizar a forma E2 da enzima, e muitas observações 

suportam esta idéia: (1) o anti γ inibiu a atividade ATPásica tal que a inibição aumenta 

com o pH ácido e sobre quais condições o segmento da reação E2(K)→E1 torna-se 

limitador; (2) deslocamento do equilíbrio da conformação E1-E2 em direção à E2 pelo 

anticorpo γ aumentou a sensibilidade a inibição da enzima por potássio a concentrações 

de ATP inferior  ao qual a condição E2(K) →E1. Além disso, um pequeno efeito do 

anticorpo γ na afinidade aparente por K+ (aumento) foi observado em condições 

subótimas de ATP (Therien e cols 2000). Consistente efeito oposto não foi observado 

com células transfectadas com a subunidade γ, possivelmente devido ao seu alto nível 

de hidrólise. De fato, em experimentos de influxo de Rb+ sensível a ouabaína, uma 

significante diferença na afinidade aparente para K+ extracelular em células 

transfectadas com o γa e γb, comparados com as células controle não pode ser 

detectada. Baseado na premissa de que o anticorpo γ aumenta a forma E2, incluindo 

E2P, foi predito que a enzima de rim tratada com o anticorpo γ deveria ser mais sensível 

ao vanadato do que o controle. De fato, este aspecto e demonstrado por um modesto, 

porém significante decréscimo no IC50 para o vanadato com o tratamento do anticorpo 

γ. E finalmente, o anticorpo γ diminui o Vmax sem afetar a fosfoenzima. 
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 Unindo-se os dados publicados anteriormente, os resultados provêm uma forte 

evidência de que um papel importante da γ subunidade é o deslocamento do equilíbrio 

conformacional da reação da Na,K-ATPase em direção a E1 e que o anticorpo γ rompe 

a interação relevante  entre o complexo α/β e γ. A observação de que o γ diminui a 

sensibilidade ao vanadato, visto que o tratamento com anticorpo γ da enzima renal 

aumenta a sensibilidade ao vanadato, fortemente suporta a conclusão de que a mudança 

no KATP reflete primariamente um efeito no equilíbrio conformacional E1/E2 (H.X. Pu e 

cols 2001). 

 Outro achado concernente as funções da γ é um segundo efeito distinto da 

função catalítica da Na,K-ATPase. Deste modo, estudos anteriores revelaram um grande 

efeito do K+ como um inibidor dos sítios de ativação por Na+ citoplasmáticos das Na,K-

ATPase renal e muitos outros tecidos. Originalmente, disseminou-se a noção de que 

esta propriedade foi devido à presença da subunidade γ, desde que o anticorpo γ não 

anulasse o efeito. Todavia recentes estudos de transfecção revelaram que ambas as 

variações de γ aumentam o antagonismo K+/Na+ (H.X. Pu e cols, 2001). Quando os 

experimentos com a Na,K-ATPase são realizados com altas concentrações de K+, este 

efeito é manifestado como uma afinidade aparente baixa para Na+. Uma análise 

detalhada do KNa medido como uma função da variação da concentração de K+, indica 

que o efeito é devido ao decréscimo do KK com pouco efeito sobre o KNa. Este efeito da 

γ no antagonismo de K+/Na+ é visto igualmente com ambas as variações de γ, 

interessantemente, esta função da γ não será alterada por anticorpos, que reagem com a 

enzima desnaturada, normalmente contra o C-terminal de ambos as γs (a e b), ou o 

peptídeo TELSANH da γ a e b (H.X. Pu e cols, 2001). 

 É evidente que os estudos do γa e γb alteram similarmente a cinética da Na,K-

ATPase, com nenhuma evidência de uma significante diferença do dois nas funções 
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catalíticas. E pode ser notado que o efeito funcional não depende de modificações 

tecidos específicas da subunidade γ além disso; tais modificações podem ser vistas em 

células HeLa (γb’) ou HEK (γa’). A expressão de γa em células NRK-52E foi descritas 

por modular (diminuir) a afinidade por Na+ e K+ (Arystarkova e cols, 1999). 

 O reconhecimento de que a subunidade γ induz dois efeitos, sendo que somente 

um é impedido pelo anticorpo γ (C-terminal), sugere que estas características devem ser 

atribuídas a diferentes regiões da interação entre a subunidade γ e a subunidade α, que 

possui sítios residuais funcionais. Presumivelmente, o efeito no equilíbrio E1/E2 e a 

aparente afinidade por ATP envolvem a seqüência C-terminal KHRQVNEDEL e o 

antagonismo K+/Na+ é mediado por outra seqüência na molécula. Em relação ao 

mecanismo, enquanto a estabilização da conformação E1 pela subunidade γ explica o 

aumento aparente da afinidade por ATP, um efeito semelhante não pode explicar o 

aumento no antagonismo K+/Na+. Um aumento intrínseco da afinidade de ligação de K+ 

em um dos dois sítios citoplasmáticos pode levar a um aumento citoplasmático do 

antagonismo K+/Na+, sem simultaneamente afetar o equilíbrio E1/E2. 

A relevância fisiológica da modulação da Na,K-ATPase por γ permanece 

especulativa. A subunidade γ é em geral distribuída em segmentos do rim, que 

absorvem a grande carga de Na+ filtrado. Por causa do seu maior efeito estar 

relacionado a um decréscimo na afinidade da Na,K-ATPase pelo Na+ isto pode resultar 

em um favorável processo de reabsorção de Na+ em segmentos renais com uma alta 

carga de Na+. (Béguin e cols, 2001)  

 A importância fisiológica da modulação da afinidade por Na+ da Na,K-ATPase 

pela subunidade γ é também suportada pelas observações feitas em culturas de células 

transfectadas com a subunidade γ, onde ocorre uma redução na afinidade por Na+ e um 

decréscimo do crescimento celular (Arystarkhova e cols, 2002). Em outra via, um 
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aumento na afinidade da Na,K-ATPase pelo ATP provocada pelo γ sugere que este pode 

ser importante na preservação da atividade da enzima em segmentos renais, tais como a 

medula interna, onde ela está propensa a anoxia. (Pu and cols, 2001   e Therien e cols, 

1997), logo, um aumento na utilização de ATP  manterá um ótimo nível intracelular de 

K+ e um baixo  nível de Na+ sobre condições  de energia comprometida (Therien e cols, 

1999 e 2000). Tal como um regulador do KATP deve alterar moderadamente a afinidade 

da Na,K-ATPase, pois um excessivo aumento  levaria a um grande decréscimo da 

concentração de ATP resultando ao comprometimento da viabilidade celular.  

  E em segundo lugar a habilidade do γ em aumentar o antagonismo K+/Na+ na 

superfície citoplasmática (H.X. Pu e cols 2001) pode prover meios para uma perspicaz 

regulação da concentração do Na+ no estado de equilíbrio. Uma efetiva queda na 

afinidade pelo Na+ citoplasmático para ativação da bomba, pode ser acompanhada por 

um ajuste no qual a concentração de Na+ no estado de equilíbrio é maior do que nas 

células que não possuem o regulador.  E por fim, outro achado importante do possível 

papel fisiológico da subunidade γ é observado na mutação em um resíduo conservado 

de glicina no domínio transmembranar, que foi relacionado à hipomagnesemia primaria 

humana. Estudos no efeito da mutação G→R revelou que ocorre uma “quebra” na 

associação da subunidade γ com a Na,K-ATPase sem mudanças na expressão da enzima 

na superfície celular (Pu and cols, 2002 , Crambert e cols, 2002). No entanto, 

posteriores investigações devem ser feitas para determinar como este efeito poderia 

estar associado a perda de Mg+2, aumento na absorção de cálcio, e hipocalciuria nestes 

pacientes. 

A regulação da expressão da subunidade γ também foi estudada durante o 

desenvolvimento em rins durante o desenvolvimento de anfíbios, a subunidade γ foi 

encontrada em vários tecidos, porém normalmente no rim pró nefrótico. A expressão da 
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subunidade γ coincide com a expressão da subunidade α e β da Na,K-ATPase, 

sugerindo um processo regulatório comum. Este padrão de expressão revela a 

importância da modulação da subunidade γ na Na,K-ATPase. Em culturas de células do 

ducto coletor medular de murinos ausentes do γ, a expressão de γ a e γ b e induzida por 

condições hipertônicas dependente da ativação da fosfatidil inositol cinase e da jun 

cinase. A regulação da γ está direcionada para a membrana basolateral de células 

IMCD3, consistente com a localização no ducto coletor da medúla interna de células in 

vivo (Pihakaski e cols 2005). A regulação osmótica da subunidade γ foi observada na 

medula renal interna em resposta a mudança de hidratação (Capasso e cols, 2001, 2003 

e 2005). A regulação promovida pela jun cinase durante a hipertonicidade e mediada 

por Cl- e não por Na+, em contraste à regulação da α subunidade da Na,K-ATPase. Em 

células IMCD3, a ativação da jun cinase regula o nível transcricional da subunidade γ, 

mas por outro lado a fosfatil inositol cinase modula a translação do γ. E finalmente, a 

expressão do γa, porém não o γb, é induzida em células renais do proximal. 

Deste modo, temos muito que aprender sobre os efeitos funcionais da 

subunidade γ na Na.K-ATPase e sua regulação , pois ainda estamos longe de 

compreender a relevância fisiológica desta proteína e o seu papel funcional em estados 

patofisiológico, tais como a hipomagnesemia primaria humana.                   

Como dito anteriormente, γ a e γ b mostram diferenças em sua localização ao 

longo do túbulo renal (H.X. Pu e cols 2001). Usando um anticorpo γ (C terminal) e 

anticorpos para a subunidade α de ratos como também anticorpos para definir os tipos 

celulares, experimentos de fluorescência dupla feitas no laboratório de N. Farman 

mostrou uma altíssima expressão na porção medular da alça ascendente fina, que 

contém ambos γ a e γ b, com nenhuma resposta positiva para os outros segmentos 

tubulares na medula. No córtex, a proporção de γ b é marcadamente menor do que na 
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medula, e γ b é detectado no túbulo distal convoluto, e túbulo conector (Arystarkova e 

cols, 2002) muitos túbulos expressam γ, porem a um nível muito baixo. Anticorpos 

específicos para γa e γb mostraram diferenças em sua localização cortical: γ a está 

localizado nas células da mácula densa e principalmente nas células corticais do ducto 

coletor. Em contraste γ b  e não γ a  está presente na alça ascendente fina cortical. 

Em relação à associação da subunidade γ com a Na,K-ATPase as interações 

foram reveladas por experimentos de co-imunopreciptação. Quando membranas da 

medula interna de rins de rato foram solubilizadas por CHAPS ou C12E8 e anticorpos 

contra a subunidade α da Na,K-ATPase  trouxeram consigo ambas as formas da γ.  E 

em outro experimento reverso, anticorpos específicos para γ a e γ b co- preciptaram com 

a subunidades α  da Na,K-ATPase. Muitos estudos tentam estabelecer as regiões da 

subunidade α que interagem com a subunidade γ. Experimentos de desnaturação térmica 

(55oC) causam uma radical reorganização da porção C-terminal da subunidade α e foi 

sugerido que a região entre os segmentos TM8-TM10 da subunidade α seriam expelidos 

da membrana com a subunidade γ, sugerindo uma associação entre elas (Donnet e cols 

2001) e interessantemente, quando a γ esta ausente na Na,K-ATPase, a temperatura para 

a observação deste efeito torna-se menor (41oC) causando um significante decréscimo 

na atividade da enzima (Jones e cols, 2005). Por outro lado, análises cristalográficas da 

Na,K-ATPase renal a 9,5 A  de resolução (Hebert e cols, 2001)_ tomando-se como base 

a estrutura da em alta resolução da Ca-ATPase (Toysohima e cols 2000) a subunidade γ 

está localizada em uma fenda produzida em TM9, TM6, TM4 e TM2. A função do TM9 

nas interações estruturais e funcionais com a subunidade γ foi confirmada por análises 

mutacionais. Interessantemente a Leu 964 e a Fen967 da Na,K-ATPase de rato contribui 

para uma estável associação  da enzima com a subunidade γ, porem não influencia na 

afinidade aparente da enzima por K+. Por outro lado, Fen956 e Glu960 não contribuem 
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para uma eficiente associação da subunidade γ porém transmite o efeito do K na Na,K-

ATPase. E ainda considerando-se os experimentos que usaram peptídeos 

transmembranares miméticos e sintéticos podemos apontar que a glicina 41 é 

importante para o efeito da subunidade γ na afinidade aparente por Na+ da Na,K-

ATPase e na associação  da subunidade γ com a enzima, assim bem como a importância 

deste aminoácido na formação de peptídeos de γ oligomerizados (Zouzoulas e cols 

2003). E por fim, as análises feitas com anticorpos contra o C-terrminal da subunidade γ 

(Pu e cols, 2001 e Therein e cols, 2001) e as retiradas das partes C e N terminal da 

subunidade γ (Pu e cols 2002) aboliram o aparente efeito que este proteolipideo 

exerceria na afinidade da Na,K-ATPase por ATP. 

Apesar da pouca compreensão dos efeitos funcionais das proteínas de FXYD no 

transporte e propriedades cinéticas da bomba sódio, muito resta a ser aprendido sobre a 

relevância fisiológica destes efeitos e a implicação potencial de uma perda de regulação 

da Na,K-ATPase pela subunidade γ em estados patofisiológicos. Mais estudos são 

necessários, portanto, para se avaliar o papel funcional desta proteína, desde a 

biossíntese até a relação entre estrutura e funcionalidade. 
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1.3 – A Na,K-ATPase nos crustáceos. 

