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“E aqui chego a ultima obje¢do que me impus.
Ndo resguardei os apontamentos obtidos em
largos dias e meses de observagdo (...) Mas que
significa isso? Essas coisas verdadeiras podem
ndo ser verossimeis. E se esmoreceram, deixa-
las no esquecimento: valiam pouco, pelo menos
imagino que valiam pouco. Qutras, porém,
conservaram-se, cresceram, associaram-se, e é
inevitavel menciona-las. Afirmarei que sejam
absolutamente exatas?”

Memorias do Carcere _ Graciliano Ramos

O questionamento ¢ o Unico e intermindvel caminho. Ciéncias exatas ou
“ndo” .... Pesquisa Basica ou Aplicada ? ... As novas descobertas estdo a espera de
superacdo... dia apds dia apontar novas contradi¢des! Este trabalho, portanto, como Tese de
Doutorado, ndo configura apenas o fim de uma etapa com respostas a questionamentos

anteriores; mas também, um direcionamento para novas indagagdes.
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Resumo.

Nossos resultados confirmam a presenca de um sitio de alta afinidade para a
hidrolise do ATP na Na,K-ATPase de Callinectes danae, descrevemos este sitio quando a
enzima ¢ fosforilada por ATP em alta concentragdo de NaCl (100 mM). Foi realizada uma
imunoidentificagdo do FXYD2 da Na,K-ATPase proveniente da preparacao das branquias
de Callinectes danae com o anticorpo para o FXYD2 de mamiferos que foi capaz de
detectar sua presenga nesta preparagdo. O FXYD2 presente nesta preparacao foi fosforilado
por PKA e também por cinases ativadas por poliaminas. A adi¢do do FXYD2 exo6geno (rim
de porco) a Na,K-ATPase de C. danae resultou em uma estimulacao de 40% na hidroélise
do ATP. Nossos resultados demonstram que este efeito foi devido a um aumento na
afinidade (Ko ) e na velocidade méxima (Vpax) da enzima em presenca do ion K; enquanto
que nos experimentos com o fon Na' e com ATP ocorreu somente uma estimulagdo da
Vinax- O FXYD2 previamente fosforilado por PKA estimulou a atividade da enzima em 80-
90%, o que ndo foi observado para o tratamento com o FXYD?2 fosforilado por PKC. A
atividade da Na,K-ATPase foi ensaiada apos a pré-incubagdo com o hormonio juvenil de
inseto em no meio para a ativagao da PKC, e observou-se uma inibi¢ao da atividade Na,K-
ATPasica, sendo que este efeito foi prontamente revertido pelo uso de queleritrina-Cl (um
inibidor de PKC). A incubagdo da Na,K-ATPase com poliaminas e diferentes
concentragdes de Mg demonstrou que estas substincias inibem o efeito estimulatério que
o cation NH', exerce na enzima do crustaceo. Em contraste, a incubagio da enzima com o

FXYD2 exégeno foi capaz de modular positivamente a afinidade da enzima por NH',,



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 y subunit (FXYD?2) antibody detected the presence of this subunit in the functional
complex of the enzyme, and it was observed that FXYD?2 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
(Kos) and (Vimay) of the enzyme in the presence of K™ ion, while in experiments with Na"
and ATP occurred only a stimulation of the Vy,.x. 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™ concentrations shown that these substances inhibit the stimulation of Na,K-
ATPase of C. danae by NH', ions. Interestingly, the incubation of the enzyme with
exogenous FXYD2 was able to increase the affinity of the enzyme by NH',. Such effects of
the FXYD?2 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 - Introduciao



1.1 — Os crustaceos e os processos de osmoregulagio.

Os crustaceos sdo amplamente distribuidos na natureza. A maioria dos biodtopos
conhecidos possuem representantes aquaticos, semi-terrestres e terrestres, que se
adaptaram as variadas demandas fisicas e quimicas do ambiente em que vivem, tais
como: a salinidade; a temperatura; a pressao hidrostatica; o ciclo luz-escuridao e o pH.

Os ambientes que ficam sujeitos a variagdes de salinidade, tais como estuarios e
areas costeiras sujeitas as agdes das marés, representam uma barreira ao estabelecimento
dos crustaceos, pois estas condigdes instaveis acarretariam um grande estresse idnico e
osmotico. Entretanto ao longo da evolucdo diversos grupos de crustdceos tornaram-se
capazes de viver nestes ambientes e também de ocupar areas com a salinidade inferior a
da 4gua do mar (aguas salobras, rios e lagos).

As flutuagdes de salinidade induzem o organismo aquatico a exibir dois tipos de
comportamento, que os levam a classificagdo como crustaceos estenoalinos e eurialinos.
Os estenoalinos sdo representados pelos animais que vivem em agua salgada ou em
agua doce, mas sdao incapazes de se adaptar a grandes alteracdes de salinidade. A
pressdo osmotica e as concentragdes de Na' e CI na sua hemolinfa sdo idénticas a da
agua do meio, e representam um grande problema residual. Nao possuindo os
mecanismos necessarios para a manutencdo do fluido corporal em qualquer
concentragdo que nado seja a do ambiente, estes animais permanecem em total equilibrio
com a sua vizinhanga, sem a possibilidade de poder submeter-se a qualquer mudanga.
Como resultado, os animais combinam tais limitacdes ¢ sdo confinados a um habitat
estavel e homogéneo. Exemplos significativos destes sdo os caranguejos aranha Maja
sp, € o caranguejo Cancer pagurus, pois quando eles sdo abruptamente transferidos da
agua salgada para um meio mais diluido, estes animais ganham agua e perdem ions

inorganicos, € em pouco tempo (algumas horas) eles morrem (Péqueux, 1995).
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Os animais eurialinos podem manter um estado hiperosmético de sua hemolinfa
em relacdo ao meio externo diluido, 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 sdo classificados como reguladores
fracos ou fortes (Kischner’s, 2004). Os reguladores fracos exibem uma limitada
capacidade em manter um estado hiperosmoético da sua hemolinfa na dgua diluida, logo
eles ndo podem permanecer neste ambiente por um longo tempo. Os reguladores fortes
tém a capacidade de controlar e regular a composicdo de sua hemolinfa, a um nivel
osmotico quase constante e acima da escala encontrada na agua doce. Esta caracteristica
representa um ganho evoluciondrio, que permite aos crustaceos colonizarem ambiente
de salinidades menores que a dgua do mar (estudrios e aguas salobras) e até mesmo
ambientes de 4gua doce (rios e lagos). Esta capacidade esta condicionada ao
desenvolvimento de mecanismos fisioldgicos eficientes, que permitem ao animal
manter o volume celular e a concentracdo i6nica e osmdtica do fluido intra e
extracelular em niveis compativeis com as fungdes vitais.

O caranguejo Callinectes danae Smith 1869 (Figura 1), ¢ um eurialino forte e
um osmorregulador fraco, de grande interesse comercial, distribuido desde a Florida até
o sul do Brasil (Melo, 1996; Chacur, 1998; Weber & Levy, 2000; Chacur & Negreiros-
Fransozo, 2001). Ele habita regides de estuarios, mangues, baias, dguas costeiras e mar
aberto, até aproximadamente a 75 metros de profundidade. Parecido com muitos siris do
género, C. danae move-se em areas onde ocorre uma grande variacdo de salinidade, e
na fase adulta muitos sdo encontrados em aguas de salinidade moderada (28-35 ppm),

porém sdo influenciados por dguas doces no verdo (Willians, 1974).
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Figura 1: Siri eurialino Callinectes danae. (Braga e cols 2005)
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Por causa dos processos migratorios e das condigdes ambientais a que estdo
expostos, 0s caranguejos que estdo em um ambiente onde o osmolalidade do meio ¢
menor do que a da sua respectiva hemolinfa, sofrem uma perda passiva de ions ¢ um
fluxo (ganho) de 4agua. Para reduzir este movimento passivo de ions e dgua, caranguejos
toleram um moderado decréscimo na osmolalidade de sua hemolinfa (reduzindo o
gradiente osmotico). Deste modo, a perda idnica nestes animais ¢ compensada por uma
série de transportadores localizados nas branquias posteriores dos crustaceos eurialinos.
Portanto, a osmorregulacdo ¢ na verdade uma estratégia adotada pelos crustaceos para
poderem manter uma concentracdo osmética do fluido celular relativamente constante,
independente da salinidade do meio externo. Dessa maneira ¢ possivel preservar os
tecidos internos da exposicdo a mudangas drésticas 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 branquias dos crustaceos sdo 6rgdos multifuncionais (Figura 2). Em adi¢do a
sua funcdo no controle das trocas gasosas (McMahon & Wilkens, 1983), elas sdo
essenciais para homeostase idnica e osmotica (Potts & Parry, 1964; Mantel and Farmer,
1983). Nos crustdceos que migram da agua salgada para a dgua doce, uma absor¢do
transbranquial ativa constitui um elemento do processo hiperosmoregulatorio (Mantel
and Farmer, 1983; Péqueux e cols, 1989; Péqueux, 1995; Onken & Riestenpatt, 1998;
Kirschner, 2004;). Embora pouco compreendido, o processo de secre¢do de NaCl em
crustdceos estuarinos e hiporeguladores em meio marinho, parece ser gerado nas
branquias (Freire e cols, 2008). A homeostase de calcio ¢ outra importante funcdo das
branquias dos crusticeos, e em particular nos crustaceos que se submetem ao ciclo de
mudas (Neufeld and Cameron, 1993; Wheatly, 1999; Wheatly e cols, 2002 ¢ Ahearn e

cols, 2004). Recentemente a secre¢do ativa de amdnio nas branquias dos crustaceos foi



Figura 2: Representacio esquematica da morfologia e estrutura fina das branquias
dos caranguejos 1- cuticula, 2- célula principal, 3- célula pilar, 4- espaco hemolinfatico
e 5- septo intralamelar. O desenho estd baseado nos estudos microscépicos realizados
em Uca ssp (Onken & Riestenpastt, 1998; Freire e cols, 2008). Painel inferior:

Microscopia das branquias de Ucides cordatus (Martinez e cols, 1999)
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identificada e caracterizada (Weilrauch e cols,1998,2001, 2002 ¢ 2004; Gargon ¢ cols,
2007, Santos ¢ cols, 2007).

Apesar de existirem diferentes detalhes na micro-anatomia e na ultra-estrutura
das branquias de caranguejos (Figura 2), que variam de uma espécie para outra, elas
podem ser consideradas como um exemplo da organizagdo basica das branquias dos
crustaceos de um modo geral (Péqueux, 1995; Towle, 1997). As branquias dos
caranguejos (Figura 2) sdo estruturas multilamelares, nas quais cada lamela consiste de
um envelope cuticular banhado externamente pela dgua do meio-ambiente e revestido
internamente por uma Unica camada continua de células epiteliais que formam um
compartimento estreito por onde flui a hemolinfa (Mantel & Farmer, 1983; Barra e cols,
1983). As superficies apicais das células epiteliais estdo voltadas para o meio externo e
sdo amplificadas por microvilos. As membranas basolaterais sdo banhadas pela
hemolinfa, altamente invaginadas e associadas a numerosas mitocondrias. Estas
invaginagdes de membrana associadas as mitocondrias sdo denominadas de bombas
mitocondriais de epitélios transportadores de ions (Péqueux, 1995).

Os maiores contribuintes para a osmolalidade da hemolinfa sdo os ions
inorganicos, essencialmente o Na' e CI'. Assim, a regulacdo do fluxo destes dois ions,
representa um aspecto fundamental para a capacidade osmoregulatoria destes animais
(Péqueux, 1995; Towle 1997; Castilho e cols, 2001; Henry e cols, 2002; Kirschner,
2004). O processo de captura ativa de fons Na™ que é realizado pelas branquias dos
crustaceos hiper reguladores em meios diluidos estd 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 participagdo
coordenada de varios 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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Figura 3: Representacio esquematica dos transportadores e enzimas envolvidos no

transporte de ions nas branquias dos siris eurialinos. E importante observar que a

composi¢ao e localizagdo das enzimas e transportadores podem variar entre as

diferentes espécies de crustdceos. A figura representa a identificagdo de varios

componentes descritos até o presente momento em diferentes crustaceos

. 1 Na,K-

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

trocador HCOs7/Cl; 6- H'-ATPase; 7- anidrase carbonica; 9- proteina Rhesus,

transportador de NH,".

(Péqueux 1995; Towle, 1997), e segundo alguns autores, havera 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 presenca de um ou mais
transportadores pode ser especifico para uma determinada espécie de crustaceo. Estes
transportadores estdo 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). Ja estd bem
estabelecido que a Na,K-ATPase presente no tecido das branquias posteriores da
maioria dos crustidceos, desempenha um papel central nesse mecanismo de captura
i0nica, transportando os ions sodio das células do epitélio branquial para a hemolinfa,
diminuindo localmente a sua concentragdo. Neste sentido existe uma estreita relagdo
entre a atividade especifica 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 as mudangas no meio ambiente e
manter uma relativa constancia do seu meio interno representa uma propriedade
fundamental para o desenvolvimento celular. Em resposta as perturbagdes externas, as
células ativardo uma série de sistemas de transportes contidos em sua membrana como
um esfor¢co para manter a sua homeostase. A ligacdo da energia metabolica para a
funcdo celular e a sinalizagdo entre as necessidades da célula depende de uma
distribuicdo assimétrica de ions através de sua membrana celular. Todas as células
contém muito mais K e muito menos Na™ do que os seus arredores, ¢ a diferenca na
concentragdo destes cations, que resulta na formag¢ao de um potencial de membrana, ¢
finamente regulada. A existéncia de um transportador de sddio na membrana plasmatica
de células animais foi postulada primeiramente por Dean em 1941, que introduziu o
termo “bomba” para explicar a distribui¢do assimétrica dos cations. Porém 20 anos mais
tarde, estudos com axonio de lulas gigantes estabeleceram a existéncia de um transporte
ativo de Na" e K (Caldwell e cols, 1960). A presenga de uma enzima que hidrolisava
ATP e requisitava a presenca de Na” e K" para a sua atividade foi conclusivamente
demonstrada por Jens C. Skou em 1957, e esta enzima ¢ conhecida hoje por Na,K-
ATPase.