A Na,K-ATPase é uma enzima de vital importância para os mais diferentes 

crustáceos eurialinos durante o seu processo de aclimatação, logo, a função e como esta 

enzima é regulada durante esta adaptação fisiológica dos crustáceos tem sido 

amplamente estudada em animais aclimatados em diferentes salinidades, e  a literatura 

tem mostrado que esta enzima possui uma atividade significativamente menor em 

animais adaptados em meios de salinidade elevada e maior em salinidades baixas 

(Harris & Bayliss, 1988; Piller e cols, 1995; Corroto & Holliday, 1996; Mo e cols, 

1998; Zare & Greenaway, 1998; Lucu & Flik, 1999; Lucu & Devescovi, 1999; Flik & 

Haond, 2000; Castilho e cols, 2001; Mo & Greenway, 2001; Towle e cols, 2001 e 

Towle & Weihrauch, 2001; Lucu & Towle, 2003). A diminuição da atividade da Na,K-

ATPase branquial em resposta à aclimatação a salinidade elevada é uma característica 

importante para o processo osmoregulatório durante longos prazos, pois é acompanhada 

pela diminuição na captura de íons sódio e a energia gasta para o seu transporte. 

(Péqueux, 1995; Lima e cols, 1997; Lucu e Towle, 2003); porém os mecanismos que 

regulam este processo ainda são poucos compreendidos. (Lovett e cols, 2001; Mo & 

Greenaway, 2001; Towle e cols, 2001; Towle & Weihrauch, 2001; Lucu & Towle, 

2003). Argumenta-se que tal resposta está baseada na regulação da enzima pré-

existente, na redução da taxa de sua síntese através de mecanismos induzidos por 

neurohormônios, na expressão de isoformas com afinidades diferentes para o íon sódio 

(observado no crustáceo Chasmagnatus granulata), mudança da composição lipídica da 

membrana (Castilho e col, 2001; Chapelle & Zwingelstein, 1984; Péqueux, 1995; Lima 

e cols, 1997; Spanings-Pierrot e cols, 2000; Lovett e cols, 1995 e 2001; Silva e cols, 

2008; Towle e cols, 2001), um aumento na produção de poliaminas (Lovett e cols, 
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1995; Silva e cols, 2008) e um aumento na produção de metil farnesoato (Lovett e cols, 

2000) 

A dependência da Na,K-ATPase ao pH, temperatura, inibidores e composição do 

meio tem sido examinada. A enzima mostra um valor pH ótimo para a sua atividade em 

torno de 7,0- 7,7 no homogenato de brânquias de Callinectes sapidus (Neufeld e cols, 

1980), Hemigraspsus nudus (Corroto and Holliday, 1996) Callinectes danae (Masui e 

cols, 2002) e Uca pugnax (Holliday, 1985). 

Em relação à razão de íons Na+ e K+ que deve existir no meio, fato demonstrado 

por Skou 1957 e 1960, os dados encontrados na literatura indicam que a razão ótima é 

5:1-10:1 para Uca minax (Wanson e cols, 1984) Callinectes sapidus (Neufeuld e cools, 

1980) e Callinectes danae (Masui e cols, 2002). Logo na presença de 20 mM de K+, a 

Na,K-ATPase das brânquias de  Eriocheir sinensis alcançou a atividade máxima com 

100 mM de Na+, com um K0,5 de 13,9 mM, e na presença de 10 mM de K+ enzima de C. 

danae alcançou uma atividade máxima com 100 mM de Na+ (Masui e cols 2002). Já a 

concentração de K+ requerida está na faixa de 5-10 mM para ativar a Na,K-ATPase da 

brânquias de crustáceos, com um valor de K0,5  1,1-14,3 (Masui e cols, 2002; Wanson e 

cols, 1984; Furriel e cols, 2000; Sarver e cols, 1994; Wilder e cols, 2000). No crustáceo 

Carcinus maenas, a afinidade pelo Na+ parece aumentar com o decréscimo da 

salinidade, enquanto que a afinidade para o K+ permanece inalterada (Siebers e cols, 

1983; Winkler e cols, 1986). Em muitos casos, a afinidade aparente para os íons K+ não 

é correlacionada como uma adaptação à salinidade, mas a afinidade por Na+ parece ser, 

justamente pela vinculação com o transporte e a captação destes íons pelas brânquias. 

Os valores de Km para ATP medidos a concentração constante de Mg+2 para a 

Na,K-ATPase das brânquias do Callinectes sapidus (Neufeld e cols, 1980) foi 0,2 

mmol, para Uca pugnax (Holliday, 1985; Corotto & Holliday, 1996) foi 0,6 mmol, e 
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uma recente publicação  destes comportamento cinético da Na,K-ATPase de Callinectes 

danae feita por nosso grupo revelou a presença de dois sítios para a ligação do ATP, um 

com alta afinidade (Km = 54 nmol) e baixa afinidade (Km = 55 µmol) (Masui e cols, 

2008). E somando-se a este fato os valores de K0,5 para o Mg+2 estão compreendidos 

entre os valores de  3,1- 5,3 (Neufeld e cols, 1980; D’Orazio and Holliday, 1985), 

porém em contraste a estes resultados valores de K0,5 para o Mg+2 muito baixos já foram 

reportados, como exemplo temos  o Km de 0,48 mM para o Callinectes danae. (Masui e 

cols, 2002). 

Analisando-se os inibidores ouabaína, um inibidor específico para a Na,K-

ATPase, e o vanadato, um inibidor clássico para as ATPases do tipo P, os dados 

mostram que a enzima de crustáceo é menos sensível à ouabaína, cerca de 100 vezes, 

quando comparada a enzima de mamíferos (Charnock & Simonson, 1977; Horiuchi, 

1977). Quanto ao vanadato, os valores são bem diferentes, há inibição da Na,K-ATPase 

de Carcinus maenas em 1 µM (Holleland and Towle, 1990) e em 11,2 µM em 

Calinectes danae (Masui e cols, 2002), na enzima de vertebrados a inibição ocorre em 

valores na escala nanomolar (Skou and Esmann, 1992). 

A Na,K-ATPase purificada, obtida de Artemia salina mostrou uma subunidade α 

que foi separada eletroforeticamente  em uma banda que variava entre 95- 101 kDa e 

uma outra beta subunidade  38- 40 kDa (Peterson e cols, 1978). A enzima nativa é um 

tetrâmero composto por duas subunidades αs e duas subunidades betas com um peso 

molecular em torno de 274- 280 kDa (Peterson and Hokin, 1981). A terceira subunidade 

da Na,K-ATPase, o componente γ ainda não foi descrito como uma subunidade 

associada com a enzima das brânquias de crustáceo. 

O modelo estrutural da Na,K-ATPase de Artemia foi seqüenciada por Baxter-

Lowe (1989) sugere dois grupos de quatro domínio hidrofóbicos (M1-M4 e M5-M8) 
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separados por um largo domínio citoplasmático que contem o sítio de ligação de ATP e 

fosforilação; sendo que sete alças transmembranares  mostraram uma alta homologia 

com a seqüência de outras subunidades α de outras espécies (Towle e cols, 2001), sendo 

que a similaridade da enzima de crustáceo em especial a do siri Callinectes está mais 

intimamente relacionada a isoforma da subunidade α 3 (Pressley, 1992). De um modo 

geral a subunidade α da Na,K-ATPase é altamente conservada entre as espécies. A 

seqüência de aminoácidos da subunidade α de Callinectes e 71- 74% idêntica a 

isoformas de aves, e 94% idênticas a seqüência de Homarus (Towle e cols, 2001). 

 Os dados referentes à subunidade beta mostram que até o presente momento 

somente uma isoforma foi encontrada. A subunidade β de Artemia é homóloga à de 

vertebrados em seu único domínio transmembranar e carboxi terminal (Bhattacharya e 

cols, 1990). Experimentos de desenvolvimento de camarões mostraram que ocorre um 

acúmulo do RNAm da subunidade β e da proteína  transcrita nas glândulas de sal entre 

24 e 36 horas, e também um aumento em 48h na mucosa do estômago (Sun e cols, 

1992). 
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2- Objetivos 
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A manutenção da osmolalidade da hemolinfa dos crustáceos é devido à Na,K-

ATPase  e o mecanismo de adaptação sugere que a resposta dos crustáceos deve 

envolver uma rápida  ativação do transporte de íons que deve ser primária a qualquer 

outra resposta fisiológica deste animal. Porém devido a uma série de transportadores, 

que juntamente com a Na,K-ATPase, estão envolvidos na captação de NaCl através das 

brânquias (Towle, 1990) fica um pouco difícil atribuir somente a esta enzima um 

aumento no transporte de íons durante a aclimatação. 

Deste modo resolvemos estudar a (1) possível existência de um regulador 

endógeno da Na,K-ATPase das brânquias do siri eurialino C. danae; (2) o efeito que a 

adição do FXYD2 exógeno teria na atividade da Na,K-ATPase de C. danae; (3) 

investigar a fosforilação por ATP e as características cinéticas deste sítio na enzima de 

C. danae; (4) estudo dos efeitos da poliaminana Na,K-ATPase e na regulação por NH+
4;  

(5) o efeito do hormônio juvenil  e (6) estudar o efeito do Mg+2 no sítio do NH+
4 da 

enzima de C. danae . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 - 53 -

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 - Materiais e Métodos 
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3.1 - Reagentes: 

 Os reagentes utilizados neste trabalho foram do mais alto grau de pureza 

possível. Ouabaína, Na-ATP, e Alameticina e o Hormônio juvenil de Inseto foram 

obtidos da Sigma Chemical Company, Saint Louis, Mo, EUA. 

O [32P]Pi foi proveniente do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares. As enzimas 

utilizadas na marcação do [γ-32P]ATP foram obtidas da Boehringer Mannhein, 

Alemenha. Os outros reagentes utilizados foram de grau analítico e todas as soluções 

foram preparadas com água deionizada (sistema Milli-Q). 

 

3.2 - Dissecção das brânquias 

 Siris adultos da espécie Callinectes danae foram coletados na baia de Ubatuba, 

São Paulo – Brasil. Os caranguejos foram então transportados para o laboratório, e 

mantidos em tanques contendo água do mar aerada (33 %o de salinidade, 25 oC) por 2-7 

dias e alimentados em dias alternados. Os caranguejos foram então pesados, tendo em 

média 82,6 ± 17,3 gramas enquanto que o tamanho da carapaça foi de 6,0 ± 5,65 cm. 

Para cada homogenato preparado 5-8 caranguejos foram anestesiados por resfriamento a 

– 20oC, então a carapaça foi retirada  rapidamente e  os animais foram sacrificados. Os 

pares 6, 7 e 8 de brânquias posteriores foram rapidamente excisados e colocados em  

tampão gelado contendo 20 mM de imidazol a pH 6,8, 250 mM de sacarose, 6 mM de 

EDTA e um coquetel de inibidores de proteases (benzamidina 1 mM, antipaína 5µM, 

leupeptina 5µM, pepstatina A 1µM, PMSF (phenil-methyl-sulphonyl fluoride) 5µM). 

 

3.3 - Preparação da fração microssomal de brânquias 

 As brânquias foram rapidamente transferidas e homogeneizadas no tampão de 

homogeneização (20 ml/ grama de tecido), usando-se um homogeneizador. Após a 
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centrifugação do extrato cru, a 20.000g por 30 minutos a 4oC, o sobrenadante foi 

retirado, e o pellet foi ressuspendido em um volume igual do tampão de 

homogeneização. Após uma nova centrifugação, nas mesmas condições anteriores, os 

dois sobrenadantes foram misturados e centrifugados a 100000g por 2 horas, a 4oC. O 

pellet foi homogeneizado em um tampão contendo 20 mM de imidazol (pH 6,8) e 250 

mM de sacarose. Imediatamente, alíquotas contendo 500 µl foram rapidamente 

congeladas em nitrogênio líquido e estocadas a – 20 oC. Nenhuma perda de atividade foi 

notada após 2 meses de armazenamento. 

 

3.4- Síntese do [γ-32P] ATP 

O ATP radioativo foi sintetizado através de uma seqüência de reações 

enzimáticas, envolvendo algumas enzimas da via glicolítica, descrita por Maia e cols. 

(1983) e purificado através de cromatografia em microcoluna (0.5 cm x 1 cm) de resina 

DOWEX - AG-100,  (trocadora de ânions). Na coluna, o fosfato radioativo não 

incorporado, além de cátions indesejáveis, são removidos por lavagens sucessivas com 

água e 20 mM de HCl. Logo após, é realizada uma eluição específica do ATP marcado 

com 0,25 M de HCl, e as amostras são neutralizadas, em banho de gelo, pela adição de 

aproximadamente 10% do volume total do eluído com Mes-Tris 50mM (pH 6,0) , 

corrigindo-se o pH final com Tris-base até pH 7,0 para posterior uso. Os índices de Pi 

contaminante observados após o procedimento de marcação do ATP estiveram abaixo 

de um limite de 1-2 %. 

 

3.5 - Atividade Na,K-ATPásica. 

 A atividade Na,K-ATPásica foi ensaiada através da determinação da velocidade 

de liberação do [32P]Pi proveniente do [γ-32P]ATP. A atividade máxima da enzima 
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(5µg) foi medida em um volume final de 500 µl de um meio contendo BTP-HCl (pH 

7,5) 50 mM, NaCl 100 mM, KCl 10 mM, MgCl2 3 mM. A reação foi realizada  a 25 oC 

por 40 minutos, sendo iniciada pela adição do ATP (2 mM) com 1 x 106 cpm/ml  do [γ-

32P]ATP. A seguir a reação foi parada pela adição de 90 µl de PCA 1M, os tubos foram 

colocados em gelo, e nestes foram adicionados 1 ml de água gelada e 400µl de carvão 

ativado em HCl 0,1 M. Os tubos foram então centrifugados a 2000 rpm por 5 minutos, e 

500 µl do sobrenadante foram aliquotados em papel de filtro. O [32P]Pi liberado foi 

quantificado por cintilação líquida. A atividade específica da Na,K-ATPase inibível  

pela  ouabaína  foi equivalente a 90% da atividade total. 

 

3.6 - Extração do FXYD2 

A preparação é obtida conforme descrito em Fontes e cols. (1999). A Na+,K+-

ATPase (cerca de 900 µg) da medula renal de porco é adicionada sob agitação vigorosa, 

a uma mistura (%, v/v) de 46% metanol, 46% clorofórmio e 8% de 750 mM NH4HCO3 

(pH 7,4) que depois é centrifugado a 1000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante (que 

contém o FXYD2) é retirado e seco em alguns minutos utilizando-se um banho de bloco 

a 370 C, sob vapor de N2. 

 

3.7 - Método para isolar o FXYD2 fosforilado por cinases 

Para utilizar FXYD2 fosforilado isolado, a enzima purificada de medula renal de 

porco (900µg) foi preincubada por 5 minutos com os ativadores e/ou inibidores de 

proteínas cinases A e C, e o tempo de fosforilação foi de 60 minutos a 27°C. 

Posteriormente, esta enzima fosforilada foi submetida ao tratamento com metanol e 

clorofórmio conforme descrito por Fontes e cols. (1999). Os meio de reação para 

fosforilação pelas proteínas cinases foram: Fosforilação do FXYD2 por PKA e PKC: 
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KCl 100 mM, EGTA 1 mM, MgCl2 10 mM, DTT 1 mM,  Hepes 20 mM PH 7,4, 

fosfatidilserina 80 µg/ml, PMA 100 nM, dibutiril AMPc 0,5 mM, Triton X-100 0,05%,  

ATP 100 µM.  Fosforilação do FXYD2 por PKA: KCl 100 mM, EGTA 1 mM, MgCl2 

10 mM, DTT 1 mM,  Hepes 20 mM pH 7,4, dibutiril-AMPc 0,5 mM, triton X-100 

0,05%, Queletrina 3,6 µM, ATP 100µM. Fosforilação do FXYD2 por PKC: KCl 100 

mM, EGTA 1 mM, MgCl2 10 mM, DTT 1 mM,  Hepes 20 mM pH 7,4, fosfatidilserina 

80 µg/ml, PMA 100 nM, H-89 200 nM, ATP 100 µM. 

 

3.8 – Efeito da Subunidade γ exógena na Atividade Na,K-ATPásica. 

A Na,K- ATPase foi incubada na presença de  volumes variados, ou fixos, de 

subunidade γ durante 15 minutos e a seguir a reação de hidrólise,  foi medida conforme 

o descrito anteriormente. 

  

3.9 - Fosforilação por Proteína Cinase A 

 A fosforilação da Na,K-ATPase da preparação de brânquias de caranguejos foi 

ensaiada através da incorporação do [32P]Pi proveniente do [γ-32P]ATP. Para isto a 

enzima foi incubada no meio de reação contendo Hepes-KOH (pH 7,4) 20 mM, EGTA 

1 mM, MgCl2 10 mM, KCl 100 mM, DTT 1 mM e Triton X-100 0.005%, e os 

ativadores para a PKA, Dibutiril AMPc (em concentrações variáveis) e o inibidor H-89 

10 nM. Após 15 minutos de incubação  a reação foi disparada pela adição do ATP (100 

µM) juntamente com o [γ-32P]ATP (2000-4000 cpm/pmol), e depois de 1 hora a 25oC a 

reação foi interrompida com a adição do tampão de amostra -  Tris (pH 6,8) 125 mM, 

SDS 4%, glicerol 20% e azul de bromofenol. A seguir as amostras foram aplicadas em 

um gel SDS de gradiente 4- 20% e a eletroforese foi então realizada  a  30 mA. Ao 
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término da corrida o gel foi corado e exposto durante 36 horas em um cassete. E depois 

scaneado pelo Phosphoimager STORM (Molecular Dynamics). 

 

3.10 – Pré-incubação da Na,K-ATPase com o Hormônio Juvenil de Inseto 

A Na,K-ATPase das brânquias do siri foi pré-incubada com concentrações 

crescentes ou fixa de hormônio juvenil em meios distintos. Para o Meio reacional para 

PKC foi utilizado Hepes-KOH (pH 7,4) 20 mM, EGTA 1 mM, CaCl2 10 mM, KCl 100 

mM, DTT 1 mM, fosfatidilserina 80 µg/ml, ATP 100 µM e o inibidor Cloreto de 

Queleretrina. Para o meio PKA foi utilizado o sistema composto por Hepes-KOH (pH 

7,4) 20 mM, EGTA 1 mM, MgCl2 10 mM, KCl 100 mM, DTT 1 mM e Triton X-100 

0.005%, ATP 100 µM. Independente do meio reacional utilizado o tempo de pré-

incubação foi de 15 minutos. A seguir a atividade enzimática foi ensaiada conforme o 

descrito anteriormente. 

 

3.11 Medida do nível de EP da Na,K-ATPase das brânquias de Callinectes dane 

 A fosforilação foi realizada conforme o descrito em Fontes e cols 1999. A 

reação foi iniciada com a adição de 20 µg da Na,K-ATPase  a 0,2 mL do meio de reação 

contendo concentrações crescentes de ATP/ATP-γ-P32 (8 x 105 com/ nmol), BTP 20 50 

mM, MgCl 2 3mM, albumina 20 µg. O efeito  do Na+ na fosforilação da enzima foi 

testada em 50 e 100 mM. A reação foi realizada a 25 oC por 60 segundos, e foi parada 

com a adição de 0,2 mL da solução PPP (ácido perclórico 125 mM, pirofosfato 5 mM e 

ácido fosfórico 5 mM). O intermediário fosforilado estável a pH ácido formado foi 

filtrado em Millipore HAWP- 245 usando o sitema a vacuo de Hoefer. Os filtros foram 

lavados 2 vezes com a solução PPP e então por mais 4 vezes com a solução ácido 

perclórico 50 mM, pirofosfato 5 mM e ácido fosfórico 5 mM. Os filtros foram secos e a 
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radioatividade presente nos filtros foi medida através de cintilação liquida no aparelho 

Tri-Carb 2100 (Packard). Controles foram realizados para cada concentração de ATP, 

porém a ezima foi previamente desnaturada com a solução PPP. 

 

3.12 - Fosforilação e Isolamento da fosfoenzima (EP) por Eletroforese 

 A fosforilação da enzima (5µg) foi feita a 4oC em meio de reação contendo 

BTP-HCl 50 mM pH 7,5, MgCl2 3 mM, ATP 20 µM, concentrações variáveis de NaCl e 

poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) – quando requeridas. A reação foi 

iniciada com a adição da [γ-32P]ATP (1 x 108 cpm/µmol) e após 20 segundos  a mesma 

foi interrompida com a adição de uma solução de TCA (7%, p/V). O pellet foi então 

centrifugado a 7000g x 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado, e a seguir o mesmo 

pellet foi lavado com água destilada e centrifugado nas mesmas condições anteriores, 

sendo que este último procedimento foi repetido por mais de uma vez. A seguir o pellet 

foi dissolvido em 40 µl de tampão de amostra contendo Tris-HCl (pH 6,5) 150 mM, 

SDS 5%, DTT 5%, glicerol 10% v/v e azul de bromofenol. A eletroforese foi realizada a 

pH 6,3, em um gel de gradiente contínuo (4 – 20%). Uma solução contendo acrilamida 

20%, bis- acrilamida 0,4%, Tampão fosfato (pH 6.3) 0,1 M, SDS (0,1%), TEMED 

(0,06%) e persulfato de amônio (0,05%); que foi progressivamente misturada a uma 

solução de mesma composição exceto que foi utilizado acrilamida 4%, bis-acrilamida 

0,08%, TEMED 0,12%, foram usadas para formar o gradiente contínuo. O tampão de 

corrida utilizado foi elaborado pela adição de SDS 0,1 M ao Tampão fosfato (pH 6.3) 

0,1M. A migração da amostra foi realizada a 60 mA (ECHARTE e cols, 2001) Após o 

término da corrida, o gel foi corado, seco e exposto a uma placa intensificadora do 

programa STORM, aparelho Phosphoimager. 
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3. 13 - Western- Blot da Na,K-ATPase das brânquias de C. danae 

O western blot foi realizado de acordo com o descrito em Fontes e cols, 1999; 

usando-se anticorpo contra a subunidade α1 de rim de cachorro ou galinha (Sigma Co. 

St. Louis, MO, USA) junto com o marcador de peso molecular ((β-galactosidase, 

110 kDa; albumina bovina, 66 kDa; albumina de ovo, 45 kDa and superoxido 

dismutase, 16.3 kDa). 

 

3. 14 ‐ Análise dos dados 

Os programas utilizados para o tratamento das curvas foram o Enzyne Kinetics 

Analysis (Sigma Plot 8.0) e Sigraf ( para as figuras 15 e 16), a equação utilizada foi de 

Michaelis-Menten ligeiramente modificada. As curvas foram ajustadas usando a 

equação de Michaelis-Menten modificada (n=(Vmax1[S ]/ Km1 + [S] ) + (Vmax2 [S] / 

Km2 + [S] ), considerando 2 sítios de ligação para ATP. 
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4 - Resultados 
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4.1 - Regulação do sítio de ATP da Na,K-ATPase das brânquias de C. danae por 
Na+.   
 
 A Na,K-ATPase do siri C. danae, assim como a enzima de mamíferos, apresenta 

uma curva sgmoidal para a  sua atividade ATPásica estimulada por ATP, porém esta 

curva não é observada para a enzima dos crustáceos até agora descritas na literatura 

(Corroto & Holyday, 1996; Neufeld e cols, 1980; Holliday, 1985; D’Orazio & Holliday, 

1985; Peterson e cols, 1978). Para compreendermos e identificarmos esta caraceterística 

presente na Na,K-ATPase deste siri, avaliamos a formação do intermediário fosforilado 

(EP) desta enzima.   

Como pode ser observado na figura 12 à medida que aumentamos a 

concentração de Na+ o aparecimento de uma enzima fosforilada pode ser observada, e 

utilizando a técnica de western blot identificamos esta banda como sendo a Na,K-

ATPase. Avaliamos também a auto fosforilação da enzima na presença de diferentes 

concentrações ATP- γ P32, porém em dois meios de reações distintos um com 50 mM de 

NaCl e outro com 100 mM de NaCl. Na figura 14 podemos observar que na presença de 

100 mM de NaCl, e na ausência de K+,  os sítios de alta e baixa afinidade são 

observados, similar ao que ocorre com a hidrólise de ATP (ver figura 13), o sítio de alta 

afinidade corresponde a quase 19% do total de enzima fosforilada. Todavia, na presença 

de 50 mM de NaCl os sítios de alta afinidade correspondem a apenas  9,3%. 
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Figura 12: Dependência do Na+ na fosforilação por ATP da Na,K-ATPase das 

brânquias de C. danae. A fração microsomal foi fosforilada no meio de reação padrão, 

com concentraçoes crescentes de Na+ na ausência de K+. Linhas 1 e 2 western-blotting 

para a subunidade α da Na,K-ATPase de C. danae. Linha 3 a 9 radiografia da enzima 

fosforilada. Linha 3: sem Na+, 4- 1 mM de Na+; 5- 3 mM de Na+; 6- 5 mM de Na+; 7- 7 

mM de Na+; 8- 10 mM de Na+ e 9- 50 mM de Na+. 
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Figura 13: Medida da Atividade ATPásica em função de ATP em diferentes 

concentrações de Na+. A Na,K-ATPase foi incubada em diferentes concentrações de 

Na+ a saber : ( )10 mM, (�)20 mM, ( )30 mM, ( )50 mM e (♦)100 mM e a seguir 

mediu-se a sua atividade em função da concentração de ATP. Painel B: atividade no 

sítio de alta afinidade. Painel C: atividade no sítio de baixa afinidade ( Masui, D. C. 

Tese de Doutorado). 
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Figura 14: Fosforilação da Na,K-ATPase das brânquias de C. danae. A preparação 

das brânquias de C. danae foi fosforilada com diferentes concentrações de ATP em 

meio reacional contendo BTP-HCl 0,5 M, MgCl2 3 mM, e duas concentrações distintas 

de Na+,  100 mM (painel maior) e 50 mM (painel menor inserido). Os procedimentos 

experimentais podem ser vistos em Materiais e Métodos. 
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4.2 - Identificação da subunidade γ da Na,K-ATPase das brânquias de C. danae. 