A Na,K-ATPase ou bomba de sddio ¢ responsavel pelo estabelecimento e
manuten¢do do potencial de membrana nas cé¢lulas animais. Esta enzima ¢ uma proteina
integral de membrana que transporta ativamente ions Na" e K, usando a hidrolise do
ATP. Para cada molécula de ATP hidrolisada, 3 ions Na' sdo transportados para o meio
extracelular e 2 ions 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
metabolica basal) ¢ leva a formagdo de um potencial elétrico e quimico através da
membrana, provendo a base para a comunicagdo neuronal e contribuindo para a
regulagdo osmética da célula. Este gradiente quimico formado pelo gradiente de sodio €
utilizado para o transporte secundario de aminodcidos, glicose, vitaminas e outros
compostos (Emery e cols, 1998; Sweeney & Klip, 1998; Beaugé e cols, 1997; Lingrel,

1992).

1.2.1 A subunidade a

A bomba de Na" é formada por um complexo que envolve trés subunidades, que
sdo designadas como a, B e y (Figura 4) _sendo que a subunidade y (na figura ¢ vista
como sendo o componente FXYD), até o presente momento, ¢ associada a Na,K-
ATPase renal (Scheiner-Bobis, 2002) . A subunidade o (Figura 4), também referida
como subunidade catalitica da bomba, possui um peso molecular aparente que varia de
100 a 113 kDa. Ela estd inserida na membrana de modo que a atravessa 10 vezes,
formando dominios transmembranares que vdo dos segmentos 1 ao 10, nos quais as
porgdes N e C-terminais da bomba estdo voltados para o lado citoplasmatico.

A maneira exata como o C-terminal da subunidade a encontra-se inserido na
membrana ainda esta por ser identificada, uma vez que modelos topoldgicos 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 dominio N-
terminal da enzima ¢ formado pelos segmentos transmembranares 1- 4, com estes
segmentos voltados para o interior da célula, formando duas grandes algas

citoplasmaticas.
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A publicagio da estrutura em alta resolugdo (2.6 Angstron) da Serca (Ca”'-

ATPase de reticulo sarcoplasmatico  Toyoshima e cols, 2000), cristalizada na presenga

’ . 2 . ~ .
de altos niveis de Ca”", presumivelmente na forma E;Ca; propde o mecanismo de

atuacdo de bombas de ions. Para tal, a estrutura da bomba foi dividida em trés

dominios:

a. dominio N (ligacao de nucleotideo),
b. dominio A (atuador) envolvido na transmissdo das mudangas
conformacionais, €

c. dominio P (fosforilagdo).

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

especificar os segmentos da por¢ao N-terminal da subunidade o em (Figura 4):

1)

2)

3)

Dominio A (cor laranja), que compreende a parte citosélica entre os
segmentos transmembranares 2 e 3. Neste dominio, a seqiiéncia TEGS
responsavel pela defosforilagdo da enzima esta inserida. (Toyoshima e cols,
2002, Karlish, 1997; Lingrel & Kuntzweiler, 1994);

Dominio P (azul) e N (verde) que representam uma subdivisdo da grande
alca citoplasmatica localizada entre os dominios transmembranares 4 e 5,
onde encontra-se a por¢do P contendo o aminoacido aspartato que ¢
fosforilado durante o ciclo catalitico da enzima (Post & Kume, 1973; Inesi &
Kirteley, 1992; Stokes e cols, 1994), e a por¢do N que ¢ responsavel pela
ligagdo do nucleotideo ATP.

Os segmentos restantes que vao do 5 ao 10 constituem o C-terminal da

enzima.
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Figura 4: Topologia da Na,K-ATPase. Representacdo da subunidadec,, a subunidade
B, com sua porcdo C- terminal glicosilada (hexagonos brancos) ¢ o FXYD (no texto
referido como subunidade y). O modelo desta figura propde uma divisdo funcional das
alcas citoplasmaticas. Em laranja temos dominio A, constituido pela parte N- terminal,
precedido do primeiro segmento transmembranar entre as algas 2 e 3, contendo o
dominio TGES envolvido na defosforilagdo da enzima. Em azul o dominio de
fosforilagdo localizado entre os segmentos 4 e 5, onde encontramos a seqiiéncia
DKTGT, contendo o aspartato 376 (G) que ¢ fosforilado durante o ciclo catalitico. Em

verde o dominio de ligacdo do ATP (Horisberger, 2004).
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1.2.2 A subunidade B

A subunidade B (Figura 5), é uma proteina de membrana do tipo II, altamente
glicosilada com um peso molecular relativo em torno de 60 kDa (McDonough e cols,
1990). Diferentemente da subunidade o, ela atravessa a membrana plasmatica uma
unica vez, apresentando uma pequena por¢do N-terminal citosdlica, um segmento
transmembranar e um longo C-terminal direcionado ao meio extracelular.

Apesar de todas as principais funcdes da Na,K-ATPase estarem localizadas na
subunidade a, podendo entdo levar a conclusdo de que somente esta subunidade ¢
essencial para o funcionamento da bomba, a subunidade § apresenta um papel essencial
na formacdo de um complexo enzimatico funcional. As fun¢des mais importantes da
subunidade 3 na enzima incluem o seu papel funcional de uma chaperona na estrutura e
na maturacao funcional da Na,K-ATPase (Figura 5); de modo que ela ¢ fundamental
para a formagdo de uma perfeita configuracdo da enzima, necessaria para a saida do
reticulo endoplasmatico (Geering, 2001).

Durante a sintese da subunidade o da Na,K-ATPase, os primeiros segmentos
hidrofobicos do N-terminal sdao integrados do translocon para a bicamada lipidica. A
maior volta central citoplasmatica adota uma conformacdo que ndo expde qualquer
seqliéncia sinalizadora de degradagdo. Por outro lado, devido a informagdes especificas
da seqiiéncia, que impedem a interacdo com superficies apolares, a eficiente integracao
do segmento C-terminal da subunidade o na membrana para a bicamada lipidica ¢ muito
baixa. Na auséncia da co-expressdo da subunidade B, o segmento C-terminal da
subunidade a estd em equilibrio dindmico entre a bicamada lipidica, o translocon e o
citoplasma, com uma alta preferéncia para a fase aquosa (Figura 5).

Nesta configuragdo, a subunidade o estd altamente sensivel a degradagao celular

e tripsindlise. A co-expressao da subunidade o juntamente com a 3 € necessaria para
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ura 5: Topogénese da subunidade o da Na,K-ATPase. A figura demonstra as
interagdes que devem ocorrer entre a subunidade f e o C- terminal da subunidade o,
representado pelos retdngulos com os niimeros 5, 6, 7, 8, 9 e 10, da Na,K-ATPase para
uma perfeita inser¢do da na membrana do reticulo endoplasmatico. Observa-se que na
auséncia da subunidade B o segmento do C- terminal da subunidade o ndo ¢ inserido de
modo adequado na membrana plasmatica (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 B (parte B direita ), a subunidade o ¢

inserida de modo estruturalmente correto na membrana plasmatica (Geering, 2002).
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permitir a exposi¢do dos segmentos M7/M8 da volta extra citoplasmatica para o lado
luminal do reticulo endoplasmarico (RE). O processo de unido entre o ¢ 3 reterd o par
M7/M8 na membrana, permitindo interagdes intramoleculares e a integracdo do
segmento C-terminal para a bicamada lipidica, conferindo entdo a subunidade «o
resisténcia a degradagcdo e tripisinOlise. Podemos observar que uma inser¢ao
inadequada do segmento C-terminal correlaciona-se com a susceptibilidade a
degradagdo celular e, em ultima parte, ao sistema proteossomal (Kirley, 1989; Béguin e
cols, 2000).

Em caminhos opostos aos da subunidade o, a topologia da subunidade B nao ¢
dependente desta parceria. Todavia, como sugerido pela sensibilidade a degradag¢do no
RE, a insercdo estdvel na membrana e o correto posicionamento da subunidade § pode
ou nao contar com interagdes com a subunidade a.

Em adi¢do a fun¢do de chaperona na maturagdo da enzima recém sintetizada, a
subunidade B também tem um papel determinante nas propriedades de transporte da
Na,K-ATPase. A primeira evidéncia da fungdo desta subunidade na ligacdo de cations
foi mostrada na atividade da Na,K-ATPase purificada, considerando que a subunidade 3
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 conseqiiente aumento da
sua afinidade aparente. Além disso, estudos demonstraram que a subunidade B também
pode estar envolvida na migracdo neuronal e adesdo célula-célula, correlacionando-se
com a tumorogénese dos pulmdes, figado e rins nos seres humanos (Akopianz e

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

Um fenomeno essencial para uma célula ¢ a presenca de isoformas enzimaticas,
proteinas homologas que catalisam as mesmas reagdes bioquimicas, apresentando,
porém, diferentes afinidades por substratos ou regulacdes diversas (Market & Moller,
1959). Até o presente momento existem quatro isoformas identificadas para a
subunidade a (al, 02, a3 e 04), e trés para a subunidade B (B1, 2 e p3) (Blanco &
Mercer, 1998). As isoformas da cadeia a sdo produtos de diferentes genes resultando de
“splicing” alternativos com a seqiiéncia completa dos aminoacidos das isoformas,
deduzido a partir do DNA de ratos, aves e homens; e apresentam um conteido de
aminodcidos na ordem de 1014 para a 03, 1024 para a al, 1021 para a 02 e 1028 para a
a4 (Lingrel e cols, 1990).

As identidades das isoformas da cadeia a estdo em torno de 92% quando
comparamos al e 02, e 96% para a al e a3. Acerca da isoforma a4 hé divergéncias a
respeito do valor da identidade em torno de 78% em relagdo a cadeia al. Isto se deve as
grandes diferencgas observadas no N-terminal, no sitio de ligacdao de ouabaina e a regido
citoplasmatica entre os aminoacidos 403 e 503. Por outro lado, grandes similaridades
sdo vistas na regido citoplasmatica mediana, onde estdo localizados os sitios de ligagao
de ATP e fosforilagdo (Levenson, 1994; Mercer, 1993; Lingrel & Kuntzweiler, 1994).

Em relagdo a subunidade B, a seqiiéncia do DNA revelou que esta proteina
possui os seguintes numeros de aminoacidos: 304 para a B1, 290 para a B2 e 297 para a
B3. A homologia das diferentes isoformas chega a ordem de 95% quando comparamos
B1 e B2 em mamiferos, porém este valor decresce até a faixa de 60% quando outras
espécies sdo incluidas. Diferente da cadeia a, a homologia existente entre as isoformas

da cadeia B apresenta-se menor. Comparando-se os polipeptidios da isoforma B1, a
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similaridade existente com a 2 ¢ de 58% (34% de identidade e 24% de substituicdes
favorecidas), e para a B3 o nivel chega aos 68% de homologia.

Comparando-se B3 e B2, temos 61% de similaridade com 49% de residuos
conservados (Malik e cols, 1989). Todas as isoformas da subunidade P sdo glicosiladas,
sendo que a B1 apresenta 3 sitios, com 0s sitios putativos para a glicosilagdo variando de
isoformas e dependendo da espécie. Deste modo, a subunidade 1 de galinha apresenta
4 sitios de glicosilagdo, a de rato 7, a humana 8 ¢ a de camundongos 9 (Chow & Fortes,
1995). A presenca de um ectodominio de 6 residuos de cisteinas formando trés pontes
dissulfeto, quando reduzidas causam uma inativacdo da Na,K-ATPase, além da
presenga de um motivo altamente conservado Tirosina-Tirosina-Fenilalanina-Prolina-
Tirosina-Tirosina também podem ser considerada como uma assinatura de proteinas que
pertencem a familia 3 (Béggah e cols, 1997).

Portanto, com tantas isoformas presentes, podemos propor diferentes
combinagdes de subunidades que proporcionam a bomba diferentes propriedades em
relacdo as respostas que as mesmas podem apresentar ao sodio, potdssio, ouabaina e
ATP (Blanco e cols, 1995; Blanco e cols, 1995b). Logo, as combinagdes possiveis sao
as seguintes:

KosparaoNa'  o2p2>a2p1>alBl=a3p2>03p1
Kosparao K™ alBl>02Bl=02p2>a3p1=a3p2

Com relacdo a afinidade pelo ATP as enzimas compostas por a2 ou o3
apresentam K,, equivalentes, que sdo aproximadamente quatro vezes menores para ol;
j& para o K; para ouabaina as isoformas a3l e a3B2 possuem um nivel alto de
sensibilidade, a2l e a2B2 um valor intermediario e aolfl um baixo nivel de
sensibilidade para o esterdide cardiotonico (Blanco e cols, 1995b; O'Brien e cols,

1994). Até o momento, as propriedades enzimaticas da Na,K-ATPase formada com a
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presenga da isoforma o4 ainda ndo foram analisadas (Woo e cols, 2000), a
possiblilidade da isoforma 3 estar combinada com a a4 ainda ¢ desconhecida, porém os
RNAm para 1 e B2 foram detectados em gonadas (Malik e cols, 1989).

A presenca de tantas isoformas, com pequenas diferengas na atividade e
afinidade para cations e ATP, sdo essenciais e especificas para um requerimento
bioldgico diferenciado. A expressdao da alB1¢ ubiqua, atuando entdo como a forma
majoritaria da bomba; as isoformas podem entdo controlar as fun¢des de cada tecido.
Como exemplo, podemos citar os neurdnios, onde as isoformas al, 02 e a3 estdo
presentes, sendo que al e a2 sdo as responsaveis pelo gradiente i6nico basal, pois a
baixa afinidade para cétions da isoforma a3 fard com que a mesma funcione de uma
forma “menos eficiente”. Porém, com a despolarizacao e repetidos disparos do potencial
de agdo, o gradiente de sodio e potassio ¢ dissipado, e nestas condi¢des as isoformas ale
a2 estardo em condi¢des saturantes, enquanto que a3 sera ativada. Desta maneira a a3
funciona como uma bomba sobressalente, restaurando o potencial de repouso. Além
disso, a a3 possui uma alta afinidade para o ATP, o que a habilita a utiliza-lo nas baixas
concentragdes de nucleotideos préximo a membrana celular, apés uma intensa atividade
neuronal (Blaustein, 1993).