A regulação da Na,K-ATPase em crustáceos eurialinos é de vital importância 

para estes animais, pois esta enzima é a responsável por manter um sistema de 

transporte  de  íons Na+ localizado na superfície apical das brânquias dos animais 

eurialinos. Apesar de uma extensa literatura envolvendo esta enzima em crustáceo, 

pouco se sabe sobre os mecanismos fisiológicos que regulam a sua atividade durante a 

aclimatação dos crustáceos; porém, algumas substâncias foram implicadas nesta função, 

tias como: poliaminas (Silva e cols, 2008, Lovett & Watts, 1995), metil farnesoato 

(Lovett e cols, 2001), AMPc (Lucu & Flik, 1995) entre outros. Deste modo assim como 

ocorre com a Na,K-ATPase renal de mamíferos resolvemos estudar se a enzima de 

crustáceo poderia ser regulada por um peptídeo  da família FXYD (como a subunidade γ 

da Na,K-ATPase renal). 

A figura 15 mostra a incubação da preparação microsomal da Na,K-ATPase das 

brânquias do siri eurialino C. danae com o anticorpo anti γ C33, que reconhece a porção 

C- terminal do FXYD2, apresentou uma marcação positiva para a presença de uma 

subunidade γ na preparação, e assim como o observado em mamíferos a sua 

identificação apresentou-se como duas bandas distintas (Mercer e cols, 1993) , uma de 

peso molecular maior (γa) e uma de peso  molecular menor (γb). E, acrescentado-se a 

este dado, assim como a subunidade α da Na,K-ATPase de C. danae, o proteolipídeo 

identificado por nós foi fosforilado pela proteína cinase A (PKA), pois como pode ser 

visto na figura 16 , à medida que aumentamos a concentração de DbAMPc, um análogo 

de AMPc, um aumento do sinal, proveniente da fosforilação do proteolipídeo, foi 

observado. 

A ação que as poliaminas putrescina, espermidina e espermina teriam sobre a 

atividade da enzima foi caracterizada por nosso grupo (Silva e cols, 2008). A inibição 
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que estes policátions exerceriam na atividade da enzima estaria relacionada à sua carga, 

ao seu tamanho, e ao fato de que a ligação destas substâncias à Na,K-ATPase causaria 

um acúmulo do intermediário fosforilado na forma E1, retardando o ciclo catalítico da 

enzima. Contudo, curiosamente ao fosforilarmos a Na,K-ATPase das brânquias de C. 

danae com diferentes poliaminas e em 10 ou 100 mM de NaCl (figura 17) observamos 

que os poços nos quais temos as poliaminas espermidina e espermina ocorre o 

aparecimento de uma banda de baixo peso molecular que encontra-se intensamente 

fosforilada, e na mesma posição observada para a subunidade γ da enzima de medula 

renal de porco (Cortes e cols, 2006) 
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Figura 15: Western blot da Na,K-ATPase da fração microssomal das brânquias de 

Callinectes danae :A Na,K-ATPase das brânquias de C. danae foi aplicada em um gel 

de SDS 10 % e ao término da corrida a proteína foi transferida para uma membrana de 

PVDF e tratada com o anticorpo específico para a subunidade γ renal de acordo com o 

descrito em Materiais e Métodos. Poços 1: subunidade γ da Na,K-ATPase de rim de 

porco; 2: Na,K-ATPase renal (5 µg); 3: Na,K-ATPase de C. danae (30µg); 4:  da Na,K-

ATPase de C. danae (20µg) e 5: Na,K-ATPase de C.danae (5 µg). A seta indica a 

presença do FXYD2. 
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Figura 16: Fosforilação por PKA do proteolipídeo presente na preparação da 

Na,K-ATPase das brânquias de C. danae. A enzima da preparação das brânquias de 

C. danae foi incubada em um meio específico para a ativação da proteína cinase A, 

conforme o descrito em Materiais e Métodos, na presença de diferentes concentrações 

de dibutiril AMPc (ativador da PKA), e uma concentração fixa de 200 nM de H-89 

(inibidor da PKA). Poços: 1- 5 mM de DbAMPc; 2 – 5 mM de DbAMPc + H-89; 3- 2 

mM de DbAMP+ H-89; 4 – 2 mM de DbAMPc;  5 –1 mM de DbAMPc; 6 –1 mM de 

DbAMPc  + H-89; 7- 0,5  mM de DbAMPc  e 8: 0,5 mM de DbAMPc  + H-89. A seta 

indica a presença do FXYD2 fosforilado por PKA. 

 1  

        1         2        3       4        5        6       7         8  
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Figura 17: Fosforilação da Na,K-ATPase  por Na+ na presença de poliaminas: A 

preparação de membranas de brânquias de C. danae contendo a Na,K-ATPase foi 

fosforilada por ATP na presença das poliaminas putrescina, espermina e espermidina 

em dois meios de reações diferentes, um com  10 mM de Na+ e outro com 100 mM de 

Na+. Da esquerda para a direita temos que: Poços 1, 3, 5 e 7 meio de fosforilação com 

10 mM de Na+, sendo respectivamente os pontos controle, putrescina (10 mM), 

espermidina (2mM) e espermina (2 mM). Os poços 2, 4, 6 e 8 contêm o meio de reação 

com 100 mM de Na+, e representam respectivamente, o controle, putrescina (10 mM), 

espermidina (2 mM) e espermina (2 mM).A seta indica a presença do FXYD2 

fosforilado. 
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4.3 - Estudos da adição da subunidade γ (FXYD2) exógena a Na,K-ATPase das 

brânquias de C. danae. 

 

Para compreendermos o efeito que o FXYD2 causaria na Na,K-ATPase de C. 

danae resolvemos estudar a sua adição, proveniente da preparação da Na,K-ATPase 

renal, na atividade ATPásica da enzima deste crustáceo. Na figura 18 podemos observar 

que à medida que incubamos a enzima com volumes crescentes de subunidade γ ocorre 

um estímulo da atividade da enzima de crustáceo ( controle: 100 nmol/min/mg), sendo 

que um efeito máximo foi alcançado com 10 µl do proteolipídeo γ para 10 µl de Na,K-

ATPase de C. danae; e para comprovar que o efeito desta ativação era devido as 

interações entre a Na,K-ATPase e a subunidade γ, realizamos experimentos utilizando a 

mesma técnica para a extração do FXYD2 da Na,K-ATPase de rim de porco, porém 

utilizamos uma preparação da Na,K-ATPase do cortex renal, que não contem o FXYD2 

associado à enzima; e a preparação de membrana de eritrócitos anucleados conhecida 

pelo nome de “ghost”, além do tampão de diluição do FXYD2 exógeno e do Anticorpo 

Cγ33 , e como pode ser visto na figura 19 nenhuma estimulação da NA,K-ATPase das 

brânquias de C. danae foi observada ( comparar figura 18 com a 19). 

Com o intuito de identificar a natureza da ativação da Na,K-ATPase de C. danae 

incubada com a subunidade γ exógena realizamos experimentos para medirmos os 

parâmetros característicos desta enzima, tais como: afinidade por Na+, K+ entre outros. 

Na figura 20 observamos que a pré-incubação da enzima com o FXYD2, numa 

proporção de 1:1 (vol/vol), e a posterior medida da atividade ATPásica estimulada por 

íons Na+, demonstrou que a enzima incubada com o proteolipídeo γ teve um aumento na 

sua velocidade máxima, sem sofrer qualquer alteração na sua afinidade para este íon 

(Tabela 1). Todavia, ao estudamos o efeito que a subunidade γ causaria na estimulação 
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por K+ da Na,K-ATPase de C. danae, foi observado um aumento na velocidade máxima 

da enzima  com uma posterior mudança nos valores de K0,5 para o K+ da enzima (Figura 

21 e Tabela 1). E ao avaliarmos o efeito que a subunidade γ causaria na estimulação da 

enzima para ATP, nossos resultados apontam que a enzima apresenta uma discreta 

mudança no valor de Km, e um aumento na velocidade na hidrólise do ATP (figura 22 e 

tabela 1). 

Uma vez que identificamos a presença de um proteolipídeo na Na,K-ATPase de 

C. danae, e que o mesmo foi fosforilado por PKA resolvemos testar o efeito que a 

subunidade γ fosforilada por PKA ou PKC teria na atividade da enzima. Na figura 23 

observamos que a subunidade γ fosforilada por PKA foi capaz de estimular a atividade 

da enzima em torno de 80%, um valor duas vezes maior quando a subunidade não está 

fosforilada, todavia, no que diz respeito a subunidade γ fosforilada pela PKC  

observamos um estímulo discreto na atividade da enzima (figura 24). 
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Figura 18: Efeito da subunidade γ exógena na atividade da Na,K-ATPase das 

brânquias de C. danae. A enzima foi incubada com volumes crescentes de 

subunidade γ por 20 minutos e a seguir atividade Na,K-ATPásica foi ensaiada em 

um meio de reação contendo: BTP-HCl 0,5 M pH 7,5; NaCl 100 mM, KCl 10 mM 

e MgCl2 3 mM. A atividade foi disparada com a adição de ATP 2 mM conforme o 

descrito em Materiais e Métodos. As barras representam o erro padrão da média de 

4 experimentos distintos. 
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Figura 19: Efeitos do Tampão e fosfolipídeos na estimulação da Na,K-ATPase 

das brânquias de C. danae: A enzima foi incubada com as substâncias indicadas no 

gráfico, sendo que os volumes utilizados foram: 20 µL para o tampão BTP-HCl 0,5 M 

pH 7,5, 20µL para a extração de ghosts e 40 µL para a extração da Na,K-ATPase de 

cortex renal e 10 µL do anticorpo anti γ C33. Os procedimentos do experimentais são 

idênticos ao realizado na figura 18. As barras representam o erro padrão da média de 4 

experimentos distintos. 
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Figura 20: Efeito da Subunidade γ exógena na Atividade da Na,K-ATPase de C. 

danae estimulada por Sódio. A preparação das brânquias de C. danae contendo a 

Na,K-ATPase foi incubada com a subunidade γ na razão de 1:1 (vol. de enzima/ vol. de 

FXYD2) por 20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no seguinte meio 

de reação descrito na figura 18, porém com diferentes concentrações de NaCl. O tempo 

de reação foi de 40 minutos e ao fim deste período o conteúdo de ATP hidrolisado pela 

enzima foi medido conforme o descrito em Materiais de Métodos. As barras 

representam o erro padrão da média de 4 experimentos distintos. Símbolos (●) controle 

(○) FXYD2 exógeno 

 
 
 



 - 76 -

KCl (mM)
0 1 2 3 4 5 10A

tiv
id

ad
e 

N
a,

K
-A

TP
ás

ic
a 

(n
m

ol
/m

in
/m

g)

0

40

80

120

160

200

 
 

Figura 21: Efeito da Subunidade γ exógena na Atividade da Na,K-ATPase de C. 

danae estimulada por Potássio. A preparação das brânquias de C. danae contendo a 

Na,K-ATPase foi incubada com o FXYD2 por 20 minutos. A seguir a atividade da 

enzima foi ensaiada no seguinte meio de reação descrito na figura 18, porém com 

diferentes concentrações de KCl. O tempo de reação foi de 40 minutos e ao fim deste 

período o conteúdo de ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em 

Materiais de Métodos. As barras representam o erro padrão da média de 5 experimentos 

distintos. Símbolos (●) controle (○) FXYD2 exógeno 
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Figura 22: Efeito da Subunidade γ exógena na Atividade da Na,K-ATPase de C. 

danae estimulada por ATP. A preparação das brânquias de C. danae contendo a Na,K-

ATPase foi incubada com o FXYD2 por 20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi 

ensaiada no seguinte meio de reação descrito na figura 18, porém diferente do 

experimento da figura 20, a reação foi iniciada com concentrações variáveis de ATP. O 

tempo de reação foi distinto para cada concentração de ATP utilizada, e ao fim do 

período estabelecido o conteúdo de ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme 

o descrito em Materiais de Métodos. As barras representam o erro padrão da média de 4 

experimentos distintos. Símbolos (●) controle (○) FXYD2 exógeno 
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Tabela 1: Parâmetros cinéticos da Na,K-ATPase. Os dados experimentais foram 

quantificados utilizando o programa SigmaPlot para Windows 8.0. Os dados 

representam as médias dos experimentos, realizados em duplicatas. Estes dados foram 

obtidos a partir da análise da figuras 20, 21 e 22 . 
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Subunidade γ exógena 

Na+ (mM) 
 

 

Vmax     117,23 ± 4,36 

K0,5          6,25 ± 0,3087 

nH          1,904 ± 0,1642 

 

 

Vmax     162,49 ± 5,58 

K0,5          5,91  ±  0,5709 

nH           1.498 ± 0,176 

K+ (mM)  

Vmax     132,0 ± 8,5 

K0,5        1,98 ± 0,087 

nH          0,71 ± 0,09 

 

 

Vmax  184,34 ± 5,5 

K0,5         0,9 ± 0,10 

nH         1,05 ± 0,09 

ATP (µM)  

Vmax   125,16 ± 5,2 

Km             55 ± 4,3 

 

 

Vmax    162,19 ± 7,4 

Km              35 ± 5,8 
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Figura 23: Efeito da Subunidade γ exógena fosforilada por PKA na Atividade da 

Na,K-ATPase de C. danae. A preparação das brânquias de C. danae contendo a Na,K-

ATPase foi incubada com diferentes volumes da subunidade γ fosforilada por PKA  por 

20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no meio de reação descrito na 

figura 18. O tempo de reação foi de 40 minutos e ao fim deste período o conteúdo de 

ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em Materiais de Métodos. 