A diferenga funcional para as isoenzimas também ¢ sugerida para uma regulagao
estendida a expressao dos polipeptideos a e B sob varias condig¢des fisiologicas. Durante
o desenvolvimento, a mudan¢a na quantidade relativa de bombas de so6dio ocorre em
varios tecidos. Como exemplo, temos a regulacao da expressao de isoformas do coracao
de ratos, pois, nestes tecidos, entre a segunda e a terceira semana de vida, a expressao de
a3 ¢ interrompida e a2 comega a ser expressa, tornando-se a isoforma predominante no

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

A Na,K-ATPase ¢ 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 presenga de um aminoacido aspartato (no caso, Asp
369) que ¢ fosforilado durante o seu ciclo catalitico (Post & Kume, 1973). As ATPases
do tipo P apresentam-se distintamente em duas conformag¢des definidas como E; e E;
(Glynn, 1993), que sao de fato estados conformacionais que a enzima apresenta durante
o ciclo catalitico (Figura 6).

O inicio do ciclo de reagdes pode ser considerado a partir da ligagdo de uma
molécula de ATP a forma E,(K;) conformacao da enzima com o ion potassio ocluido
que possui alta afinidade por K', apresentando Ko s na ordem de 0.45 mM (passo 8 na
figura 6). A ligacdo do ATP na enzima provoca uma mudanca conformacional para a
forma E; K,.ATP, desocluindo entdio os ions K" e liberando-os para o citosol (passos 9 e
10). Podemos observar que durante os passos do ciclo citado a ligacdo do ATP na parte
“N” da enzima provoca um novo rearranjo distanciando-o de “A” e “P”. A partir da
ligacdo do ATP, a enzima passa a ter alta afinidade para o ion Na* (Kos que varia de
0.19 — 0.26 mM), e entdio 3 fons Na' ligam-se a enzima; sendo que a ligagdo do terceiro
jon Na' causa um novo rearranjo na estrutura, que ¢ agora denominada de E;Na;ATP.
Em relagdo aos movimentos dos dominios observamos o deslocamento de “A” ,
desobstruindo “P”. Ocorre concomitantemente, o deslocamento de “N” posicionando o
fosfato y terminal do ATP _ de acordo com a figura 6, na qual o terceiro fosfato esta
circulado em vermelho  no sitio de fosforilagdo da enzima (P) (passos 1, 2 e 3).

A seguir, ocorre a fosforilacdo do residuo de aspartato da enzima (passo 3). O
Mg™ é muito importante para esta reagdo, fazendo com que os trés fons Na™ sejam

ocluidos pela enzima, que assume e a conformacao E;P(Nas) ( Skou & Esmann, 1992;
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1 E2-P

Figura 6- Ciclo de Reacdes da Na,K-ATPase. A figura mostra as etapas principais do
ciclo catalitico da enzima, evidenciando a entrada e saida dos ions, a participagcdo dos
movimentos das algas intracelulares (dominios A, P e N), bem como as duas
conformagdes principais da enzima: E1 e E2. A seta em circulo no interior da figura
indica o movimento do ciclo, em condi¢des fisiologicas, dependente da razdo
ATP/ADP, porém em condi¢des adequadas o ciclo poderd operar na dire¢do reversa.

(Horisberger, 2004).



-2

Glynn, 1993). Esta forma sofre mudang¢a conformacional, resultando em E,P(Na;) com
a conseqiiente passagem para a forma E,P(Na,) e liberagio simultanea de um ion Na"
para o meio extracelular (De Weer e cols, 1988; Apell e cols, 1998). Obs.: passo ndo
discriminado no ciclo.

A préxima etapa ¢ a desoclusdo dos dois ions restantes, na qual a enzima passa
para forma E,P. Esta conformacdo apresenta uma baixa afinidade pelo Na™ (Kos=
14mM) mas, por outro lado, aumenta a sua afinidade pelo K* (Kos= 0.1 mM). A
ligagdo do K" na enzima induz a defosforilagio da conformagio E,P e a oclusdo de dois
fons K, acarretando a conformacdo E»(K,). Durante estes passos, podemos observar
novamente os movimentos de “A” e “P”; de forma que o dominio A aproxima-se de “P”
“bloqueando” o sitio de fosforilacdo (passos 4, 5, 6, 7 ¢ 8) . Logo, a enzima esta pronta
para outro ciclo de reacdo (Skou & Esmann, 1992; Glynn, 1993).

Estes dois efeitos do ATP, fosforilago e estimulacdo da desoclusdo do K, com
alta e baixa afinidade respectivamente, sdo usualmente considerados como sendo
manifestagdes de um dominio de ligacdo de nucleotideo comum as duas conformacdes
(Kaplan, 2002).

O controle do ciclo em baixa concentracdo de ATP demonstra que a ligagao
deste nucleotideo (com baixa afinidade) na conformacao E,(Ky) sera lenta e o equilibrio
EKy> Ex(K;) permanecerd fortemente voltado em direcdo a forma E,. A velocidade
limitante ser4 a transi¢io de E»(K,) para E\Ks (0.3 sec™). Com altas concentracdes de
ATP (> ImM) a velocidade de turnover depende das razdes de Na” e K. Com baixa
razio de Na'/K™ com [Na']i < 20mM e [K']i > 130 mM, o passo limitante ¢ a

desoclusio de EK,. E com altas razdes de Na'/K" com [Na']i > 20mM e [K']i <
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130mM, os passos limitantes serdo E;P(Na3) <> E,P(Na,) <> E;,P; ¢ a transi¢cdo de EP
para E,P e a desoclusdo de Na' na superficie extracelular (Jorgensen, 2001).

Este ciclo de reacdes em modelo seqiiencial ¢ referido como esquema de Post -
Albers, que ndo leva em consideracdo se a enzima apresenta-se como uma unidade
funcional na forma de um diprotdmero (a2p2), deste modo apresentando dois sitios para
a ligacdo do ATP, ou ainda, como uma estrutura tetraprotomérica (Taniguchi e cols,
2001).

Importantes aspectos das vias bioquimicas incluem a seqiliéncia natural da
ligacdo e transporte de cations e o fato de que a forma E1P ¢ mais suscetivel ao ataque
de 200uM de ADP do que 55M de agua, sugerindo que o centro de fosforilacao poderia
estar mais fechado na forma E1P e mais aberto na forma E2P, que sofre clivagem por
agua. A idéia de que o sitio de ligagao de nucleotideos (e fosforilagdo) abre e fecha
durante as reagdes do ciclo ¢ um importante aspecto do modelo emergente da estrutura
de alta resolucao da Serca (Toyoshima e cols, 2000). As mudangas conformacionais que
a enzima se submete durante o seu ciclo catalitico parece ser um conjunto alternado de
abertura e fechamento de partes citoplasmaticas e intramembranar.

A Na,K-ATPase realiza duas fungdes separadas que, porém, devem estar
acopladas: a hidrolise de ATP e o transporte de cations monovalentes, sendo estas
fungdes realizadas por partes distintas da enzima (Gatto e cols, 1998). A volta
citoplasmatica da alga central entre a regido 4 ¢ 5 da enzima(“N” figura 6) contém
todos os residuos envolvidos na ligacao do ATP, que foram identificados por marcacao
quimica ou mutagdes sitios dirigidas. Este polipeptidio de aproximadamente 430
aminoacidos foi expresso em Escherichia coli e purificado. E foi mostrado que o
peptideo purificado tinha a mesma especificidade da ligagdo nucleotideo como a

proteina nativa e intacta (Gatto e cols, 1998).
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A ligagdo de cations (e oclusdo) ocorre em outra parte da enzima e foi
demonstrada apos extensivos experimentos de protedlises da Na,K-ATPase, que remove
a maioria das partes citoplasmaticas extra da membrana (incluindo quase todo dominio
de ligagdo de nucleotideo). O residuo pds- triptico foi capaz de ligar e ocluir fons K"
(Karlish e cols, 1990). Deste modo o dominio responsavel pelo transporte de cations é
formado por segmentos transmembranares da enzima, e posteriores estudos indicaram
modifica¢des na enzima que resultavam na perda da fungdo (oclusido) sem significante
perda na ligagdo do ATP. E foi demonstrado que um residuo de glutamato (E779) no
segmento 5 removeu a habilidade da enzima em ocluir ions, enquanto a ligacdo de
nucleotideo permaneceu inalterada (Argiiello & Kaplan, 1991 e Argiiello & Kaplan,
1994). Modificagdo em um tnico residuo no dominio de ligagdo de nucleotideo provoca
um pequeno efeito na ligagdo de cations (Ellis-Davies & Kaplan, 1993 e Ellis-Davies &
Kaplan 1994). E por fim um amplo estudo de mutacdes, tornou clara que os residuos da
Na,K-ATPase envolvidos na coordenagdo de cations estdo localizados nas porcdes 4, 5
e 6, que sdo ricas em aminodcidos com cadeias laterais doadoras de elétrons, incluindo
aspartatos (Kuntzweiler e cols, 1996; Vilsen & Andersen, 1998).

A presenga de muitos aminoacidos carregados negativamente nos segmentos
transmembranares (4, 5 e 6, figura 4) e a auséncia de cargas positivas para a
compensac¢ado, leva a uma pronta idéia de que a neutralizagdo da carga e o transporte do
cition ¢ um aspecto importante do transporte transmembranar de ions Na" e K'. A
neutralizagdo da carga serviria para estabilizar o cation a caminho das por¢des da
enzima que estdo localizadas na membrana. Todavia, isto também implicaria que em
circunstancias nas quais a enzima ndo teria nenhum cétion ligado, os segmentos
transmembranares (especialmente o 5 e o 6, que contem 3 residuos carboxil) seriam

menos estdveis por causa da auséncia de cargas que neutralizariam os residuos de
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aspartato e de glutamato (Gatto e cols, 1998; Toyoshima e cols, 2000; Karlish e cols,
1990; Argiiello & Kaplan, 1991).

Apesar da existéncia de uma quantidade aprecidvel de dados sobre a area de
reconhecimento do ATP e de sua coordenacdo com os sitios de ions, 0s mecanismos
moleculares que acoplam a hidrélise do ATP aos mecanismos de abertura de poro para
os ions, e sua translocacdo, ainda ndo estdo bem compreendidos. No caso da Na,K-
ATPase, as observagdes feitas por Armstrong (Armstrong, 1998) nos ajudam a
compreender como uma tnica estrutura pode coordenar o Na” em um momento e o K
em outro.

Na conformacdo E; da enzima o Na' est4 ligado por interacdes ion/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 sitio de
ligacdo do mesmo. A mudanca conformacional relacionada a fosforilagdo da Na,K-
ATPase causa uma mudanga no sitio de ligagio do Na", permitindo a saida do Na" para
o lado extracelular (Armstrong, 1998).

Podemos observar que esta transi¢do ocorre concomitantemente com a expansao
do sitio de ligagdo de cations (conformacio E, da enzima), no qual o ion K™ pode ser
agora acomodado com a interac¢do ion/dipolo em meio aquoso. O sitio, agora expandido,
ndo acomoda o Na', pois este ndo pode ser adequadamente coordenado com os grupos
carbonila. Neste estado, uma troca das moléculas de dgua ao redor do Na' para os
grupos carbonila seria termodinamicamente desfavoravel. Isto se deve ao fato de que
seriam gastos aproximadamente 10 Kcal /mol para remover duas moléculas de agua que

ocupam um volume de 0.38 angstron (diferenga do raio idnico entre 0 K" ¢ o Na") do



-26 -

Na' . Sendo assim este resultado d4 uma preferéncia de seletividade para o K sobre o

Na' na ordem de 10%1 (Armstrong, 1998).

1.2.5 Inibidores: vanadato, ouabaina e endobainas.

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 a enzima no
estado de transi¢do. Devido a esta similaridade estrutural o vanadato liga-se no sitio de
fosforilagdo da enzima, bloqueando o seu ciclo catalitico, aparentemente porque ocorre
a formagdo de uma ligacdo covalente acil-vanadato entre o vanadato e o aspartato que
normalmente sofre fosforilagdo durante o ciclo catalitico, dando origem ao complexo

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

1.2.5.2 — Ouabaina

A Na,K-ATPase ¢ alvo de um vasto nimero de toxinas produzidas por plantas e
animais, uma série de esterdides de ocorréncia naturais, denominados de esterdides
cardiacos ou glicosideos cardiacos (Thomas e cols, 1990; Kaplan, 2002; Scheiner-
Bobis, 2002), como por exemplo a ouabaina. A atividade de bombeamento de ions ¢
especificamente inibida por estas substdncias, que sdo capazes de se ligar
reversivelmente do lado extracelular da bomba, inibindo a hidrélise do ATP pela
bomba, por “prender” a enzima no estado E2-P*-ouabaina (figura 7).

Pelo fato de que estas substancias sdo capazes de inibir a enzima, elas sdo muito
utilizadas para identificar a Na,K-ATPase em diversos sistemas, e estudar o mecanismo
de transporte de ions envolvidos neste sistema. Em condigdes Otimas a ligagdo de

ouabaina ocorre na razdo de 1:1. A inducdo da conformacao E,-P da enzima induz o



Figura 7: Representaciao dos segmentos da subunidade o da Na,K-ATPase que
interagem com a ouabaina. A identificacdo de cada residuo e algas envolvidas na
ligagcdo ou ancoragem da ouabaina estdo referidas no texto. A esfera cinza no centro da

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

Donnet, 2001).
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esterdide a ligar-se a enzima com maior afinidade, resultando na formagdo de um
complexo fosfoenzima/esterdide estavel, denominado de E,-P*ouabaina (Figura 7). A
presenga de ions a serem transportados, portanto, influencia as constantes de
dissociagdo do complexo enzima-ouabaina. Em vista disso, a presenca de K' reduz a
alta afinidade da enzima pelos esteroides no sitio de ligagdo extracelular, enquanto que a
presen¢a de Na' favorece a ligacdo da ouabaina a enzima. Por outro lado, quando na
presenca de Mg ™ e Pi, a baixa concentragdo de Na™ tem o efeito de baixar a afinidade
da bomba pelo esterdide quando o K est4 presente (Scheiner- Bobis, 2002).

A ligacdo da ouabaina na enzima propriamente dita envolve uma série de
aminodcidos. O primeiro grupo destes residuos na alca extracelular esta 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 estdo proximos). O segundo grupo de aminodcidos ¢ composto pelos que
estdo localizados nos fragmentos dos segmentos transmembranares 5, 6, e 7 incluindo
uma arginina 880. E por fim, o terceiro grupo inclui aminoacidos do quarto segmento
transmembranar ¢ dois aminodcidos, cisteina 367 e 656 (Saravazyan e cols, 1997;

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

1.2.5.3. Endobainas

Muitos compostos com a estrutura idéntica ou parecida com ouabaina e
moléculas correlatas, foram identificados em mamiferos e exibem a mesma atividade
biologica que os esteroides cardiotonicos exodgenos (Schoner & Scheiner- Bobis, 2007).
Estes compostos sdo agora denominados de esterdides cardiotonicos enddgenos, ou

endobainas. As substancias identificadas at¢é o momento incluem a ouabaina (plasma,
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adrenal e hipotdlamo), um isomero da ouabaina (hipotalamo), digoxina (urina), e fortes
evidéncias indicam que estas substancias sao sintetizadas pelo cortex da adrenal.