As barras representam o erro padrão da média de 3 experimentos distintos. Símbolos (●) 

controle (○) FXYD2 exógeno. Velocidade do ponto controle: 110 nmol Pi/min/mg. 
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Figura 24: Efeito da Subunidade γ exógena fosforilada por PKC na Atividade da 

Na,K-ATPase de C. danae. A preparação das brânquias de C. danae contendo a Na,K-

ATPase foi incubada com diferentes volumes da subunidade γ fosforilada por PKC por 

20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no seguinte meio de reação 

descrito na figura 18. O tempo de reação foi de 40 minutos e ao fim deste período o 

conteúdo de ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em Materiais 

de Métodos. As barras representam o erro padrão da média de 3 experimentos distintos. 

Símbolos (●) controle (○) FXYD2 exógeno. Velocidade do ponto controle: 107 nmol 

Pi/min/mg 
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4.4 - Efeito do Hormônio Juvenil de Inseto na Na,K-ATPase das brânquias de C. 

danae. 

Lovett e cols (2002) demonstraram que a aclimatação do siri Carcinus maenas 

em meio com salinidade baixa causava um aumento de 5 a 10 vezes na produção do 

metil farnesoato, que foi detectado na hemolinfa destes animais, porém uma relação 

direta entre o acúmulo deste hormônio e a regulação da Na,K-ATPase dos crustáceos  

não foi evidenciada até o momento. 

Na figura 25 podemos observar que a pré-incubação da Na,K-ATPase com 

concentrações crescentes de hormônio juvenil III não resultou em nenhum efeito, e o 

mesmo resultado foi obtido quando utilizamos um meio de estimulação para a PKA 

durante a pré-incubação (figura 26), todavia, quando o meio de PKC foi adicionado ao 

hormônio e a enzima observou-se a inibição da atividade Na,K-ATPásica em torno de 

40%, sendo que este efeito  foi observado com 100 nM de hormônio, porém em 

concentrações maiores de hormônio_ 500 nM_ nenhuma inibição foi observada (figura 

27). 

Para comprovarmos se o efeito do hormônio era devido a PKC, ou a um 

componente do meio de reação, realizamos o mesmo experimento da figura 28, porém 

com duas concentrações distintas de hormônio, na presença do inibidor para PKC, a 

queleretrina. Como podemos observar na figura 28 a incubação do inibidor da PKC no 

meio de pré-incubação reverteu o efeito inibitório do hormônio revelando que o efeito 

foi realmente devido à ativação da PKC endógena. 
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Figura 25: Efeito do Hormônio juvenil na Na,K-ATPase das brânquias de C. 

danae.  A Na,K-ATPase foi incubada em concentrações distintas de hormônio juvenil 

por 20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no meio de reação descrito 

na figura 18. O tempo de reação foi de 40 minutos e ao fim deste período o conteúdo de 

ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em Materiais de Métodos. 

As barras representam a média e o erro padrão de 3 experimentos. 
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Figura 26: Efeito do Hormônio juvenil na Na,K-ATPase das brânquias de C. danae 

incubada no meio de ativação da proteína cinase A. A Na,K-ATPase foi incubada em 

concentrações distintas de hormônio juvenil em um meio para o estímulo da atividade 

da PKA por 20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no meio de reçaão 

descrito na figura 18. O tempo de reação foi de 40 minutos e ao fim deste período o 

conteúdo de ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em Materiais 

de Métodos. As barras representam o erro padrão da média de 3 experimentos distintos.  
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Figura 27: Efeito do Hormônio juvenil na Na,K-ATPase das brânquias de C. danae 

incubada com o meio de ativação da proteína cinase C.  A Na,K-ATPase foi 

incubada em concentrações distintas de hormônio juvenil em um meio para o estímulo 

da atividade da PKC por 20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no 

meio de reação descrito na figura 18. O tempo de reação foi de 40 minutos e ao fim 

deste período o conteúdo de ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o 

descrito em Materiais de Métodos. As barras representam o erro padrão da média de 4 

experimentos distintos. 
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Figura 28: Efeito do inibidor para PKC na inibição provocada pelo Hormônio 

juvenil na Na,K-ATPase de C. danae.  A Na,K-ATPase foi incubada em 

concentrações distintas de hormônio juvenil em um meio para o estímulo da atividade 

da PKC, na presença ou ausência de queleletrina (QLT) (800 nM), ou DMSO por 20 

minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no meio de reação descrito na 

figura 18. O tempo de reação foi de 40 minutos e ao fim deste período o conteúdo de 

ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em Materiais de Métodos. 
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4.5 - Regulação do sítio de NH+

4  da Na,K-ATPase das brânquias de C. danae por 
FXYD2, Mg+2 e espermidina.  
 
 

Diferente de outras preparações de Na,K-ATPase até agora descrita na literatura, 

a enzima de crustáceo possui um sítio para o transporte do íon NH+
4, que aparece 

quando a enzima esta com os sítios de K+ totalmente saturados (Masui e cols, 2002); e 

como resultado temos um sinergismo entre estes cátions que resulta em um estímulo em 

torno de 50% da atividade da Na,K-ATPase das brânquias de C. danae. Deste modo 

resolvemos estudar o efeito que a adição da subunidade γ exógena causaria na 

estimulação por íons NH+
4 na Na,K-ATPase deste crustáceo; e podemos notar que a 

presença deste proteolipídeo não causa um efeito somatório ao efeito do NH+
4, mas  por 

outro lado, a enzima apresentou uma grande mudança na sua afinidade pelo NH+
4 

quando incubada com o FXYD2 (Figura 29 e tabela 2). 

A interação que existe entre a inibição que o íon Mg+2 e a poliamina espermidina 

exerceriam sobre a atividade da Na,K-ATPase estimulada por NH+
4 foi avaliada. Na 

figura 30 podemos observar que em condições ótimas (ATP 2 mM, NaCl 100 mM e 

KCl 10 mM) o baixo nível de Mg+2 só atua ativando a enzima, e nestas condições o 

aumento da concentração de NH+
4 estimula a atividade da enzima. Pórem ao 

aumentarmos a concentração de Mg+2 para 13 mM observamos um decréscimo na 

atividade máxima da Na,K-ATPase; sugerindo que a enzima de C. danae, assim como a 

de mamíferos, possui um sítio no qual os íons Mg+2 exercem um efeito inibitório 

(Fontes e cols, 1992). E de certo modo a ocupação deste sítio regula a estimulação da 

enzima por NH+
4, pois ocorre um deslocamento do NH+

4 de seu sítio. E podemos 

observar um aumento no K0,5 para a estimulação por NH+
4 (anexo da figura 30). Este 

antagonismo entre os íons Mg+2 e NH+
4 na regulação da atividade da Na,K-ATPase das 

brânquias de C. danae pode ser observado na tabela 3. 
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A figura 31 descreve a incubação da enzima com a espermidina (uma 

poliamina), podemos notar uma inibição em torno de 30% do efeito do amônio na 

enzima na presença da poliamina, porém esta inibição possui um valor constante (anexo 

da figura 16), e não altera a afinidade da enzima pelo cátion em estudo (NH+
4), afetando 

apenas a velocidade máxima da relação de hidrólise. Portanto sugerindo que as 

poliaminas espemidina atue estabilizando uma conformação da enzima que não interage 

com os íons NH+4, é como se a poliamina seleciona-se uma conformação que 

simplesmente não interage com o NH+
4, por isso a afinidade observada é a mesma, mas 

para uma população de enzima menor. 
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Figura 29: Efeito da Subunidade γ exógena na Atividade da Na,K-ATPase de C. 

danae estimulada por Amônio. A preparação das brânquias de C. danae contendo a 

Na,K-ATPase foi incubada com o FXYD2 por 20 minutos. A seguir a atividade da 

enzima foi ensaida no seguinte meio de reção descrito na figura 18, porém a enzima foi 

novamente pré-incubada em diferentes concentrações de NH4Cl. O tempo de reação foi 

de 40 minutos e ao fim deste período o conteúdo de ATP hidrolisado pela enzima foi 

medido conforme o descrito em Materiais de Métodos. As barras representam o erro 

padrão da média de 3 experimentos distintos. Símbolos (●) controle (○) FXYD2 

exógeno. 
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Tabela 2: Parâmetros cinéticos da Na,K-ATPase estimulada por íons NH+

4. Os 

dados experimentais foram quantificados utilizando o programa SigmaPlot para 

Windows 8.0. Os dados representam as médias dos experimentos, realizados em 

duplicatas Estes dados foram obtidos a partir da análise da figura 29. 

 
 
Vmax= nmolPi./min/mg 

 
 
 
 
 
 

  
Controle 

 

 
Subunidade γ exógena 

NH+
4 (mM)  

Vmax      196,6 ± 3,63 

K0,5        9,62  ± 1,01 

nH             1,1 ± 0,154 

 

 

Vmax       175,7 ± 2,589 

K0,5           1,09 ± 0,78 

nH             2,32 ± 0,156 
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Fig 30: Estimulação da Na,K-ATPase de C. danae por NH+

4 e Mg+2. A Na,K-

ATPase de C. danae foi incubada em um meio reacional contendo BTP-HCl 0,5 M pH 

7,5, NaCl 100 mM, KCl 10 mM com três concentrações distintas de Mg +2, (●) 0,5 mM 

(○) 3 mM e (■) 13 mM. A  atividade foi disparada com a adição de ATP 2 mM . e a 

estimulação por íons NH+
4 na atividade Na,K-ATPasica foi ensaida conforme o descrito 

em Materiais e Métodos. As barras representam o erro padrão da média de 4 

experimentos distintos. Painel pequeno superior representa a atividade máxima da 

enzima nas respectivas concentrações de Mg+2. Painel pequeno inferior representa os 

valores de K0,5 e nH da Na,K-ATPase de C. danae pra os íons NH+
4  nos meios com 

diferentes concentrações de Mg+2. 
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Tabela 3: Parâmetros cinéticos da estimulação dos íons NH+
4 e Mg+2 na Na,K-

ATPase das brânquias de C. danae. Os dados experimentais foram quantificados 

utilizando o programa Sigraf. Os dados representam as médias de 5 experimentos. A 

tabela foi elaborada a partir da análise dos experimentos usados na figura 15.  

 

 

[NH+
4] mM [Mg+2]mM V (nmol 

Pi/min/mg) 

K0.5 (mM) nH 

0.1- 100 0.5 525.7 ± 15.7 4.8 ± 0.1 1.3 

0.1- 100 3.0 451.8 ± 18.1 7.0 ± 0.3 0.8 

0.1- 100 13 386.8 ± 9.7 8.1 ± 0.2 0.9 
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Figura 31: Efeito da espermidina na estimulação da Na,K-ATPase das brânquias 

de C. danae por NH+
4. A Na,K-ATPase foi incubada por 20 minutos na (●) ausência ou 

( ○)  na presença de 2 mM de espermidina, e a seguir a atividade da enzima foi ensaiada 

em um meio de atividade padrão contendo: BTP-HCl 0,5 M, NaCl 100 mM, KCl 10 

mM, MgCl2 3 mM e concentrações crescentes de NH4Cl sendo que a reação foi 

disparada com ATP (2 mM). O painel menor inserido na figura representa o percentual 

de inibição da espermidina em cada concentração de NH4Cl a qual a enzima foi 

incubada. O dado aqui demonstrado representa a média de 3 experimentos distintos. 
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5 - Discussão 
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5.1 - O sítio de ATP da Na,K-ATPase. 

A Na,K-ATPase descrita para os crustáceos apresenta em geral  um único Km 

ATP que varia de 0,6 a 2,5 mM ( Lucu & Towle, 2003), todavia a enzima presente nas 

brânquias do siri C. danae apresenta dois sítios distintos, assim como a enzima de 

mamíferos, um de alta afinidade [(catalítico) 0,056 µM] e um de baixa afinidade 

[(regulatório) 56  µM] (figura 12). Masui e cols (2007) demonstraram um 

comportamento único para a enzima de C. danae, como pode ser observado na figura 

13, onde a Na,K-ATPase apresenta um sítio de baixa afinidade somente quando a 

concentração de Na+ é alta ( 50 e 100 mM), mostrando que o nível de Na+ afeta de 

modo marcante a ligação e a utilização de ATP pelos sítios de baixa e alta afinidade da 

enzima.  

Para confirmar este resultado, fosforilamos a enzima em duas concentrações de 

Na+ varrendo-se o ATP, e na presença de 100 mM podemos notar claramente que a 

enzima fosforilada exibe a presença de dois sítios para o ATP. O mesmo foi 

evidenciado em 50 mM de Na+; ainda que de  uma forma sutil (Figura 14), pois os 

níveis de E-P em estado de equilíbrio  desta condição são extremamente baixos.   

A presença de dois sítios que ligam ATP na Na,K-ATPase é um tema ainda 

muito discutido.  Patchornik e cols (2002), utilizando como ferramenta a proteólise da 

enzima com um sistema oxidativo catalisado por Fe+2 propuseram que os dois domínios 

de ligação de  ATP estão localizados na mesma subunidade α da enzima. Neste modelo 

o ATP liga-se na conformação E1 na presença de 3 íons Na+. O domínio citoplasmático 

que liga a molécula de adenosina (domínio N) inclina-se 80º em direção ao domínio de 

fosforilação (P) posicionando o fosfato gama da molécula de ATP próximo ao 

Aspartato (D369), capacitando a hidrólise do ATP e a formação da fosfoenzima. Na 
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conformação E1Na3ATP ocorre uma interação entre os domínios N e P, e o domínio 

conhecido como atuador é deslocado para o lado e não se conecta ao domínio N e P. 

Em contraste na conformação E2K2 o domínio A interage com as partes N e P 

da enzima, deste modo obstruindo a interação entre N e P. Assim, o ATP ligaria com 

baixa afinidade na conformação E2K2, com a molécula de adenosina ligada ao mesmo 

resíduo no domínio N e o fosfato gama distante do D369, e desta maneira incapaz de 

formar o intermediário fosforilado. Todavia devido a uma aparente falta de um segundo 

domínio para a ligação de ATP nos modelos estruturais da subunidade α (Hilge e cols, 

2003; Patchornik e cols, 2002; Kubala 2006) implica-se que a enzima seria um 

oligômero. Porém em ambas as hipóteses o sítio de baixa afinidade por ATP possui uma 

função regulatória, devido a sua aparente incapacidade de formar fosfoenzima. 

 Até o momento um segundo Km para a fosforilação na Na,K-ATPase só foi 

observado para a  enzima de mamíferos na presença de  pNPP (para nitro fenil fosfato), 

um inibidor exógeno não fisiológico da proteína que reage com a mesma na 

conformação E2; e atribui-se a formação da enzima como um tetrâmero gerando dois 

sítios de alta afinidade e dois de baixa afinidade-  na ligação catalítica do ATP que 

ocorre na subunidade α- que interageriam de modo cooperativo (Tanoe e cols, 2006). 

Diferente destes autores nossos resultados foram gerados usando-se o ATP, um 

substrato endógeno que induz a enzima ao estado E1. É possível que algum fator 

desconhecido presente na Na,K-ATPase das brânquias de  C. danae desmascare este 

segundo sítio de fosforilação. Até o presente momento este sítio só foi caracterizado na 

enzima de C. danae.  

A presença dos dois sítios de ATP e a co-relação de que a sua presença dependea 

do nível de sódio; estabelece uma condição interessante para este crustáceo, pois torna a 

Na,K-ATPase uma enzima mais eficiente para a adaptação do siri C. danae do que em 
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outros crustáceos, pois naquele animal a enzima e capaz de exercer a sua função de 

modo eficaz utilizando-se de uma quantidade menor de ATP. 

 

5.2 - A fosforilação da Na,K-ATPase por ATP na presença de poliaminas e PKA, e 

a identificação do FXYD2 e seus efeitos na atividade da Na,K-ATPase de C. danae. 

Como podemos observar na figura 17 a fosforilação da Na,K-ATPase na 

presença de poliaminas revelou que uma banda de baixo peso molecular foi 

intensamente fosforilada. A presença deste achado em nosso estudo abre uma nova 

direção na ação que estas substâncias exerceriam na Na,K-ATPase das brânquias de C. 

danae, pois elas não atuariam simplesmente inibindo a bomba por atuarem como um 

inibidor de cátions. As poliaminas são capazes de estimular proteínas cinases, tais 

como, MAPK e a tirosina cinase, logo os resultados acumulados por nós, dão indícios 

de que ocorre a ativação de alguma cinase endógena que fosforilaria esta pequena 

proteína. Curiosamente a estimulação ocorre com espermidina e espermina, e apresenta 

uma resposta diferenciada a presença da concentração de sódio, logo uma proteína 

cinase tal como a SAPK1 e/ou SAPK2 poderia estar envolvida neste processo (Kültz & 

Ávila, 2001). Uma posterior análise deve ser feita para clarificar as proteínas 

envolvidas, contudo o resultado obtido direciona as poliaminas a outra ação, que não a 

simples inibição da atividade da enzima. 

A fosforilação da Na,K-ATPase pela PKA foi extensivamente demonstrada por 

vários autores (Therien & Blostein, 2000), mas os dados na literatura são conflitantes, 

uma vez que alguns grupos de pesquisadores mostraram que para que a enzima seja 

passível de fosforilação pela PKA; o meio de reação deverá conter obrigatoriamente 

Triton X-100, por isso uma concentração de 0,05%  é usualmente utilizada  para a 

exposição da serina 943 da Na,K-ATPase, resíduo alvo da  PKA já que a mesma 
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encontra-se “escondida” nas proximidades da membrana plasmática (Feschenko & 

Sweadner, 1994). Todavia, Cortes e cols (2006) mostraram que a fosforilação da 

subunidade α e do FXYD2 da Na,K-ATPase de rim de porco pode ocorrer na ausência 

do detergente Triton X-100. 

Apesar da enorme quantidade de dados que envolvem os efeitos dos hormônios 

e proteínas cinases na Na,K-ATPase de mamíferos, nenhum dado demonstrou a ação de 

proteínas cinases na Na,K-ATPase das brânquias de crustáceos. Deste modo, durante o 

Mestrado nós objetivamos estabelecer um protocolo para sabermos se a Na,K-ATPase 

de C. danae seria fosforilada pela PKA ou PKC, e os resultados obtidos mostraram que 

a enzima era fosforilada por uma PKA endógena,  e também por uma PKC endógena; e 

sendo assim fomos o primeiro grupo a caracterizar a Na,K-ATPase das brânquias de 

crustáceos como um alvo de proteínas cinases (Silva, 2003). 

Estabelecidas as condições necessárias para a fosforilação da Na,K-ATPase 

pelas cinases, resolvemos testar qual seria o efeito que a fosforilação por PKA causaria 

na enzima, uma vez que já havia sido demonstrado que durante o processo de 

aclimatação do crustáceo  ocorria um aumento dos níveis de AMPc nas brânquias 

(Lohrmann & Kamemoto, 1987). Contudo, o experimento de fosforilação da enzima por 

PKA e a sua posterior medida da atividade enzimática não foi bem sucedido, uma vez 

que, a concentração de Triton X-100 utilizada no meio de pré-incubação, para a 

exposição da serina que é fosforilada pela PKA, provocou uma inativação da enzima.  

Desta forma, verificamos se a enzima poderia ser fosforilada na ausência deste 

detergente. Todavia, na ausência do detergente, não foi evidenciada a fosforilação da 

subunidade α da Na,K-ATPase, mas uma banda de baixo peso molecular apareceu por 

ser altamente responsiva ao tratamento por DbAMPc (Figura  16) 
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 Para identificarmos a natureza desta pequena banda, analisamos a preparação 

microssomal das brânquias de C.danae utilizando o anticorpo anti-γ C33, que reconhece 

uma seqüência de 10 aminoácidos localizados no carboxi-terminal da subunidade γ, e o 

resultado deste experimento foi a presença de uma marcação no componente de baixo 

peso molecular presente na preparação (figura 15); e não obstante a banda reconhecida 

pelo anticorpo encontrava-se na mesma posição da banda de baixo peso molecular que 

havia sido fosforilada pela PKA, evidenciando que a Na,K-ATPase das brânquias do 

siri eurialino C. danae possui um FXYD, provavelmente um análogo ao FXYD2, e que 

o mesmo foi  fosforilado por uma PKA endógena. Considerando a especificidade deste 

anticorpo em reagir somente com a subunidade γa (FXYD2), podemos então concluir 

que a Na,K-ATPase de C. danae está associada à uma subunidade γ, sendo esta a 

primeira vez que a referida subunidade foi encontrada em invertebrados. 

 

5.3 - Adição do FXYD2 da Na,K-ATPase renal à Na,K-ATPase das brânquias de 

C. danae e seus efeitos na atividade da enzima de crustáceos. 

Realizar a extração do FXYD2 partindo-se da preparação da enzima de C. danae 

é um pouco difícil, uma vez que a Na,K-ATPase que está presente na preparação 

microssomal apresenta-se em pouca quantidade, apesar da enzima responder a  90% do 

total de toda atividade ATPásica encontrada na preparação; logo a extração deste 

FXYD2 por protocolo descrito por Fontes e cols 1999 torna-se inviável, uma vez que o 

sistema clorofórmio : metanol seria perturbado pela grande quantidade de líquido 

proveniente da preparação  microssomal das brânquias de C. danae (devido a baixa 

concentração da enzima) , o que não acontece com a preparação da Na,K-ATPase de 

rim de porco. Outro empecilho é o fato de que nós não sabemos de que modo este 

proteolipídeo seria regulado, pois como foi demonstrado por Capasso e cols ( 2001), a 
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expressão da subunidade γ responde à diferença na concentração de osmólitos nas 

células renais, portanto considerando os processos de “invasão” dos crustáceos em 

diferentes ambientes salinos, poderíamos trabalhar em certo momento com uma fração 

da Na,K-ATPase enriquecida com esta subunidade ou em outro momento com uma 

quantidade relativamente baixa de FXYD2  um posterior estudo de aclimatação deve ser 

feito para esclarecer qual seria a condição ideal para a expressão do proteolipídeo junto 

a enzima.  

Deste modo uma alternativa viável foi utilizar a subunidade γ extraída de rim de 

porco na preparação da Na,K-ATPase das brânquias de C. danae a fim de garantir que 

uma quantidade maior de FXYD2 seria empregada nos experimentos de interação. 

A incubação da Na,K-ATPase das brânquias de C. danae com a subunidade γ de 

rim de porco (figura 18), demonstrou que a atividade da enzima foi estimulada em torno 

de 46% na presença deste proteolipídeo, quando a razão volume de enzima e volume de 

subunidade γ estava na proporção de 10 µL de FXYD2 : 10µg de enzima; sendo que 

este valor permaneceu constante à medida em que aumentávamos a proporção do 

proteolipídeo γ, e como pode ser visto na figura 19 a estimulação da ativifdade da Na,K-

ATPase deve-se ao FXYD2 exógeno e não a outro fator, como exemplo: lipídeos ou 

tampão. Portanto, o  resultado visto na figura 18 demonstra primeiramente que a Na,K-

ATPase das brânquias de C. danae possui os possíveis sítios para a inserção deste 

proteolipídeo em sua estrutura. 

Para compreendermos o efeito estimulatório que a subunidade γ provocou na 

Na,K-ATPase de C.danae resolvemos estudar os parâmetros cinéticos da enzima. A 

ação da subunidade γ na atividade da Na,K-ATPase estimulada por  Na+, K+ e ATP  

(figuras 20, 21 e 22 e tabela 1). Nossos resultados demonstraram que o FXYD2 

estimulou a Vmax da enzima nos ensaios de afinidade pelos cátions Na+, K+ e pelo seu 
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substrato ATP, todavia a afinidade da enzima foi alterada para o íon K+, K0,5 1,98 ± 

0,087  (controle) para o valor de K0,5  0,9 ± 0,1(enzima tratada com γ); e uma discreta 

mudança no Km para ATP 55µM ± 4,3 (controle) para o valor de 35 µM ± 5,8 (enzima 

tratada com γ), sem qualquer alteração para a afinidade por Na+. Este efeito da 

subunidade γ exógena, modulação da afinidade da enzima pelo íon K+, é um dado 

diferente dos resultados até agora publicados, visto que alguns autores mostraram que a 

subunidade γ afeta somente a afinidade da enzima por Na+ e ATP (Arystarkhova e cols, 

1999; Pu e cols, 2002; Cortes e cols, 2006). 

De certo modo considerando os processos de aclimatação dos crustáceos e a 

necessidade que estes animais possuem em manter a sua carga de Na+ na hemolinfa a 

um nível superior ao do meio diluído, seria interessante que a subunidade γ modulasse o 

K0,5 Na+ e não o do K+, porém  analisando-se os conjuntos de transportadores presentes 

na célula das brânquias um aumento da K0.5 K+ poderia compensar os efeitos que o 

aumento dos íons NH+
4 teriam nos transportadores inespecíficos para a presença destes 

cátions.  

A Na,K-ATPase é uma proteína integral de membrana que transporta ativamente 

2 íons K+ para o citossol da célula e 3 íons Na+ para o meio extracelular mantendo o 

potencial de membrana celular. Todavia, em determinadas condições, esta enzima é 

capaz de transportar íons NH+
4 e ocluir íons Rb+ em mamíferos, propriedades estas que 

em muito contribuíram para o estudo das funções desta enzima (Towle & Holleland, 

1987; Glynn & Richards, 1982). Nossos resultados sugerem que o íon NH+
4 pode ser 

transportado pela Na,K-ATPase em substituição ao íon K+ uma vez que NH+
4 pode 

substituir efetivamente o íon K+  na ativação da hidrólise de ATP na Na,K-ATPase de 

C. danae. Quando comparamos o resultado obtido com a hidrólise realizada na presença 

do íon K+, e ausência de íons NH+
4, observamos que as curvas de ativação pelos 
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respectivos íons são semelhantes (Silva, 2003). Em adição, nossos resultados mostram 

que quando a concentração do íon NH+
4 atingiu o valor de 50 mM, houve uma inibição 

da atividade da enzima, diferente do observado por Towle & Holleland (1987) que 

mostraram a ativação da enzima de Callinectes sapidus em concentrações de NH+
4 mais 

altas, a saber  80, 100 e 120 mM. 

A presença de uma ativação por NH+
4 na ordem de 52% (Figura 29) na ativação 

da Na,K-ATPase das brânquias do siri na presença de altas concentrações de K+, 

condição na qual todos os sítios clássicos para estes íons estão saturados, demonstra que 

a enzima possui um sítio, específico ou adicional, para a ligação do íon NH+
4. Este sítio 

atua de modo sinérgico com o de ligação do íon K+ (Masui e cols, 2002), e  até o 

presente momento só foi identificado nesta enzima, uma vez que saturando-se a Na,K-

ATPase de rim de porco com K+ e variando-se a concentração de NH+
4, nenhuma 

ativação extra foi vista (Silva, 2003). 