O alvo fisiologico das endobainas parece ser a regulagdo da pressao sangiiinea,
uma vez que ouabaina circulante parece atuar como um modulador da pressao
sangiiinea; atingindo os componentes principais do sistema cardiovascular (coragdo,
vasos ¢ rins). Deste modo a hipertensdo foi relacionada ao aumento dos niveis
plasmaticos de endobainas (Rossi e cols, 1995). O mecanismo pelo qual as endobainas
aumentam a pressio sangiiinea esta ligado ao equilibrio entre 0 Na” e o Ca™ citosélico
via trocador Na'/Ca"™". Deste modo, a inibicdo da bomba de sodio no musculo vascular
liso das células de miocitos pelas endobainas leva a um aumento na concentraciao de
Na' citoplasmético, causando um aumento na entrada da Ca™ na célula para ser
seqiiestrado pelo reticulo sarcoplasmatico (RS). O aumento do Ca™ no RS resulta no
aumento da for¢a de contra¢do de fibras do musculo cardiaco e vascular, aumentando
entdo a pressdo diretamente. Este mecanismo ¢ a base para a reversdo parcial da
insuficiéncia cardiaca, seguida ao tratamento com glicosideos cardiacos, logo se
ocorresse um excesso de produ¢do enddgena de esteroides cardiotonicos um aumento na

pressao arterial podera ser observado.

1.2.6 A Na,K-ATPase como um receptor

A inibi¢do parcial da Na,K-ATPase (50-60%) por concentracdes ndo toxicas de
ouabaina (10 pM), causa um crescimento hipertrofico, além de uma regulagdo
transcricional de muitos genes marcadores relacionados ao crescimento de midcitos (ex:
NF«B, a3, sKATc e ANF) (Figura 8). Estes efeitos da ouabaina envolvem a ativagdo de
multiplas vias de transducao de sinal incluindo, a ativagdao da Src cinase e a fosforilagao

do receptor do fator de crescimento epidermal e outras proteinas, seguidas pela ativagao
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Figura 8: Representacio esquematica da sinalizacio da ouabaina em midcitos
cardiacos. A ligacdo de 10uM de ouabaina na Na,K-ATPase causa uma mudanca
conformacional na enzima, resultando na interacdo entre a Na,K-ATPase e o receptor do
fator de cresciemento (EGF) causando a ativacdo de multiplas vias de transdugdo de
sinais, incluindo a PKC e a ativa¢dao da Src quinase com a fosforilagao de tirosinas do
receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR), que ativa a cascata de sinalizagdo
da via Ras/Raf/Mek/MAPK, o aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio

(ROS) e 0 aumento de sintese de proteinas (XIE, 2001).
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da cascata Ras/Raf/MEK/MAPK. Esta acdo na regulagdo de genes, similarmente aos
efeitos cléssicos na contragdo muscular, sdo dependentes do influxo e aumento da
[Ca™];, indicando que este segundo mensageiro participa dos efeitos da ouabaina na
contratilidade e crescimento. Portanto, estes achados levam prontamente a proposta de
que a ligagdo do inibidor a bomba, neste caso a ouabaina, converte-a em um transdutor
de sinal, que pode operar por vias dependentes ou ndo do calcio (Kometiani e cols,

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

1.2.7 - Regulacdo da Na,K-ATPase por Cinases

A regulacdo da Na,K-ATPase pode ser dividida, por conveniéncia , em periodo
longo, principalmente envolvendo mudangas na velocidade de sintese e degradacdo, e
em periodo curto, responsavel pelas rdpidas alteragdes na atividade da bomba, que
geralmente ocorre em minutos. Portanto, podemos perceber que a enzima esta sujeita a
uma série de controles hormonais. Levando em consideracdo a regulacdo de periodo
curto da Na,K-ATPase, vemos que a mesma ¢ alvo de uma série de hormodnios
(catecolaminas, peptideos hormonais), que atuam através da ativacdo de receptores de
membrana acoplados a proteina G, que inicia multiplas vias de transducdo de sinal
modulando a atividade de grupos de proteinas cinases, fosfolipases e fosfatases (figura
9). Contudo, estabelecer uma funcao precisa da acdo destas proteinas na fosforilacdo da
subunidade o da Na,K-ATPase, permanece incerta, uma vez que os dados atuais a
respeito deste assunto ainda geram conflitos.

As proteinas cinases e fosfatases possuem uma fungdo central na via de
transducdo de sinal em uma célula. Intera¢des entre receptores da superficie celular/

ligantes extracelulares (hormdnios, fatores de crescimento, citocinas e drogas) ativam as
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Figura 9- Esquema da regulacio da Na,K-ATPase por diversos fatores. Alguns
hormonios e neurotransmissores estimulam PKA e PKC provocando uma fosforilagao
da subunidade o da Na,K-ATPase, que afeta as propriedades de transporte e ou
redistribuicao através da membrana ou estoques intracelulares. (Crambert & Gerring,

2003)
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vias de sinalizag¢do intracelular que resultam no aumento ou decréscimo da atividade
celular. Pouca informagdo esta disponivel sobre o envolvimento da Na,K-ATPase na
cascata de reacdes celulares. Todavia os resultados direcionam para uma regulagdo da
subunidade o da Na,K-ATPase como alvo de proteinas cinases (Bertorello e Katz,
1995). Muitas evidéncias de tais interagdes provém de estudos in vitro (Bertorello e
cols, 1991; Fisone e cols, 1995) e in vivo (Bertorello e cols, 1991). A subunidade a
parece ser um substrato para a PKA e PKC (Figura 9) (Bertorello, 1991). Além disso
existem 36 sitios que poderiam ser qualificados como possiveis motivos para a
fosforilacdo da Na,K-ATPase pela PKC (Feschenko and Sweadner, 1994; Feschenko
and Sweadner, 1995). As proteinas cinases PKA e PKC sdo classificadas como
proteinas cinases serina/treonina considerando os seus residuos alvos.

Através de uma complexa regulacdo hormonal, a Na,K-ATPase desempenha
uma fungdo critica na reabsor¢io de Na" na membrana basolateral das células do
néfrons. A prevaléncia da isoforma alPl nas células epiteliais dos rins (células
tubulares renais), produziu um modelo popular para o estudo da influéncia da
fosforilacdo na atividade e expressdo da Na,K-ATPase. A fosforilagdo da subunidade a
da Na,K-ATPase pode ser induzida experimentalmente por tratar as células epiteliais
renais com drogas ou hormdnios. Estudos anteriores mostraram que a fosforilacdo da
Na,K-ATPase inibia a atividade da enzima (Bertorello e cols, 1991); e outros
investigadores posteriormente confirmaram este efeito demonstrando que a fosforilagdo
da enzima resultava na queda da atividade (Middleton e cols, 1993). Mais recentemente
estudos feitos em células renais indicaram uma fosforilagdo induzida por dopamina na
subunidade o (residuo de serina-18) levou a internalizagdo 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 o mutada na serina- 18 mostrou que este aminoacido e
importante para os efeitos da dopamina.

A fosforilagdo da bomba por PKA, que ocorrre na conformacio E;, promove
efeitos variados e complexos. A inibi¢ao de atividade Na,K- ATPésica em funcao direta
da fosforilagdo pela PKA ndo é verdadeira, pois recentes dados demonstraram que a
fosforilacdo da serina 938 tem uma fungdo permissiva, permitindo a fosforilagdo 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 PLA; (Kiroytcheva e cols, 1999).
Em outros sistemas a PKA aparece por ativar o inibidor da proteina fosfatase, que entao
ird alterar a atividade da bomba (Aperia e cols, 1991). E em muitos casos a PKA nao
regula a atividade da bomba diretamente, porém altera a atividade de outros
transportadores de Na', levando a uma mudanca na concentragdo citoplasmatica de Na',
que em retorno altera a atividade da bomba (Hughes e cols, 1988)

Em relagdo as questdes que envolvem o mecanismo de regulacdo da Na,K-
ATPase pela PKC os dados também geram duavidas, pois os resultados obtidos
dependem da isoforma da cinase que esta envolvida no sistema, logo a fosforilagdo 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 inibi¢do da bomba (Gao
e cols, 1999).

Além da PKA e da PKC outras proteinas cinases sdo capazes de fosforilar a
Na,K-ATPase e deste modo temos que a AKAP (anchored kinase AMPc dependent
protein), uma proteina cinase ancorada na membrana dependente de AMPc, ¢ capaz de
fosforilar a bomba presente na membrana basolateral de glandulas paro6tidas causando a

sua inibicdo (Kurihara 2000); e o mesmo efeito pode ser observado com a proteina
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cinase dependente de Ca’"\CaM, ou seja ocorre uma fosforilagio da Na,K-ATPase
(coracdo) e uma conseqiiente inibi¢do (Netticadan, 1999).

Ha por fim os resultados provenientes da PKG sobre a atividade da bomba, que ¢
isoforma-especifico. Assim sendo, ocorre uma modulagdo na isoforma a3, mas nao na

al em células de Purkinje (Nathanson e cols, 1995); ja em células endoteliais

observamos uma modulagdo em a1, mas ndo em a2 e a3 (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 as subunidade B e y. De forma bem elegante estes
autores conseguiram cristais da Na,K-ATPase na forma E,[K;], e para isto eles
utilizaram fons Rb", um congénere do K™, e através do substrato MgF 4, como analogo
de Pi; e deste modo foi obtido uma enzima na forma [Rb2]E2.MgF'24,

As andlises dos cristais revelaram que o dominio de ligagdo de cations, que se
assemelha a Serca, ¢ formado pelos seguintes residuos: 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 ligacdo dos ions, e muitos destes
residuos ja tiveram a sua importancia determinada por experimentos de mutagenesis.
Adicionando-se aos estudos feitos em cristais Morth e cols, 2007 sugeriram que o C —
terminal (argininal003-1006, tirosina 1015 e 1016) da enzima ¢ crucial para a ligagao
do terceiro ion Na' pela Na,K-ATPase.

Diferentemente da Serca a Na,K-ATPase esta associada a duas outras
subunidade, a B e y. Os resultados obtidos para a subunidade B mostram um contato

direto com os segmentos 7 e 10 da subunidade o € um causando um “cobrimento” das
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Cytoplasm

Extracellular

Figura 10: Na,K-ATPase cristalizada em 3,5 angstron. A subunidade o (amarelo e
azul) da Na,K-ATPase foi cristalizada na presen¢a da subunidade [ (bege) e da
subunidade y (vermelho) (Morth e cols 2007).
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Voltas extracelulares dos segmentos 5/6 ¢ 7/8, que pode ser a interagdo responsavel
pelo papel desta subunidade na oclusio de K. E considerando a subunidade y os
resultados indicam que esta subunidade esta associada com parte externa do segmento
9 (fenilalanina 949, glutamato 953, leucina 957 e fenilalanina 960), e ndo na fenda
existente entre os segmentos 9 e 2, como dito por estudos de modelagem baseados na

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

1.2.9 - A Subunidade y, um membro da familia FXYD.

A subunidade y (FXYD2) ¢ um proteolipideo, ¢ estd associado especificamente a
Na"K"-ATPase em alguns tipos celulares (Figura 11). A existéncia desta subunidade
foi postulada ha 30 anos (Rivas e cols, 1972) e subseqiientemente foi referida como
subunidade y (Reeves e cols, 1980), e a sua associagao especifica com a Na,K-ATPase
foi demonstrada por Forbush e colaboradores ( Forbush e cols, 1978).

Como dito anteriormente, a subunidade y descrita e purificada na preparacao de
Na,K-ATPase renal (Forbush e cols 1978) estd associada as subunidade a e B em
quantidades equimolares (Coolins e cols, 1982; Hardwick e Freytag, 1981 ¢ Reeves e
cols, 1980). A clonagem molecular da subunidade y de diferentes animais (rato,
camundongo, vaca e ovelha) indicou um peso molecular de aproximadamente 6500 Da
(Mercer e cols 1993). Fato importante observado ¢ que a comparagdo entre as
seqiiéncias mostra uma equivaléncia de 75% como um todo, porém este valor pode
chegar a 93% quando as seqiiéncias de mamiferos sdo comparadas. Além disso, a
analise estrutural deste proteolipideo mostrou que a subunidade y consiste de uma
proteina com um unico dominio 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).
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Figura 11- Distribuicido tecido especifica da subunidade y. Western-blot utilizando
anticorpo anti-subunidade a e y (FXYD2). O Painel (A) mostra a expressao da
subunidade a e y (FXYD2) em diferentes tecidos. O painel (B) mostra a expressdao da
subunidade a e y na medula renal de diferentes animais. A y (FXYD2) ¢ expresso

apenas na medula renal (Therien e cols, 1997).
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No que diz respeito a presenga da subunidade y junto ao complexo funcional da
Na,K-ATPase ( subunidade a e ) de acordo com o dado apresentado na figura 11, que
demonstra a analise de western blots de uma variedade de tecidos, incluindo células
glomerulares de ratos, medula, axolema, coracdo, eritrocitos, células epiteliais
glomerulares (linhagem celular GEC), HeLa e culturas de células derivadas de rim de
rato (NRK-52E), usando um anticorpo contra a subunidade y mostrou que esta
subunidade encontra-se presente somente no rim (Therien e cols, 2001) .

Outro fato peculiar a subunidade y da Na,K-ATPase ¢ que ao observamos este
proteolipideo em um gel de SDS-page notamos a presenga de uma dupla (massa
molecular que equivale a 8 e 9 kDa) (Mercer e cols, 1993; Therien e cols 1997). E esta
dupla ¢ observada na presenca, ndo na auséncia, de microssomos pancreaticos (Mercer e
cols 1993; Béguin e cols, 1997). Recente andlise de espectroscopia de massa da
subunidade y de rim de rato indicou a presenga de duas bandas que sdo “splice
variants”. Deste modo temos a subunidade ya (uma banda de peso molecular
aproximado de 7184 Da (Kuster e cols 2000) e a yb com o peso de aproximadamente
7337,9 Da. As andlises de espectroscopia de massa de peptideos obtidos por digestdo
pela tripsina revelou que os residuos do N-terminal da ya , a saber TELSANH sdo
trocados por Ac-MDRWYL na yb. Contudo, cabe ressaltar que experimentos nos quais
o cDNA, para ambos os variantes, foram expressos em células HeLa e HEK e bandas
adicionais y a’ e yb’ podem ser observadas em westenn blot de células transfectadas
(Arystarkova e cols 1999).

O papel funcional que a subunidade y exerceria na Na,K-ATPase ¢ uma grande
area a ser trabalhada. Uma série de experimentos testou o efeito do anticorpo para

subunidade y (C-terminal) na enzima renal. E em outra série de experimento, o
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comportamento cinético das células transfectadas com a subunidade y foi comparado
com as células nulas (somente o vetor). Este ultimo experimento foi realizado
inicialmente com células embrionarias de rim humano (HEK) e mais recentemente ya e
vb foram transfectados também em células HeLa. Primeiramente foi mostrado que o
soro anti y elaborado contra o C-terminal da subunidade y inibiu a atividade da Na,K-
ATPase renal, porem ndo a das enzimas de outros tecidos que ndo expressam Y.
Posteriores analises mostraram que o anticorpo contra a y diminuia afinidade aparente
para ATP provavelmente por estabilizar a forma E, da enzima, e muitas observagdes
suportam esta idéia: (1) o anti y inibiu a atividade ATPésica tal que a inibigdo aumenta
com o pH acido e sobre quais condi¢cdes o segmento da reacdo E2(K)—El torna-se
limitador; (2) deslocamento do equilibrio da conformacgdo E;-E, em direcdo a E, pelo
anticorpo y aumentou a sensibilidade a inibi¢do da enzima por potassio a concentragdes
de ATP inferior ao qual a condicdo E,(K) —E1. Além disso, um pequeno efeito do
anticorpo y na afinidade aparente por K' (aumento) foi observado em condicdes
subotimas de ATP (Therien e cols 2000). Consistente efeito oposto ndo foi observado
com células transfectadas com a subunidade vy, possivelmente devido ao seu alto nivel
de hidrolise. De fato, em experimentos de influxo de Rb" sensivel a ouabaina, uma
significante diferenca na afinidade aparente para K’ extracelular em células
transfectadas com o ya e yb, comparados com as células controle ndo pode ser
detectada. Baseado na premissa de que o anticorpo y aumenta a forma E,, incluindo
E,P, foi predito que a enzima de rim tratada com o anticorpo y deveria ser mais sensivel
ao vanadato do que o controle. De fato, este aspecto e demonstrado por um modesto,
porém significante decréscimo no ICsy para o vanadato com o tratamento do anticorpo

v. E finalmente, o anticorpo y diminui 0 V. sem afetar a fosfoenzima.
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Unindo-se os dados publicados anteriormente, os resultados provém uma forte
evidéncia de que um papel importante da y subunidade é o deslocamento do equilibrio
conformacional da reagdo da Na,K-ATPase em direcdo a E1 e que o anticorpo y rompe
a interacdo relevante entre o complexo o/f e y. A observa¢do de que o y diminui a
sensibilidade ao vanadato, visto que o tratamento com anticorpo y da enzima renal
aumenta a sensibilidade ao vanadato, fortemente suporta a conclusdo de que a mudanca
no Katp reflete primariamente um efeito no equilibrio conformacional E;/E; (H.X. Pu e
cols 2001).

Outro achado concernente as fungdes da y ¢ um segundo efeito distinto da
funcao catalitica da Na,K-ATPase. Deste modo, estudos anteriores revelaram um grande
efeito do K como um inibidor dos sitios de ativagdo por Na citoplasmaticos das Na,K-
ATPase renal e muitos outros tecidos. Originalmente, disseminou-se a no¢ao de que
esta propriedade foi devido a presenca da subunidade y, desde que o anticorpo y ndo
anulasse o efeito. Todavia recentes estudos de transfec¢do revelaram que ambas as
variagdes de y aumentam o antagonismo K'/Na" (H.X. Pu e cols, 2001). Quando os
experimentos com a Na,K-ATPase sio realizados com altas concentragdes de K, este
efeito ¢ manifestado como uma afinidade aparente baixa para Na'. Uma analise
detalhada do Kn, medido como uma funcdo da variacdo da concentragio de K, indica
que o efeito ¢ devido ao decréscimo do Kx com pouco efeito sobre o Ky,. Este efeito da
y no antagonismo de K'/Na“ ¢ visto igualmente com ambas as variagdes de 7,
interessantemente, esta funcdo da y ndo serd alterada por anticorpos, que reagem com a
enzima desnaturada, normalmente contra o C-terminal de ambos as ys (a € b), ou o
peptideo TELSANH da ya e b (H.X. Pu e cols, 2001).

E evidente que os estudos do ya e yb alteram similarmente a cinética da Na,K-

ATPase, com nenhuma evidéncia de uma significante diferenga do dois nas fungdes
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cataliticas. E pode ser notado que o efeito funcional ndo depende de modificagdes
tecidos especificas da subunidade y além disso; tais modificagcdes podem ser vistas em
células HeLa (yb’) ou HEK (ya’). A expressdo de ya 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 y induz dois efeitos, sendo que somente
um ¢ impedido pelo anticorpo y (C-terminal), sugere que estas caracteristicas devem ser
atribuidas a diferentes regides da interagdo entre a subunidade y e a subunidade a, que
possui sitios residuais funcionais. Presumivelmente, o efeito no equilibrio E\/E; e a
aparente afinidade por ATP envolvem a seqiiéncia C-terminal KHRQVNEDEL e o
antagonismo K'/Na' é mediado por outra seqiiéncia na molécula. Em relagdo ao
mecanismo, enquanto a estabilizacdo da conformacdo E; pela subunidade y explica o
aumento aparente da afinidade por ATP, um efeito semelhante ndo pode explicar o
aumento no antagonismo K'/Na’. Um aumento intrinseco da afinidade de ligagdo de K
em um dos dois sitios citoplasmaticos pode levar a um aumento citoplasmatico do
antagonismo K'/Na', sem simultaneamente afetar o equilibrio E/E,.

A relevancia fisiologica da modulagdo da Na,K-ATPase por y permanece
especulativa. A subunidade y ¢ em geral distribuida 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 favoravel processo de reabsorcio de Na™ em segmentos renais com uma alta
carga de Na'. (Béguin e cols, 2001)

A importancia fisiolégica da modulacio da afinidade por Na" da Na,K-ATPase
pela subunidade y ¢ também suportada pelas observagdes feitas em culturas de células
transfectadas com a subunidade v, onde ocorre uma reducio 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 y sugere que este pode
ser importante na preservagao da atividade da enzima em segmentos renais, tais como a
medula interna, onde ela estd propensa a anoxia. (Pu and cols, 2001 e Therien e cols,
1997), logo, um aumento na utilizagdo de ATP manterd um 6timo nivel intracelular de
K" e um baixo nivel de Na' sobre condigdes 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
concentragdo de ATP resultando ao comprometimento da viabilidade celular.

E em segundo lugar a habilidade do y em aumentar o antagonismo K'/Na' na
superficie citoplasmatica (H.X. Pu e cols 2001) pode prover meios para uma perspicaz
regulacio da concentracio do Na' no estado de equilibrio. Uma efetiva queda na
afinidade pelo Na' citoplasmatico para ativagdo da bomba, pode ser acompanhada por
um ajuste no qual a concentragdo de Na' no estado de equilibrio é maior do que nas
células que ndo possuem o regulador. E por fim, outro achado importante do possivel
papel fisiologico da subunidade y ¢ observado na muta¢do em um residuo conservado
de glicina no dominio transmembranar, que foi relacionado a hipomagnesemia primaria
humana. Estudos no efeito da mutagdo G—R revelou que ocorre uma “quebra” na
associacdo da subunidade y com a Na,K-ATPase sem mudangas na expressdo da enzima
na superficie celular (Pu and cols, 2002 , Crambert e cols, 2002). No entanto,
posteriores investigagdes devem ser feitas para determinar como este efeito poderia
estar associado a perda de Mg ™, aumento na absor¢do de calcio, e hipocalciuria nestes
pacientes.

A regulacdo da expressdo da subunidade y também foi estudada durante o
desenvolvimento em rins durante o desenvolvimento de anfibios, a subunidade y foi

encontrada em varios tecidos, porém normalmente no rim pré nefrotico. A expressao da
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subunidade y coincide com a expressio da subunidade a e B da Na,K-ATPase,
sugerindo um processo regulatorio comum. Este padrio de expressdo revela a
importancia da modulagdo da subunidade y na Na,K-ATPase. Em culturas de células do
ducto coletor medular de murinos ausentes do vy, a expressao de y a e y b e induzida por
condi¢des hipertonicas dependente da ativacdo da fosfatidil inositol cinase e da jun
cinase. A regulagdo da y estd direcionada para a membrana basolateral de células
IMCD3, consistente com a localiza¢do no ducto coletor da medula interna de células in
vivo (Pihakaski e cols 2005). A regulagdo osmotica da subunidade y foi observada na
medula renal interna em resposta a mudanca de hidratagao (Capasso e cols, 2001, 2003
e 2005). A regulagdo promovida pela jun cinase durante a hipertonicidade e mediada
por CI" e ndo por Na', em contraste a regulacdo da o subunidade da Na,K-ATPase. Em
células IMCD3, a ativa¢do da jun cinase regula o nivel transcricional da subunidade v,
mas por outro lado a fosfatil inositol cinase modula a translacdo do y. E finalmente, a
expressao do ya, porém nao o yb, ¢ induzida em células renais do proximal.

Deste modo, temos muito que aprender sobre os efeitos funcionais da
subunidade y na Na.K-ATPase e sua regulacdo , pois ainda estamos longe de
compreender a relevancia fisiologica desta proteina e o seu papel funcional em estados
patofisioldgico, tais como a hipomagnesemia primaria humana.

Como dito anteriormente, y a € y b mostram diferengas em sua localizacdo ao
longo do tubulo renal (H.X. Pu e cols 2001). Usando um anticorpo y (C terminal) e
anticorpos para a subunidade o de ratos como também anticorpos para definir os tipos
celulares, experimentos de fluorescéncia dupla feitas no laboratério de N. Farman
mostrou uma altissima expressdo na por¢do medular da al¢a ascendente fina, que
contém ambos y a e Y b, com nenhuma resposta positiva para os outros segmentos

tubulares na medula. No cortex, a propor¢do de y b ¢ marcadamente menor do que na
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medula, e y b é detectado no tubulo distal convoluto, e tubulo conector (Arystarkova e
cols, 2002) muitos tubulos expressam y, porem a um nivel muito baixo. Anticorpos
especificos para ya e yb mostraram diferencas em sua localiza¢do cortical: y a esta
localizado nas células da macula densa e principalmente nas células corticais do ducto
coletor. Em contraste y b e ndo y a estd presente na alga ascendente fina cortical.

Em relagdo a associagdo da subunidade y com a Na,K-ATPase as interagdes
foram reveladas por experimentos de co-imunopreciptagdo. Quando membranas da
medula interna de rins de rato foram solubilizadas por CHAPS ou C;;Eg ¢ anticorpos
contra a subunidade o da Na,K-ATPase trouxeram consigo ambas as formas da y. E
em outro experimento reverso, anticorpos especificos para y a e y b co- preciptaram com
a subunidades a da Na,K-ATPase. Muitos estudos tentam estabelecer as regides da
subunidade o que interagem com a subunidade y. Experimentos de desnaturagdo térmica
(55°C) causam uma radical reorganizagdo da por¢do C-terminal da subunidade a e foi
sugerido que a regido entre os segmentos TM8-TM 10 da subunidade a seriam expelidos
da membrana com a subunidade y, sugerindo uma associagao entre elas (Donnet e cols
2001) e interessantemente, quando a y esta ausente na Na,K-ATPase, a temperatura para
a observagdo deste efeito torna-se menor (41°C) causando um significante decréscimo
na atividade da enzima (Jones e cols, 2005). Por outro lado, anélises cristalograficas da
Na,K-ATPase renal a 9,5 A de resolucao (Hebert e cols, 2001) tomando-se como base
a estrutura da em alta resolu¢do da Ca-ATPase (Toysohima e cols 2000) a subunidade y
estd localizada em uma fenda produzida em TM9, TM6, TM4 e TM2. A func¢ao do TM9
nas interagdes estruturais e funcionais com a subunidade y foi confirmada por andlises
mutacionais. Interessantemente a Leu 964 e¢ a Fen967 da Na,K-ATPase de rato contribui
para uma estavel associacdo da enzima com a subunidade y, porem ndo influencia na

afinidade aparente da enzima por K. Por outro lado, Fen956 e Glu960 nio contribuem
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para uma eficiente associacdo da subunidade y porém transmite o efeito do K na Na,K-
ATPase. E ainda considerando-se os experimentos que usaram peptideos
transmembranares miméticos e sintéticos podemos apontar que a glicina 41 ¢
importante para o efeito da subunidade y na afinidade aparente por Na" da Na,K-
ATPase e na associacdo da subunidade y com a enzima, assim bem como a importancia
deste aminoacido na formacgdo de peptideos de y oligomerizados (Zouzoulas e cols
2003). E por fim, as analises feitas com anticorpos contra o C-terrminal da subunidade y
(Pu e cols, 2001 e Therein e cols, 2001) e as retiradas das partes C e N terminal da
subunidade y (Pu e cols 2002) aboliram o aparente efeito que este proteolipideo
exerceria na afinidade da Na,K-ATPase por ATP.

Apesar da pouca compreensao dos efeitos funcionais das proteinas de FXYD no
transporte e propriedades cinéticas da bomba sddio, muito resta a ser aprendido sobre a
relevancia fisiologica destes efeitos e a implicagdo potencial de uma perda de regulagao
da Na,K-ATPase pela subunidade y em estados patofisioldgicos. Mais estudos sdo
necessarios, portanto, para se avaliar o papel funcional desta proteina, desde a

biossintese até a relacdo entre estrutura e funcionalidade.
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1.3 — A Na,K-ATPase nos crustaceos.