A amônia em solução ocorre ambas as formas (NH3 e NH+
4) num equilíbrio 

dependente de pH, e como é uma base fraca, pK = 9,8 a 20 oC e NaCl 200 mM; 

(Cameron and Heisler, 1983) e no pH fisiologico de 7,8 o equivalente a  98% da amônia 

existe como a forma iônica NH+
4, e somente 2% está presente na forma não iônica. 

Contudo a alta solubilidade em lipídeos do NH3 o torna mais difusível pela bicamada 

lipídica. Apesar de Kormanik & Cameron (1981) terem descrito que a excreção de 

amônia em Callinectes sapidus ocorre através da difusão do NH3, outros autores 

obtiveram evidências experimentais de que a excreção de amônia ocorre através de 

NH+
4 em Callinectes sapidus (Pressley e cols, 1981) e Carcinus maenas (Lucu, 1989; 

Siebers e cols, 1995).   

 Íons NH+
4 e K+ possuem o mesmo raio atômico (Knepper e cols, 1989) e devido 

ao seu comportamento parecido ao K+, o íon NH+
4 afeta o potencial de membrana, por 
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exemplo, em axônio gigante de Loligo pealei (Binstock & Lecar, 1969) e neurônios de 

mamíferos (Cooper  & Plum, 1987). Em mamíferos, um aumento da amônia causa um 

grande dano ao sistema nervoso central, incluindo danos morfológicos na barreira 

hemato-encefálica (Laursen & Diemer, 1997). 

Em crustáceos, por exemplo, na lagosta Homarus americanus (Young-Lai e 

cols, 1991), um nível elevado de amônia prejudica a função iono-regulatória em 

ambientes de baixa salinidade. Exposição do siri Carcinus maenas a 1mM de amônio 

total leva a um aumento da permeabilidade a íons e um fluxo de sal através das 

brânquias (Spaargaren, 1990). Um efetivo sistema de excreção e detoxificação de NH+
4 

é, por razões óbvias, essencial para manter as funções celulares, e para manter os níveis 

de amônio celular  nos fluidos corporais em um nível tolerável. Em muitas espécies, 

incluindo mamíferos (Cooper & plum, 1987), peixes (Wood e cols, 2002) e crustáceos 

(Cameron & Batterton, 1978; Weihrauch e cols, 1999) a concentração de NH+
4 é 

tipicamente baixa (50- 400 µM). 

Diferentemente dos processos que ocorrem em aves, mamíferos e répteis, os 

produtos do metabolismo do nitrogênio em crustáceos são excretados como NH3 e NH+
4 

propriamente ditos, independentemente do meio que estão habitando, que podem ser 

águas marinhas, águas doces, ou habitats terrestres (Kormanik & Cameron, 1981). A 

urina primária dos crustáceos é formada via ultra-filtração através da glândula antenal, 

que é tida por ter um papel central na regulação de água e cátions divalentes (Mg+2, 

Ca+2; Mantel & Farmer, 1983; Freire e cols, 2008), porém não contribuem 

significantemente na excreção de produtos nitrogenados, como exemplo, temos que a 

excreção que ocorre em Callinectes sapidus, é menor que 2% da amônia excretada pela 

urina (Cameron & Batterton, 1978). Logo o sítio alvo para a excreção da amônia em 

crustáceos aquáticos são as suas brânquias (Claybrook, 1983; Kormanik & Cameron, 
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1981; Regnault, 1987), e muitos transportadores e enzima estão possivelmente ligados e 

envolvidos no transporte de amônia (figura 33). 

Os mecanismos envolvidos na excreção de NH+
4 parecem ser espécies 

específicas, logo no siri Callinectes sapidus a excreção correlaciona-se com uma 

absorção de Na+ (Pressley e cols, 1981), e o mesmo resultado foi visto no siri chinês 

Eriochier sinensis (Péqueux & Gilles, 1981), sendo que estes resultados foram obtidos 

utilizando-se vesículas de membranas das brânquias (Towle & Holleland, 1987), 

indicando que o NH+
4 substituía o K+ na ativação da Na,K-ATPase  sensível a ouabaína 

(Towle and Kays, 1986; Towle e cols, 2001). Em relação à incubação com a ouabaína, 

um inibidor específico da Na,K-ATPase, inibiu completamente a excreção de NH+
4. Um 

segundo mecanismo encontrado foi observado em Carcinus maenas (Weihrauch e cols, 

1998; Weihrauch e cols, 2004) pois o tratamento com ouabaína inibe a excreção de 

NH+
4  parcialmente, consistente com um segundo mecanismo responsável pela extrusão 

branquial de NH+
4 nesta espécie, que envolve um H+- ATPase do tipo V. E por fim no 

siri Callinectes danae a excreção de NH+
4 ocorre de modo sinérgico ao transporte de K+ 

(Masui e cols, 2002) resultando em um aumento de ± 50% na atividade catalítica da 

Na,K-ATPase. 

Deste modo testamos o efeito que a subunidade γ causaria na estimulação da 

atividade Na,K-ATPásica  por íons NH+
4 (figura 29). Nossos resultados demonstraram 

que o K0,5 da enzima para o NH+
4 (9,62 ± 1,01) sofreu um decréscimo de  10 vezes na 

presença da subunidade γ (1,09 ± 0,78), além modificar o nH da enzima (controle = 1,1 

± 0,145; γ = 2,32 ± 0,156); mostrando que ocorre uma grande alteração na afinidade da 

enzima pelos íons NH+
4 , além de induzir um aumento da cooperatividade (Figura 29 e 

tabela 2). A importância deste aumento deve-se ao fato que os crustáceos nem sempre 

estão localizados em um ambiente onde a água está bem oxigenada e não poluída (NH+
4 
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5 µM), e  por outro lado eles podem entrar em contato com concentrações  superiores a 

2,5 mM de NH+
4 (anóxia, águas parada entre outros) (Weihraulch e cols, 2004). Este 

resultado demonstra a importância da Na,K-ATPase neste transporte auxiliar de íons 

NH+
4  realizado pela bomba, considerando-se os fatores citados anteriormente; a 

regulação deste transporte pela subunidade γ torna ainda mais importante o papel da 

Na,K-ATPase de C. danae na excreção deste íons. 

A presença de um proteolipídeo na preparação da Na,K-ATPase de C. danae que 

foi fosforilado pela PKA levou-nos a testar o efeito que a adição do γ fosforilado por 

PKA ou PKC causaria na atividade enzimática da enzima. Como pode ser visto na 

figura 23 na presença do γ fosforilado por PKA, a atividade da enzima sofre um 

estímulo em torno de 80% (o dobro da estimulação do γ não fosforilado), mas por outro 

lado o γ fosforilado por PKC (figura 24) apresentou uma discreta ativação da enzima. A 

diferença aqui obtida, PKA e PKC, devem ser atribuídas ao fato de que os resíduos 

fosforilados no γ são diferentes, logo temos uma serina que é fosforilada pela PKA, 

fazendo com que exista uma interação mais lenta, porém com um resultado final o 

estímulo, sendo que o mesmo não acontece com o γ fosforilado pela PKC (treonina); 

mais ainda sim, um estudo mais detalhado sobre as regiões que ocorrem as interações 

entre esta subunidade deve ser feita para um melhor esclarecimento (Cortes, 2007).  

Nossos resultados mostram que a subunidade γ afeta (aumenta) a afinidade da 

enzima para o K+ e para ATP, enquanto que vários autores observaram um decréscimo 

K 0,5 K+ (Béguin e cols, 1997; Crambert e cols, 2002; 2005; Arystharkova e cols, 1999; 

Béguin e cols, 2001; Pu e cols, 2001; Cortes e cols, 2006), e esta função, extrapolando 

os nossos dados para o FXYD2 encontrado nesta preparação, seria de grande valia para 

os siris eurialinos, uma vez que durante o seu ciclo de vida estes animais tendem a 

habitar ambientes onde a osmolaridade do meio é muito inferior ao da sua hemolinfa 
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(águas salobras, estuários e água doce). E diferente de outros crustáceos, os animais 

eurialinos não possuem a capacidade de absorção de sal da sua urina primária, sendo 

assim, eles sempre perdem sal para o meio ambiente; desta maneira um aumento na 

afinidade da enzima por K+ garantiria que as células brânquias manteriam a 

concentração deste íon de modo adequado para a manutenção do seu potencial, já que 

em um meio diluído a oferta deste íon torna-se muito menor. Em adição isto permitiria 

que o conteúdo de ATP produzido pelas células agora nesta situação fosse mais 

direcionado a manutenção do equilíbrio iônico-osmótico. 

 

5.4 - A regulação do sítio de NH+
4 por Mg+2 e espermidina. 

Apesar de possuir  um sítio extra para a ligação de íons amônio a Na,K-ATPase 

de C. danae comporta-se de maneira igual as outras Na,K-ATPases no que diz respeito 

ao efeito do Mg+2, pois apesar de ser essencial para a atividade da enzima (é o complexo 

ATP-Mg que se liga à enzima e não o ATP sozinho), uma concentração acima de 3 mM 

é sempre capaz de inibir a enzima deslocando o equilíbrio para a forma E2 (figura 30). 

Parece que em altas concentrações o Mg+2 ocupa um sítio inibitório na enzima, e em 

mamíferos este efeito foi atribuído a ligação a forma E2K, diminuindo a afinidade da 

enzima por ATP, o passo limite do ciclo de reação (Fontes e cols, 1992; Pedemonte & 

Beugé, 1983).  

O significado fisiológico da inibição da enzima em alto magnésio não está claro.  

Concentrações de magnésio livre na hemolinfa do siri eurialino Cryptograpsus 

angulatus estão em torno de 12 mM (Mañanes e cols, 2002). Assumindo uma 

concentração similar na hemolinfa de C. danae, a bomba seria exposta a concentrações 

acima dos níveis inibitórios. Logo, os resultados apresentados na figura 30 poderiam 

sugerir um mecanismo regulatório, o antagonismo entre NH+
4 e Mg+2 da atividade da 



 - 106 -

enzima via a sua superfície extracelular (tabela 3). Aumentando-se a concentração de 

NH+
4 na hemolinfa pode-se minimizar o efeito da inibição por Mg+2, por deslocar a 

enzima de volta à forma E1, expondo o sítio adicional para a ligação do NH+
4, e 

substituindo o íon K+. 

Lovett and Watts, 1995 mostraram que durante a aclimatação do siri Callinectes 

sapidus a um meio de salinidade alta ocorria um aumento da produção de poliaminas 

(putrescina, espermidina e espermina) na hemolinfa destes animais, sugerindo que estes 

compostos estariam envolvidos na regulação osmoregulatórias neste crustáceo. Deste 

modo estudamos a ação que a poliamina espermidina teria no sítio de NH+
4. A 

incubação da enzima com 2 mM de espermidina resultou numa inibição do estímulo que 

este íon causa, diminuindo a Vmax da reação, sem alterar a afinidade da enzima por 

NH+
4 (figura 31). A inibição provocada pela poliamina é devido ao fato de que em pH 

fisiológico estas substâncias comportam-se como policátions, logo ao entrarem em 

contato com os resíduos negativos das cadeias laterais dos aminoácidos envolvidos no 

transporte de cátions, elas iriam se ligar a estes resíduos e desta forma iriam competir 

com a ligação cátion - NH+
4 –  em seu sítio, e esta competição e futura inibição pode ser 

atribuída também ao impedimento estérico que as poliaminas em questão causariam na 

ligação do NH+
4. 

 

5.5 - A regulação da Na,K-ATPase das brânquias de C. danae por Hormônio 

Juvenil de Inseto. 

Os mecanismos pelos quais os crustáceos percebem as mudanças na 

osmolalidade interna e externa, e como ocorre a transmissão do sinal para o seu sistema 

neuro-endócrino não são bem conhecidos. O controle da osmolalidade da hemolinfa dos 

crustáceos eurialinos deve ser finamente controlado, e um processo rápido e preciso 
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deve existir para que estes animais sobrevivam nestes ambientes com uma drástica 

mudança de salinidade.  Um amplo estudo direcionado para a Na,K-ATPasse ao longo 

dos anos tem mostrado a importância desta enzima na regulação iônica “rápida”  nestes 

animais, e indicando possíveis reguladores da enzima ao longo deste processo.  

Ao longo dos anos as pesquisas realizadas nesta área vêm evoluindo e indicando 

possíveis reguladores, como exemplo temos o extrato do órgão pericardial do Carcinus 

maenas que demonstrou um aumentou da captação de Na+ e da atividade da Na,K-

ATPase (Sommer & Mantel 1988), e este efeito foi mimetizado por dois componentes 

do extrato, a dopamina e a octopamina (Lohrmann & Kamemoto 1987). A infusão de 

dopamina nos crustáceos vivos ou a perfusão através das brânquias isoladas demonstrou 

um rápido aumento no nível de AMPc na atividade da Na,K-ATPase de muitas espécies 

(Kamemoto & Oyama, 1985; Sommer & Mantel, 1988; Morris & Edwards, 1995; Mo e 

cols, 1998). A transferência dos crustáceos de um meio de alta salinidade para outro de 

baixa, foi descrito por exibir um aumento no nível de AMPc nas brânquias anteriores e  

posteriores do Carcinus maenas (Sommer and Mantel, 1991), sugerindo que o aumento 

de AMPc pode estar envolvido numa prévia resposta da aclimatação a salinidades 

reduzidas. Corroborando com estes dados, experimentos em Eriocheir sinensis 

Riestenpatt e cols, 1994 mostraram que um aumento de AMPc estimulou a captação de 

Na+ e Cl-.  