A Na,K-ATPase ¢ uma enzima de vital importidncia para os mais diferentes
crustaceos eurialinos durante o seu processo de aclimatagao, logo, a fungdo e como esta
enzima ¢ regulada durante esta adaptacdo fisiolégica dos crusticeos 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 diminuic¢ao da atividade da Na,K-
ATPase branquial em resposta a aclimatagdo a salinidade elevada ¢ uma caracteristica
importante para o processo osmoregulatorio durante longos prazos, pois ¢ acompanhada
pela diminuicdo na captura de ions sédio 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 sdo poucos compreendidos. (Lovett e cols, 2001; Mo &
Greenaway, 2001; Towle e cols, 2001; Towle & Weihrauch, 2001; Lucu & Towle,
2003). Argumenta-se que tal resposta estd baseada na regulacdo da enzima pré-
existente, na reducdo da taxa de sua sintese através de mecanismos induzidos por
neurohormonios, na expressao de isoformas com afinidades diferentes para o ion sédio
(observado no crustdceo Chasmagnatus granulata), mudanga da composic¢ao lipidica 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 produgdo de poliaminas (Lovett e cols,
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1995; Silva e cols, 2008) e um aumento na producao de metil farnesoato (Lovett e cols,
2000)

A dependéncia da Na,K-ATPase ao pH, temperatura, inibidores e composi¢ao do
meio tem sido examinada. A enzima mostra um valor pH 6timo para a sua atividade em
torno de 7,0- 7,7 no homogenato de branquias 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 relacdo a razdo de ions Na' e K™ que deve existir no meio, fato demonstrado
por Skou 1957 e 1960, os dados encontrados na literatura indicam que a razao 6tima ¢
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 presenca de 20 mM de K, a
Na,K-ATPase das branquias de Eriocheir sinensis alcangou a atividade maxima com
100 mM de Na', com um Kos de 13,9 mM, e na presenca de 10 mM de K" enzima de C.
danae alcangou uma atividade méaxima com 100 mM de Na" (Masui e cols 2002). Ja a
concentracio de K’ requerida est4 na faixa de 5-10 mM para ativar a Na,K-ATPase da
branquias de crustaceos, com um valor de Kys 1,1-14,3 (Masui e cols, 2002; Wanson e
cols, 1984; Furriel e cols, 2000; Sarver e cols, 1994; Wilder ¢ cols, 2000). No crustaceo
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 ions K™ ndo
é correlacionada como uma adaptagdo a salinidade, mas a afinidade por Na' parece ser,
justamente pela vinculagdo com o transporte e a captacdo destes ions pelas branquias.

Os valores de K, para ATP medidos a concentragdo constante de Mg para a
Na,K-ATPase das branquias 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 publicagdo destes comportamento cinético da Na,K-ATPase de Callinectes
danae feita por nosso grupo revelou a presencga de dois sitios para a ligagdo do ATP, um
com alta afinidade (K, = 54 nmol) e baixa afinidade (K, = 55 pmol) (Masui e cols,
2008). E somando-se a este fato os valores de Kos para o Mg estdo 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 Ko s para o Mg™ muito baixos ja foram
reportados, como exemplo temos o Km de 0,48 mM para o Callinectes danae. (Masui e
cols, 2002).

Analisando-se os inibidores ouabaina, um inibidor especifico para a Na,K-
ATPase, e o vanadato, um inibidor cldssico para as ATPases do tipo P, os dados
mostram que a enzima de crustaceo ¢ menos sensivel a ouabaina, cerca de 100 vezes,
quando comparada a enzima de mamiferos (Charnock & Simonson, 1977; Horiuchi,
1977). Quanto ao vanadato, os valores sdo bem diferentes, ha inibi¢ao da Na,K-ATPase
de Carcinus maenas em 1 pM (Holleland and Towle, 1990) e em 11,2 uM em
Calinectes danae (Masui e cols, 2002), na enzima de vertebrados a inibi¢do ocorre em
valores na escala nanomolar (Skou and Esmann, 1992).

A Na,K-ATPase purificada, obtida de Artemia salina mostrou uma subunidade o
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 ¢ um
tetramero composto por duas subunidades as 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 y ainda ndo foi descrito como uma subunidade
associada com a enzima das branquias de crustaceo.

O modelo estrutural da Na,K-ATPase de Artemia foi seqlienciada por Baxter-

Lowe (1989) sugere dois grupos de quatro dominio hidrofébicos (M1-M4 e M5-M8)
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separados por um largo dominio citoplasmatico que contem o sitio de ligagdo de ATP ¢
fosforilagdo; sendo que sete algas transmembranares mostraram uma alta homologia
com a seqiiéncia de outras subunidades a de outras espécies (Towle e cols, 2001), sendo
que a similaridade da enzima de crusticeo em especial a do siri Callinectes estd mais
intimamente relacionada a isoforma da subunidade o 3 (Pressley, 1992). De um modo
geral a subunidade a da Na,K-ATPase ¢ altamente conservada entre as espécies. A
seqiiéncia de aminoacidos da subunidade o de Callinectes e 71- 74% idéntica a
isoformas de aves, e 94% idénticas a seqiiéncia de Homarus (Towle e cols, 2001).

Os dados referentes a subunidade beta mostram que até o presente momento
somente uma isoforma foi encontrada. A subunidade B de Artemia ¢ homologa a de
vertebrados em seu Unico dominio transmembranar e carboxi terminal (Bhattacharya e
cols, 1990). Experimentos de desenvolvimento de camardes mostraram que ocorre um
acimulo do RNAm da subunidade § e da proteina transcrita nas glandulas de sal entre
24 e 36 horas, e também um aumento em 48h na mucosa do estdbmago (Sun e cols,

1992).
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A manuten¢do da osmolalidade da hemolinfa dos crustaceos é devido a Na,K-
ATPase e o mecanismo de adaptacdo sugere que a resposta dos crustaceos deve
envolver uma rapida ativagdo do transporte de ions que deve ser primaria a qualquer
outra resposta fisioldgica deste animal. Porém devido a uma série de transportadores,
que juntamente com a Na,K-ATPase, estdo envolvidos na captagdo de NaCl através das
branquias (Towle, 1990) fica um pouco dificil atribuir somente a esta enzima um
aumento no transporte de ions durante a aclimatagao.

Deste modo resolvemos estudar a (1) possivel existéncia de um regulador
endogeno da Na,K-ATPase das branquias do siri eurialino C. danae; (2) o efeito que a
adicdo do FXYD2 exdgeno teria na atividade da Na,K-ATPase de C. danae; (3)
investigar a fosforilagdo por ATP e as caracteristicas cinéticas deste sitio na enzima de
C. danae; (4) estudo dos efeitos da poliaminana Na,K-ATPase e na regulagdo por NH'y;
(5) o efeito do horménio juvenil e (6) estudar o efeito do Mg™ no sitio do NH'4 da

enzima de C. danae .
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3.1 - Reagentes:

Os reagentes utilizados neste trabalho foram do mais alto grau de pureza
possivel. Ouabaina, Na-ATP, e Alameticina ¢ o Hormonio juvenil de Inseto foram
obtidos da Sigma Chemical Company, Saint Louis, Mo, EUA.

O [**P]P; foi proveniente do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares. As enzimas
utilizadas na marca¢ao do [y-32P]ATP foram obtidas da Boehringer Mannhein,

Alemenha. Os outros reagentes utilizados foram de grau analitico e todas as solugdes

foram preparadas com dgua deionizada (sistema Milli-Q).

3.2 - Dissecc¢ao das branquias

Siris adultos da espécie Callinectes danae foram coletados na baia de Ubatuba,
Sdo Paulo — Brasil. Os caranguejos foram entdo transportados para o laboratorio, e
mantidos em tanques contendo agua do mar aerada (33 %o de salinidade, 25 °C) por 2-7
dias e alimentados em dias alternados. Os caranguejos foram entdo pesados, tendo em
média 82,6 + 17,3 gramas enquanto que o tamanho da carapaga foi de 6,0 = 5,65 cm.
Para cada homogenato preparado 5-8 caranguejos foram anestesiados por resfriamento a
—20°C, entdo a carapaca foi retirada rapidamente e os animais foram sacrificados. Os
pares 6, 7 ¢ 8 de branquias posteriores foram rapidamente excisados e colocados em
tampao 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, antipaina SuM,

leupeptina SuM, pepstatina A 1uM, PMSF (phenil-methyl-sulphonyl fluoride) SuM).

3.3 - Preparacio da fracio microssomal de branquias
As branquias foram rapidamente transferidas e homogeneizadas no tampao de

homogeneiza¢ao (20 ml/ grama de tecido), usando-se um homogeneizador. Apds a
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centrifuga¢do do extrato cru, a 20.000g por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
retirado, ¢ o pellet foi ressuspendido em um volume igual do tampdo de
homogeneizagdo. Apds uma nova centrifugacdo, nas mesmas condigdes anteriores, 0s
dois sobrenadantes foram misturados e centrifugados a 100000g por 2 horas, a 4°C. O
pellet foi homogeneizado em um tampao contendo 20 mM de imidazol (pH 6,8) e 250
mM de sacarose. Imediatamente, aliquotas contendo 500 pl foram rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a — 20 °C. Nenhuma perda de atividade foi

notada apods 2 meses de armazenamento.

3.4- Sintese do [y->P] ATP

O ATP radioativo foi sintetizado através de uma seqiiéncia de reagdes
enzimaticas, envolvendo algumas enzimas da via glicolitica, 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 anions). Na coluna, o fosfato radioativo ndo
incorporado, além de cations indesejaveis, sao removidos por lavagens sucessivas com
agua e 20 mM de HCI. Logo ap6s, ¢ realizada uma eluigao especifica do ATP marcado
com 0,25 M de HCI, e as amostras sdo neutralizadas, em banho de gelo, pela adi¢ao de
aproximadamente 10% do volume total do eluido com Mes-Tris 50mM (pH 6,0) ,
corrigindo-se o pH final com Tris-base até¢ pH 7,0 para posterior uso. Os indices de Pi
contaminante observados apds o procedimento de marcacdo do ATP estiveram abaixo

de um limite de 1-2 %.

3.5 - Atividade Na,K-ATPasica.

A atividade Na,K-ATPasica foi ensaiada através da determinacgdo da velocidade

de liberacdo do [**P]Pi proveniente do [y—32P]ATP. A atividade maxima da enzima
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(5pg) foi medida em um volume final de 500 pl de um meio contendo BTP-HCI (pH

7,5) 50 mM, NaCl 100 mM, KCI 10 mM, MgCl, 3 mM. A reagio foi realizada a 25 °C
por 40 minutos, sendo iniciada pela adi¢do do ATP (2 mM) com 1 x 10° cpm/ml do [Y-

*P]ATP. A seguir a reagio foi parada pela adi¢io de 90 ul de PCA 1M, os tubos foram
colocados em gelo, e nestes foram adicionados 1 ml de dgua gelada e 400ul de carvao
ativado em HCI 0,1 M. Os tubos foram entdo centrifugados a 2000 rpm por 5 minutos, €
500 pl do sobrenadante foram aliquotados em papel de filtro. O [**P]Pi liberado foi
quantificado por cintilagdo liquida. A atividade especifica da Na,K-ATPase inibivel

pela ouabaina foi equivalente a 90% da atividade total.

3.6 - Extracao do FXYD2

A preparacio é obtida conforme descrito em Fontes e cols. (1999). A Na'" K'-
ATPase (cerca de 900 pg) da medula renal de porco ¢ adicionada sob agitacdo vigorosa,
a uma mistura (%, v/v) de 46% metanol, 46% cloroférmio e 8% de 750 mM NH4HCO;
(pH 7,4) que depois ¢ centrifugado a 1000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante (que
contém o FXYD?2) ¢ retirado e seco em alguns minutos utilizando-se um banho de bloco

a 37° C, sob vapor de N,.

3.7 - Método para isolar o FXYD2 fosforilado por cinases

Para utilizar FXYD?2 fosforilado isolado, a enzima purificada de medula renal de
porco (900pg) foi preincubada por 5 minutos com os ativadores e/ou inibidores de
proteinas cinases A e C, e o tempo de fosforilagdo foi de 60 minutos a 27°C.
Posteriormente, esta enzima fosforilada foi submetida ao tratamento com metanol e
cloroféormio conforme descrito por Fontes e cols. (1999). Os meio de reagdo para

fosforilagdao pelas proteinas cinases foram: Fosforilacdo do FXYD2 por PKA e PKC:
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KCl 100 mM, EGTA 1 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, Hepes 20 mM PH 7,4,
fosfatidilserina 80 pg/ml, PMA 100 nM, dibutiril AMPc 0,5 mM, Triton X-100 0,05%,

ATP 100 uM. Fosforilagdo do FXYD2 por PKA: KCl 100 mM, EGTA 1 mM, MgCI2

10 mM, DTT 1 mM, Hepes 20 mM pH 7.4, dibutiril-AMPc 0,5 mM, triton X-100

0,05%, Queletrina 3,6 uM, ATP 100uM. Fosforilagdo do FXYD2 por PKC: KCI 100

mM, EGTA 1 mM, MgCI2 10 mM, DTT 1 mM, Hepes 20 mM pH 7,4, fosfatidilserina

80 pg/ml, PMA 100 nM, H-89 200 nM, ATP 100 M.

3.8 — Efeito da Subunidade y ex6gena na Atividade Na,K-ATPasica.
A Na,K- ATPase foi incubada na presenga de volumes variados, ou fixos, de
subunidade y durante 15 minutos e a seguir a reagdo de hidrélise, foi medida conforme

o descrito anteriormente.

3.9 - Fosforilagao por Proteina Cinase A

A fosforilacdo da Na,K-ATPase da preparagdo de branquias de caranguejos foi
ensaiada através da incorporacdo do [**P]Pi proveniente do [y-32P]ATP. Para isto a

enzima foi incubada no meio de reacdo contendo Hepes-KOH (pH 7,4) 20 mM, EGTA
1 mM, MgCl, 10 mM, KCI 100 mM, DTT 1 mM e Triton X-100 0.005%, e os
ativadores para a PKA, Dibutiril AMPc (em concentragdes variaveis) e o inibidor H-89

10 nM. Apo6s 15 minutos de incubagdo a reacdo foi disparada pela adi¢do do ATP (100
uM) juntamente com o [y-3 *PJATP (2000-4000 cpm/pmol), ¢ depois de 1 hora a 25°C a
reacdo foi interrompida com a adi¢do do tampao 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 entdo 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-incubaciao da Na,K-ATPase com 0 Hormonio Juvenil de Inseto

A Na,K-ATPase das branquias do siri foi pré-incubada com concentragdes
crescentes ou fixa de hormonio juvenil em meios distintos. Para o Meio reacional para
PKC foi utilizado Hepes-KOH (pH 7,4) 20 mM, EGTA 1 mM, CaCl, 10 mM, KCI 100
mM, DTT 1 mM, fosfatidilserina 80 pg/ml, ATP 100 uM 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, MgCl, 10 mM, KCI 100 mM, DTT 1 mM e Triton X-100
0.005%, ATP 100 puM. Independente do meio reacional utilizado o tempo de pré-
incubacao foi de 15 minutos. A seguir a atividade enzimadtica foi ensaiada conforme o

descrito anteriormente.

3.11 Medida do nivel de EP da Na,K-ATPase das branquias de Callinectes dane

A fosforilagdo foi realizada conforme o descrito em Fontes e cols 1999. A
reagdo foi iniciada com a adicao de 20 pg da Na,K-ATPase a 0,2 mL do meio de reagdo
contendo concentragdes crescentes de ATP/ATP-y-P** (8 x 10° com/ nmol), BTP 20 50
mM, MgCl , 3mM, albumina 20 pg. O efeito do Na' na fosforilagio da enzima foi
testada em 50 e 100 mM. A reagdo foi realizada a 25 °C por 60 segundos, e foi parada
com a adicdo de 0,2 mL da solu¢do PPP (4cido perclérico 125 mM, pirofosfato 5 mM e
acido fosforico 5 mM). O intermediario fosforilado estavel a pH 4cido formado foi
filtrado em Millipore HAWP- 245 usando o sitema a vacuo de Hoefer. Os filtros foram
lavados 2 vezes com a solu¢ao PPP e entdo por mais 4 vezes com a solu¢do acido

perclorico 50 mM, pirofosfato 5 mM e acido fosforico 5 mM. Os filtros foram secos e a
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radioatividade presente nos filtros foi medida através de cintilagdo liquida no aparelho
Tri-Carb 2100 (Packard). Controles foram realizados para cada concentragdo de ATP,

porém a ezima foi previamente desnaturada com a solucao PPP.

3.12 - Fosforilacao e Isolamento da fosfoenzima (EP) por Eletroforese
A fosforilagdo da enzima (5pg) foi feita a 4°C em meio de reagdo contendo
BTP-HCI1 50 mM pH 7,5, MgCl, 3 mM, ATP 20 uM, concentragdes variaveis de NaCl e

poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) — quando requeridas. A reagao foi
iniciada com a adicao da [y-32P]ATP (1 x 10° cpm/pumol) e apés 20 segundos a mesma

foi interrompida com a adi¢do de uma solu¢ao de TCA (7%, p/V). O pellet foi entdo
centrifugado a 7000g x 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado, e a seguir 0 mesmo
pellet foi lavado com 4gua destilada e centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores,
sendo que este ultimo procedimento foi repetido por mais de uma vez. A seguir o pellet
foi dissolvido em 40 pl de tampao de amostra contendo Tris-HCI1 (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 continuo (4 — 20%). Uma solug¢do contendo acrilamida
20%, bis- acrilamida 0,4%, Tampao fosfato (pH 6.3) 0,1 M, SDS (0,1%), TEMED
(0,06%) e persulfato de amoénio (0,05%); que foi progressivamente misturada a uma
solugdo de mesma composi¢ao exceto que foi utilizado acrilamida 4%, bis-acrilamida
0,08%, TEMED 0,12%, foram usadas para formar o gradiente continuo. O tampao de
corrida utilizado foi elaborado pela adi¢do de SDS 0,1 M ao Tampao fosfato (pH 6.3)
0,1M. A migragdo da amostra foi realizada a 60 mA (ECHARTE e cols, 2001) Apos 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 branquias de C. danae

O western blot foi realizado de acordo com o descrito em Fontes e cols, 1999;
usando-se anticorpo contra a subunidade al de rim de cachorro ou galinha (Sigma Co.
St. Louis, MO, USA) junto com o marcador de peso molecular ((B-galactosidase,
110 kDa; albumina bovina, 66 kDa; albumina de ovo, 45kDa and superoxido

dismutase, 16.3 kDa).

3. 14 - Andlise 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 equacao utilizada foi de
Michaelis-Menten ligeiramente modificada. As curvas foram ajustadas usando a
equacdo de Michaelis-Menten modificada (n=(Vmax1[S 1/ Km1 + [S]) + (Vmax2 [S]/

Km?2 + [S]), considerando 2 sitios de ligagao para ATP.
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4.1 - Regulacio do sitio de ATP da Na,K-ATPase das branquias de C. danae por
Na".

A Na,K-ATPase do siri C. danae, assim como a enzima de mamiferos, apresenta
uma curva sgmoidal para a sua atividade ATPasica estimulada por ATP, porém esta
curva ndo ¢ observada para a enzima dos crustaceos até agora descritas na literatura
(Corroto & Holyday, 1996; Neufeld e cols, 1980; Holliday, 1985; D’Orazio & Holliday,
1985; Peterson e cols, 1978). Para compreendermos ¢ identificarmos esta caraceteristica
presente na Na,K-ATPase deste siri, avaliamos a formacao do intermediario fosforilado
(EP) desta enzima.

Como pode ser observado na figura 12 a medida que aumentamos a
concentracdo 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 fosforilagdo da enzima na presenca de diferentes
concentragdes ATP- y P*, porém em dois meios de reacdes distintos um com 50 mM de
NaCl e outro com 100 mM de NaCl. Na figura 14 podemos observar que na presenga de
100 mM de NaCl, e na auséncia de K', os sitios de alta e baixa afinidade sdo
observados, similar ao que ocorre com a hidrélise de ATP (ver figura 13), o sitio de alta
afinidade corresponde a quase 19% do total de enzima fosforilada. Todavia, na presenca

de 50 mM de NaCl os sitios de alta afinidade correspondem a apenas 9,3%.
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Figura 12: Dependéncia do Na' na fosforilacio por ATP da Na,K-ATPase das
branquias de C. danae. A fragdo microsomal foi fosforilada no meio de reagdo padrao,
com concentragoes crescentes de Na™ na auséncia de K. Linhas 1 e 2 western-blotting
para a subunidade o da Na,K-ATPase de C. danae. Linha 3 a 9 radiografia da enzima
fosforilada. Linha 3: sem Na", 4- ] 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 ATPasica em funcio de ATP em diferentes
concentracdes de Na". A Na,K-ATPase foi incubada em diferentes concentracdes de
Na" a saber : (M)10 mM, ()20 mM, (@)30 mM, (O)50 mM e (¢)100 mM e a seguir
mediu-se a sua atividade em funcdo da concentragao de ATP. Painel B: atividade no
sitio de alta afinidade. Painel C: atividade no sitio de baixa afinidade ( Masui, D. C.

Tese de Doutorado).
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Figura 14: Fosforilagao da Na,K-ATPase das branquias de C. danae. A preparagao
das branquias de C. danae foi fosforilada com diferentes concentracoes de ATP em
meio reacional contendo BTP-HCI 0,5 M, MgCl, 3 mM, e duas concentragdes distintas
de Na’, 100 mM (painel maior) e 50 mM (painel menor inserido). Os procedimentos

experimentais podem ser vistos em Materiais ¢ Métodos.
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4.2 - Identificacido da subunidade y da Na,K-ATPase das branquias de C. danae.

A regulacdo da Na,K-ATPase em crustaceos eurialinos ¢ de vital importancia
para estes animais, pois esta enzima ¢ a responsavel por manter um sistema de
transporte de fons Na' localizado na superficie apical das branquias dos animais
eurialinos. Apesar de uma extensa literatura envolvendo esta enzima em crustaceo,
pouco se sabe sobre os mecanismos fisiologicos que regulam a sua atividade durante a
aclimatacao dos crustaceos; porém, algumas substancias foram implicadas nesta fungao,
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 mamiferos resolvemos estudar se a enzima de
crustaceo poderia ser regulada por um peptideo da familia FXYD (como a subunidade y
da Na,K-ATPase renal).

A figura 15 mostra a incubagdo da preparagdo microsomal da Na,K-ATPase das
branquias do siri eurialino C. danae com o anticorpo anti y C33, que reconhece a por¢ao
C- terminal do FXYD2, apresentou uma marcagdo positiva para a presenga de uma
subunidade y na preparagdo, e assim como o observado em mamiferos a sua
identificacdo apresentou-se como duas bandas distintas (Mercer e cols, 1993) , uma de
peso molecular maior (ya) e uma de peso molecular menor (yb). E, acrescentado-se a
este dado, assim como a subunidade o da Na,K-ATPase de C. danae, o proteolipideo
identificado por nos foi fosforilado pela proteina cinase A (PKA), pois como pode ser
visto na figura 16 , @ medida que aumentamos a concentragdo de DbAMPc, um anélogo
de AMPc, um aumento do sinal, proveniente da fosforilacio do proteolipideo, foi
observado.

A agdo que as poliaminas putrescina, espermidina e espermina teriam sobre a

atividade da enzima foi caracterizada por nosso grupo (Silva e cols, 2008). A inibi¢ao
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que estes polications exerceriam na atividade da enzima estaria relacionada a sua carga,
ao seu tamanho, ¢ ao fato de que a ligacdo destas substancias a Na,K-ATPase causaria
um acumulo do intermediario fosforilado na forma E1, retardando o ciclo catalitico da
enzima. Contudo, curiosamente ao fosforilarmos a Na,K-ATPase das branquias de C.
danae com diferentes poliaminas ¢ em 10 ou 100 mM de NaCl (figura 17) observamos
que oS pogos nos quais temos as poliaminas espermidina e espermina ocorre o
aparecimento de uma banda de baixo peso molecular que encontra-se intensamente
fosforilada, ¢ na mesma posi¢do observada para a subunidade y da enzima de medula

renal de porco (Cortes e cols, 2006)
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FXYD2a—>
FXYD2b—

Figura 15: Western blot da Na,K-ATPase da fracio microssomal das branquias de
Callinectes danae :A Na,K-ATPase das branquias de C. danae foi aplicada em um gel
de SDS 10 % e ao término da corrida a proteina foi transferida para uma membrana de
PVDF e tratada com o anticorpo especifico para a subunidade y renal de acordo com o
descrito em Materiais ¢ Métodos. Pocos 1: subunidade y da Na,K-ATPase de rim de
porco; 2: Na,K-ATPase renal (5 pg); 3: Na,K-ATPase de C. danae (30ng); 4: da Na,K-
ATPase de C. danae (20pg) e 5: Na,K-ATPase de C.danae (5 png). A seta indica a

presenca do FXYD2.
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Figura 16: Fosforilacio por PKA do proteolipideo presente na preparacao da
Na,K-ATPase das branquias de C. danae. A enzima da preparacdo das branquias de
C. danae foi incubada em um meio especifico para a ativacdo da proteina cinase A,
conforme o descrito em Materiais ¢ Métodos, na presenga de diferentes concentragdes
de dibutiril AMPc (ativador da PKA), e uma concentracao fixa de 200 nM de H-89
(inibidor da PKA). Pogos: 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 presenca do FXYD?2 fosforilado por PKA.



-70 -

Figura 17: Fosforilacio da Na,K-ATPase por Na' na presenca de poliaminas: A
preparagdo de membranas de branquias de C. danae contendo a Na,K-ATPase foi
fosforilada por ATP na presenga das poliaminas putrescina, espermina e espermidina
em dois meios de reacdes diferentes, um com 10 mM de Na' e outro com 100 mM de
Na'. Da esquerda para a direita temos que: Pogos 1, 3, 5 ¢ 7 meio de fosforilagio com
10 mM de Na', sendo respectivamente os pontos controle, putrescina (10 mM),
espermidina (2mM) e espermina (2 mM). Os pocos 2, 4, 6 e 8 contém o meio de reagdao
com 100 mM de Na', e representam respectivamente, o controle, putrescina (10 mM),
espermidina (2 mM) e espermina (2 mM).A seta indica a presenca do FXYD2

fosforilado.
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4.3 - Estudos da adi¢io da subunidade y (FXYD2) exbégena a Na,K-ATPase das

branquias de C. danae.

Para compreendermos o efeito que o FXYD2 causaria na Na,K-ATPase de C.
danae resolvemos estudar a sua adigdo, proveniente da preparacdo da Na,K-ATPase
renal, na atividade ATPésica da enzima deste crustaceo. Na figura 18 podemos observar
que a medida que incubamos a enzima com volumes crescentes de subunidade y ocorre
um estimulo da atividade da enzima de crustaceo ( controle: 100 nmol/min/mg), sendo
que um efeito maximo foi alcangado com 10 pl do proteolipideo y para 10 ul de Na,K-
ATPase de C. danae; e para comprovar que o efeito desta ativagdo era devido as
interagdes entre a Na,K-ATPase e a subunidade vy, realizamos experimentos utilizando a
mesma técnica para a extragdo do FXYD2 da Na,K-ATPase de rim de porco, porém
utilizamos uma preparagdo da Na,K-ATPase do cortex renal, que ndo contem o FXYD2
associado a enzima; e a preparacdo de membrana de eritrécitos anucleados conhecida
pelo nome de “ghost”, além do tampao de diluicdo do FXYD2 ex6geno ¢ do Anticorpo
Cy33, e como pode ser visto na figura 19 nenhuma estimulagdo da NA,K-ATPase das
branquias de C. danae foi observada ( comparar figura 18 com a 19).

Com o intuito de identificar a natureza da ativacdo da Na,K-ATPase de C. danae
incubada com a subunidade y exogena realizamos experimentos para medirmos os
parimetros caracteristicos desta enzima, tais como: afinidade por Na', K" entre outros.
Na figura 20 observamos que a pré-incubagdo da enzima com o FXYD2, numa
proporcao de 1:1 (vol/vol), e a posterior medida da atividade ATPasica estimulada por
jons Na', demonstrou que a enzima incubada com o proteolipideo y teve um aumento na
sua velocidade maxima, sem sofrer qualquer alteracdo na sua afinidade para este ion

(Tabela 1). Todavia, ao estudamos o efeito que a subunidade y causaria na estimulagao
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por K* da Na,K-ATPase de C. danae, foi observado um aumento na velocidade méaxima
da enzima com uma posterior mudanca nos valores de Ko s para o K da enzima (Figura
21 e Tabela 1). E ao avaliarmos o efeito que a subunidade y causaria na estimulagao da
enzima para ATP, nossos resultados apontam que a enzima apresenta uma discreta
mudanca no valor de K,,, € um aumento na velocidade na hidrolise do ATP (figura 22 e
tabela 1).