Além desses estudos Lovett & Watts, 1995 demonstram que durante o processo 

de aclimatação, transferência do animal da água doce para a água salgada, do siri C. 

sapidus, ocasiona um aumento da produção de poliaminas nos pares brânquiais 

posteriores, que são justamente os pares responsáveis pelo controle osmoregulatório do 

animal, e posteriormente Silva e cols, 2008 mostraram que o efeito das poliaminas na 

Na,K-ATPase das brânquias do siri Callinectes danae era devido a competição que 
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estas substâncias tinham pelo sítio de cátions (neste caso o  efeito sobre o Na+ e a 

estimulação por NH+
4 foram bem evidenciados) além do fato de que as poliaminas 

parecem estabilizar a conformação E1 da enzima. 

O metil farnesoato, um sesquiterpeno não epoxidado estruturalmente parecido ao 

hormônio juvenil de inseto (Borst & Tsukimura, 1991; Laufer e cols, 1987), é secretado 

pelo órgão mandibular é está presente na hemolinfa de uma variedade de crustáceos. 

Recentes estudos têm sugerido que o metil farnesoato está envolvido na regulação de 

processos similares aos descritos em insetos (reprodução, muda, desenvolvimento larva, 

morfogênese, síntese de proteínas (Nagaraju, 2007). 

Como dito anteriormente o controle hormonal da osmoregulação em 

invertebrados não está estabelecido e poucas informações existem até o presente 

momento. Recentemente estudos com o caranguejo aranha, L. emarginata, indicaram 

que o estresse hiper osmótico eleva a síntese de metil farnesoato, em parte por estimular 

a atividade da metil transferase no órgão mandibular (Ogan e cols, 1997). Lovett e cols, 

1997 observaram que o nível de metil farnesoato da hemolinfa responde a certo número 

de estressores, incluindo o aumento de temperatura, anoxia, manuseio e exposição à 

água diluída. E foi demonstrado que o nível de metil farnesoato estava aumentado no 

stress hipo-osmótico (Lovett e cols, 2001). Todavia a significância fisiológica deste 

efeito não está clara. A adição do hormônio ao homogenato de Artemia salina aumentou 

a atividade da Na,K-ATPase (Ahl and Brown, 1991), e tal efeito seria consistente com o 

papel do metil farnesoato na osmorregulação. Em adição estudos realizados com a 

exposição do C. maenas a água do mar isosmótica, com baixa concentração de cálcio e 

magnésio, ou combinações dos dois; ou água diluída com altas concentrações de cálcio 

ou magnésio pode aumentar a produção do hormônio (Lovett e cols, 2006), mostrando a 

existência de uma forte correlação inversa entre o nível de hormônio e a osmolalidade 
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da hemolinfa. Todavia estes estudos não investigaram se o metil farnesoato poderia 

regular a Na,K-ATPase.  

Deste modo decidimos estudar qual seria a ação que este hormônio poderia ter 

na atividade da Na,K-ATPase das brânquias de C. danae e,  para isto, usamos como 

uma substância análoga a este hormônio de crustáceo o hormônio juvenil de inseto (JH 

III). A incubação da Na,K-ATPase com o JH III resultou em uma inibição, diferente do 

resultado obtido por Ahl and Brown, 1991, que demonstraram que a adição de metil-

farnesoato a uma preparação de homogenato total de larvas de Artemia estimulava a 

atividade da Na,K-ATPase. Este efeito inibitório só pode ser observado quando a 

enzima foi tratada com uma pré-incubação em um meio de reação específico para a 

atividade da PKC (comparar figuras 25 e 26 com a figura 27)  

Para definirmos se a inibição da Na,K-ATPase foi provocada pelo JH, e não pelo 

seu solvente ou outra substância presente no meio, uma vez que o JH III foi dissolvido 

em DMSO, nós realizamos um experimento com o inibidor da PKC, a queleretrina, e 

adicionamos em outro tubo de pré-incubação a mesma quantidade de DMSO comparada 

ao hormônio, e como podemos observar a presença da queleretrina reverteu o efeito 

inibidor que o JH III exercia sobre a enzima, deste modo a inibição pode ser atribuída à 

fosforilação da Na,K-ATPase; ou de algum outro fator presente nesta preparação que 

uma vez fosforilado irá regular a atividade da bomba (figura 28). Cabe ressaltar que 

nestes experimentos o ponto controle possuía todo o meio para PKC além do ATP, e 

podemos observar que ocorria um decréscimo de 10% da atividade da Na,K-ATPase, 

comparando-se a enzima não tratada; desta forma o efeito inibitório pode ser atibuído de 

fato ao JH III estimulando a PKC.  

Nossos resultados apontam que a inibição sofrida pela Na,K-ATPase de C. 

danae ocorre via a ativação da PKC, apesar de outros estudos já terem identificado a 
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participação desta cinase na ação deste hormônio (Wyatt and Davey, 1996; Yamomoto 

e cols, 1988), os dados aqui apresentados mostram pela primeira vez presença de um 

sitema receptor-hormônio localizado nas brânquias de um crustáceo eurialino que é 

capaz de regular atividade da bomba de sódio, quer de maneira direta ou não.  

Por outro lado torna-se óbvio que este efeito haverá de alterar de um modo 

“rápido” alguma propriedade cinética da Na,K-ATPase de modo a torná-la inibida, e 

devemos atentar que possíveis receptores nucleares para o hormônio juvenil tem sido 

sugeridos na literatura (Henrich e cols, 2003) logo uma regulação a longo prazo pode 

eventualmente realizada por este hormônio. 

Portanto, assumindo uma estreita relação entre o hormônio juvenil e o metil 

farnesoato (figura 32), e obviamente atribuindo estes efeitos observados ao metil 

farnesoato, os resultados apresentados podem sugerir uma regulação rápida da enzima; e 

uma mais lenta, nos quais os processos de síntese e degradação estariam envolvidos. 

Desta maneira seria preenchido um grande espaço na compreensão dos mecanismos 

fisiológicos que regulam a atividade da Na,K-ATPase nos crustáceos. Ainda assim a 

presença de uma pequena diferença estrutural do JH III pode ser responsável (ou 

mesmo, não descartar possíveis efeitos específicos que talvez não possam ser 

observados no tratamento com metil farnesoato). 
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Figura 32: Fórmula estrutural do metil farnesoato (A) e hormônio juvenil 
de inseto (B). 
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5.6 - Conclusões finais. 

 A Na,K-ATPase é uma enzima de grande importância para o controle 

osmoregulatório nos crustáceos, e diferente de outros animais a enzima encontrada nas 

brânquias de C. danae está envolvida no transporte e excreção do íon NH+
4. Portanto, 

como pode ser observado na figura 33, através dos nossos resultados, propomos que a 

Na,K-ATPase das brânquias de C. danae, possui um sítio inibitório para a ligação de 

íons Mg+2, que aparece quando a enzima está na conformação E2,  considerando-se que 

a concentração deste íon é alta em um ambiente salino, leva a clara idéia que nesta 

condição a atividade estaria reduzida. Todavia este efeito pode ser antagonizado pelo 

sítio de NH+
4 que reverteria o efeito do Mg+2 na Na,K-ATPase das brânquias de C. 

danae, pois a levaria para a conformação E1, que não expõem o sítio inibitório para a 

ligação do Mg+2. Este efeito de antagonismo seria ainda mais favorecido pela presença 

do FXYD2, pois este componente foi capaz de aumentar em 10 vezes afinidade da 

enzima por NH+
4, logo os efeitos combinados levariam a enzima a conformação E1,  

acabando então com a inibição. 

 Um aspecto importante de notar é que o antagonismo que existe entre o NH+
4  e 

o Mg+2, só poderá ocorrer se o sítio de ligação para aquele cátion esteja disponível, e 

esta condição se dá quando a enzima encontra-se com os sítios de K+ totalmente 

saturado pelo próprio, pois caso contrário o que teremos é simplesmente uma 

substituição  entre K+ e o NH+
4 no transporte da enzima. Logo para que isto não ocorra 

o FXYD2 também modula positivamente o sítio de K+ da Na,K-ATPase das brânquias 

de C. danae, logo uma menor quantidade de íons K+ é requerida para a saturação dos 

seus próprios sítios,  que resultaria num efeito pronunciadamente  mais rápida no sítio 
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de NH+
4 da enzima de C. danae.  Deste modo estabelecemos uma relação entre os dados 

das figuras 16, 23e 30. 

 Importante dizer que a modulação que o FXYD2 causa na Na,K-ATPase das 

brânquias de C. danae não seria só importante para conter a inibição por Mg+2, mas 

também por favorecer a energia extra que facilitaria o transporte do próprio NH+
4, que 

ao ser excretado é trocado pelo Na+ movimentando este íon do meio interno para o meio 

externo, contribuindo então para o aumento na captação deste cátion durante o processo 

de aclimatação do C. danae. E aplicando-se os resultados das poliaminas, considerando-

se que estas substâncias são estimuladas quando o animal está em um meio de alta 

salinidade, fica óbvio que com este fato ocorrerá também uma aumento na produção de 

amônio, que será eliminado pela Na,K-ATPase. Sendo assim temos que nestes 

crustáceos a presença do FXYD2 seria de grande importância para a aclimatação do C. 

danae. 

 Outra característica marcante do nosso sistema é a ação de proteínas cinases, 

estimuladas através do hormônio juvenil, espermina e espermidina, e da adição do 

DbAMPc, que implica que  o controle da Na,K-ATPase durante a aclimatação não 

apenas  se restringe a uma modulação direta da atividade da bomba de Na+ pela  

subunidade α, mas sim uma complexa rede de sinais que podem favorecer ou 

desfavorecer  as interações que existem entre esta subunidade e o FXYD2. Esta 

afirmativa é baseada no fato de que a fosforilação do FXYD2 pela PKA ocorre em uma 

condição “natural” da enzima; e a adição do FXYD2 exógeno resultou em um estímulo  
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Figura 33: Modelo hipotético para a excreção de amônia através das brânquias de 

C. danae. O mecanismo responsável para a excreção de NH+
4 é a Na,K-ATPase 

localizada na membrana basolateral. Um adicional transporte, inibido por Mg+2, que 

aparece quando a enzima está saturada por K+ (2) canal de K+ sensível a Cs-; (3) junções 

(4) Na+/ NH+
4; (5 )estrutura similar a um canal de íons presente nas cutículas, que 

permite a difusão do NH+
4 para o meio externo; (6) formação de vesículas contendo 

NH+
4 para posterior eliminação; (7) transportador de NH+

4, uma proteína similar a 

Rhesus. (Masui e cols 2005). 
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 em torno de 80% da atividade Na,K-ATPase de C. danae o que sugere que a presença 

desta subunidade é um forte candidato a modular as propriedades catalíticas exibidas 

pela subunidade α da Na,K-ATPase das brânquias do siri eurialino C. danae. 

 Considerando-se que a Na,K-ATPase das brânquias de C. danae possui uma 

resposta mais “efetiva”, ou seja, um Km ATP muito inferior ao descrito para as enzimas 

de outros crustáceos, sugerimos também que a mesma estaria mais apta aos processos 

de adaptação deste crustáceo. Considerando que a concentração de ATP necessária para 

uma perfeita atividade da enzima, encontra-se inferior ao descrito para outros animais, 

isto nos levar a crer que em situações de estresse nestes animais, que fizessem com que 

o nível intracelular de ATP caísse; um fator de risco para o controle osmorregulatório, 

levaria a uma carga de ATP mais baixa. Entretanto comparando-se a afinidade por ATP 

entre as diferentes Na,K-ATPase dos crustáceos, temos que este não seria um grande 

problema para o siri C. danae. 

 Portanto, sugerimos a presença um sistema hormonal com suas proteínas 

cinases, as poliaminas, o íon Mg +2 e FXYD2 como efetores para o controle das 

propriedades catalíticas da Na,K-ATPase  durante a aclimatação dos crustáceos visando 

um controle dinâmico do processo de osmorregulação que ocorre nestes animais. 
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6- Futuros objetivos 
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1- Definir o efeito que o hormônio juvenil teria na atividade catalítica da Na,K-
ATPase das brânquias de C. danae estimulada por Na+, K+, NH+

4, ATP e Mg+2.  

 

2- Relacionar o processo da aclimatação do C. danae com a expressão diferencial 
do FXYD encontrado nesta preparação, e estabelecer qual seria a importância 
dos cátions ou anions neste processo. 

 

3- Estabelecer uma cultura de células provenientes das brânquias de C. danae para 
compreender melhor o efeito das poliaminas em diferentes meios salinos, 
relacionando-os às proteínas cinases que são ativadas durante o estresse 
osmótico aos quais estes animais podem se submeter. 

 

4- Elaboração de um protocolo para uma purificação da Na,K-ATPase, afim de se 
obter uma fração enriquecida deste enzima para experimentos que visem a 
identificação de seu padrão clivagem, e posteriormente a presença do sítio de 
ligação do NH+

4. 

 

5- Identificar o papel que outros reguladores endógenos (dopamina, octopamina) 
teriam na Na,K-ATPase das células brânquiais cultivadas. 

 

6- Estabelecer a seqüência de aminoácidos desta proteína, objetivando a 
identificação dos possíveis resíduos envolvidos na ligação dos cátions. 

 

7- Relacionar o FXYD com as proteínas cinases estimuladas por poliaminas e a sua 
ação final diante da atividade da Na,K-ATPase em diferentes meios salinos. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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