Uma vez que identificamos a presenga de um proteolipideo na Na,K-ATPase de
C. danae, e que o mesmo foi fosforilado por PKA resolvemos testar o efeito que a
subunidade y fosforilada por PKA ou PKC teria na atividade da enzima. Na figura 23
observamos que a subunidade y fosforilada por PKA foi capaz de estimular a atividade
da enzima em torno de 80%, um valor duas vezes maior quando a subunidade ndo esta
fosforilada, todavia, no que diz respeito a subunidade y fosforilada pela PKC

observamos um estimulo discreto na atividade da enzima (figura 24).
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Figura 18: Efeito da subunidade y exdgena na atividade da Na,K-ATPase das

branquias de C. danae. A enzima foi incubada com volumes crescentes de

subunidade y por 20 minutos e a seguir atividade Na,K-ATPésica foi ensaiada em

um meio de rea¢do contendo: BTP-HCI 0,5 M pH 7,5; NaCl 100 mM, KC1 10 mM

e MgCl, 3 mM. A atividade foi disparada com a adi¢ao de ATP 2 mM conforme o

descrito em Materiais e Métodos. As barras representam o erro padrao da média de

4 experimentos distintos.
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Figura 19: Efeitos do Tampao e fosfolipideos na estimulacio da Na,K-ATPase
das branquias de C. danae: A enzima foi incubada com as substancias indicadas no
grafico, sendo que os volumes utilizados foram: 20 puL para o tampao BTP-HCI 0,5 M
pH 7.5, 20uL para a extracdo de ghosts e 40 pL para a extragdo da Na,K-ATPase de
cortex renal e 10 pL do anticorpo anti y C33. Os procedimentos do experimentais sao
idénticos ao realizado na figura 18. As barras representam o erro padrdo da média de 4

experimentos distintos.
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Figura 20: Efeito da Subunidade y exdogena na Atividade da Na,K-ATPase de C.
danae estimulada por Sédio. A preparagdo das branquias de C. danae contendo a
Na,K-ATPase foi incubada com a subunidade y na razdo de 1:1 (vol. de enzima/ vol. de
FXYD2) por 20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no seguinte meio
de reagdo descrito na figura 18, porém com diferentes concentragcdes de NaCl. O tempo
de reacdo foi de 40 minutos e ao fim deste periodo o conteudo de ATP hidrolisado pela
enzima foi medido conforme o descrito em Materiais de Métodos. As barras
representam o erro padrao da média de 4 experimentos distintos. Simbolos (@) controle

(0) FXYD2 exdégeno
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Figura 21: Efeito da Subunidade y exdogena na Atividade da Na,K-ATPase de C.
danae estimulada por Potassio. A preparacdo das branquias 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 reacdo descrito na figura 18, porém com
diferentes concentragdes de KCI. O tempo de reagdo foi de 40 minutos e ao fim deste
periodo o conteudo de ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em
Materiais de Métodos. As barras representam o erro padrao da média de 5 experimentos

distintos. Simbolos (@) controle (0) FXYD2 ex6geno
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Figura 22: Efeito da Subunidade y exdogena na Atividade da Na,K-ATPase de C.
danae estimulada por ATP. A preparagdo das branquias 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 reagdo descrito na figura 18, porém diferente do
experimento da figura 20, a reacdo foi iniciada com concentragdes varidveis de ATP. O
tempo de reagdo foi distinto para cada concentragdo de ATP utilizada, e ao fim do
periodo estabelecido o contetido de ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme
o descrito em Materiais de Métodos. As barras representam o erro padrao da média de 4

experimentos distintos. Simbolos (@) controle (0) FXYD2 ex6geno
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Tabela 1: Parametros 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 analise da figuras 20, 21 e 22 .

Controle Subunidade y exdgena

Na’ (mM)

Vimax 117,23 £4,36 Vimax 162,49 £5,58

Ko s 6,25 £ 0,3087 Kos 591 £ 0,5709

Ny 1,904 £ 0,1642 ny 1.498 £ 0,176
K" (mM)

Vimax  132,0 £8,5 Vimax 184,34 £5.5

Ko s 1,98 + 0,087 Kos 0,9£0,10

Ny 0,71 £ 0,09 ny 1,05 £ 0,09
ATP (uM)

Viax 125,16 £5,2 Vimax 162,19+ 74

K 55+43 K 35+5,8

Vmax= nmolPi./min/mg
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Figura 23: Efeito da Subunidade y exdgena fosforilada por PKA na Atividade da
Na,K-ATPase de C. danae. A preparagdo das branquias de C. danae contendo a Na,K-
ATPase foi incubada com diferentes volumes da subunidade y fosforilada por PKA por
20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no meio de reacdo descrito na
figura 18. O tempo de reacdo foi de 40 minutos e ao fim deste periodo o conteudo de
ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em Materiais de Métodos.
As barras representam o erro padrdo da média de 3 experimentos distintos. Simbolos (e)

controle (0) FXYD2 ex6geno. Velocidade do ponto controle: 110 nmol Pi/min/mg.
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Figura 24: Efeito da Subunidade y exdogena fosforilada por PKC na Atividade da
Na,K-ATPase de C. danae. A preparacio das branquias de C. danae contendo a Na,K-
ATPase foi incubada com diferentes volumes da subunidade y fosforilada por PKC por
20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no seguinte meio de reagdo
descrito na figura 18. O tempo de reagdo foi de 40 minutos e ao fim deste periodo o
conteudo de ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em Materiais
de Métodos. As barras representam o erro padrao da média de 3 experimentos distintos.
Simbolos () controle (o) FXYD2 exdgeno. Velocidade do ponto controle: 107 nmol

Pi/min/mg
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4.4 - Efeito do Hormonio Juvenil de Inseto na Na,K-ATPase das branquias de C.
danae.

Lovett e cols (2002) demonstraram que a aclimatagdo do siri Carcinus maenas
em meio com salinidade baixa causava um aumento de 5 a 10 vezes na producdo do
metil farnesoato, que foi detectado na hemolinfa destes animais, porém uma relacao
direta entre o acimulo deste hormoénio e a regulagdo da Na,K-ATPase dos crustaceos
ndo foi evidenciada até o momento.

Na figura 25 podemos observar que a pré-incubacdo da Na,K-ATPase com
concentragdes crescentes de hormonio juvenil III ndo resultou em nenhum efeito, e o
mesmo resultado foi obtido quando utilizamos um meio de estimulagdo para a PKA
durante a pré-incubacao (figura 26), todavia, quando o meio de PKC foi adicionado ao
hormdnio e a enzima observou-se a inibi¢ao da atividade Na,K-ATPasica em torno de
40%, sendo que este efeito foi observado com 100 nM de hormonio, porém em
concentragdes maiores de hormonio 500 nM_ nenhuma inibi¢@o foi observada (figura
27).

Para comprovarmos se o efeito do hormoénio era devido a PKC, ou a um
componente do meio de reacdo, realizamos o mesmo experimento da figura 28, porém
com duas concentracdes distintas de hormonio, na presenca do inibidor para PKC, a
queleretrina. Como podemos observar na figura 28 a incubagdo do inibidor da PKC no
meio de pré-incubacdo reverteu o efeito inibitério do horménio revelando que o efeito

foi realmente devido a ativagdo da PKC endogena.
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Figura 25: Efeito do Hormonio juvenil na Na,K-ATPase das brianquias de C.

danae. A NaK-ATPase foi incubada em concentragdes distintas de hormonio juvenil

por 20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no meio de reagdo descrito

na figura 18. O tempo de reagdo foi de 40 minutos e ao fim deste periodo o conteudo de

ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em Materiais de Métodos.

As barras representam a média e o erro padrdo de 3 experimentos.
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Figura 26: Efeito do Hormonio juvenil na Na,K-ATPase das branquias de C. danae
incubada no meio de ativacao da proteina cinase A. A Na,K-ATPase foi incubada em
concentragdes distintas de hormonio juvenil em um meio para o estimulo da atividade
da PKA por 20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no meio de regado
descrito na figura 18. O tempo de reacdo foi de 40 minutos e ao fim deste periodo o
conteudo de ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em Materiais

de Métodos. As barras representam o erro padrao da média de 3 experimentos distintos.
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Figura 27: Efeito do Hormonio juvenil na Na,K-ATPase das branquias de C. danae
incubada com o meio de ativacio da proteina cinase C. A Na,K-ATPase foi
incubada em concentracgdes distintas de hormonio juvenil em um meio para o estimulo
da atividade da PKC por 20 minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no
meio de reacdo descrito na figura 18. O tempo de reacao foi de 40 minutos e ao fim
deste periodo o conteido de ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o
descrito em Materiais de Métodos. As barras representam o erro padrao da média de 4

experimentos distintos.
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Figura 28: Efeito do inibidor para PKC na inibicdo provocada pelo Hormonio
juvenil na Na,K-ATPase de C. danae. @A NaK-ATPase foi incubada em
concentragdes distintas de hormonio juvenil em um meio para o estimulo da atividade
da PKC, na presenca ou auséncia de queleletrina (QLT) (800 nM), ou DMSO por 20
minutos. A seguir a atividade da enzima foi ensaiada no meio de reacdo descrito na
figura 18. O tempo de reagdo foi de 40 minutos e ao fim deste periodo o contetdo de

ATP hidrolisado pela enzima foi medido conforme o descrito em Materiais de Métodos.
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4.5 - Regulacio do sitio de NH'; da Na,K-ATPase das branquias de C. danae por
FXYD2, Mg*? e espermidina.

Diferente de outras preparacdes de Na,K-ATPase até agora descrita na literatura,
a enzima de crustaceo possui um sitio para o transporte do ion NH'4, que aparece
quando a enzima esta com os sitios de K totalmente saturados (Masui e cols, 2002); e
como resultado temos um sinergismo entre estes cations que resulta em um estimulo em
torno de 50% da atividade da Na,K-ATPase das branquias de C. danae. Deste modo
resolvemos estudar o efeito que a adi¢do da subunidade y exodgena causaria na
estimulagdo por fons NH'y na Na,K-ATPase deste crustaceo; e podemos notar que a
presenca deste proteolipideo ndo causa um efeito somatério ao efeito do NH 'y, mas por
outro lado, a enzima apresentou uma grande mudanga na sua afinidade pelo NH'4
quando incubada com o FXYD2 (Figura 29 e tabela 2).

A interagio que existe entre a inibi¢do que o jon Mg ™ e a poliamina espermidina
exerceriam sobre a atividade da Na,K-ATPase estimulada por NH', foi avaliada Na
figura 30 podemos observar que em condi¢des 6timas (ATP 2 mM, NaCl 100 mM e
KCI 10 mM) o baixo nivel de Mg™ s6 atua ativando a enzima, e nestas condi¢des o
aumento da concentracao de NH', estimula a atividade da enzima. Pérem ao
aumentarmos a concentragio de Mg™ para 13 mM observamos um decréscimo na
atividade méxima da Na,K-ATPase; sugerindo que a enzima de C. danae, assim como a
de mamiferos, possui um sitio no qual os fons Mg™ exercem um efeito inibitério
(Fontes e cols, 1992). E de certo modo a ocupagdo deste sitio regula a estimulacdo da
enzima por NH', pois ocorre um deslocamento do NH'4 de seu sitio. E podemos
observar um aumento no Ko s para a estimulagio por NH'; (anexo da figura 30). Este
antagonismo entre os jons Mg e NH", na regulacio da atividade da Na,K-ATPase das

branquias de C. danae pode ser observado na tabela 3.
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A figura 31 descreve a incubagdo da enzima com a espermidina (uma
poliamina), podemos notar uma inibicdo em torno de 30% do efeito do amonio na
enzima na presen¢a da poliamina, porém esta inibi¢do possui um valor constante (anexo
da figura 16), e ndo altera a afinidade da enzima pelo cation em estudo (NH'";), afetando
apenas a velocidade maxima da relagdo de hidrdlise. Portanto sugerindo que as
poliaminas espemidina atue estabilizando uma conformacdo da enzima que ndo interage
com os fons NH'4, é como se a poliamina seleciona-se uma conformagdo que
simplesmente ndo interage com o NH'4, por isso a afinidade observada é a mesma, mas

para uma populagdo de enzima menor.
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Figura 29: Efeito da Subunidade y exdogena na Atividade da Na,K-ATPase de C.
danae estimulada por Amoénio. A preparacdo das branquias 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 re¢do descrito na figura 18, porém a enzima foi
novamente pré-incubada em diferentes concentragdes de NH4Cl. O tempo de reagdo foi
de 40 minutos e ao fim deste periodo o conteido de ATP hidrolisado pela enzima foi
medido conforme o descrito em Materiais de Métodos. As barras representam o erro
padrdo da média de 3 experimentos distintos. Simbolos (e) controle (0) FXYD2

exogeno.
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Tabela 2: Parametros cinéticos da Na,K-ATPase estimulada por ions NH',. Os

dados experimentais foram quantificados utilizando o programa SigmaPlot para

Windows 8.0. Os dados representam as médias dos experimentos, realizados em

Controle Subunidade y exdgena
NH"; (mM)
Viax  196,6 + 3,63 Vimax  175,7£2,589
Ko s 9,62 £1,01 Ko 1,09 £ 0,78
Ny 1,1 £0,154 ny 2,32 +£0,156

duplicatas Estes dados foram obtidos a partir da analise da figura 29.

Vmax= nmolP1i./min/mg
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Fig 30: Estimulacio da Na,K-ATPase de C. danae por NH'y e Mg A NaK-
ATPase de C. danae foi incubada em um meio reacional contendo BTP-HCI 0,5 M pH
7,5, NaCl 100 mM, KCI1 10 mM com trés concentragdes distintas de Mg 2 (0) 0,5 mM
(0) 3 mM e (m) 13 mM. A atividade foi disparada com a adicdo de ATP 2 mM . e a
estimulacdo por ions NH", na atividade Na,K-ATPasica foi ensaida conforme o descrito
em Materiais e Métodos. As barras representam o erro padrio da média de 4
experimentos distintos. Painel pequeno superior representa a atividade maxima da
enzima nas respectivas concentragdes de Mg™. Painel pequeno inferior representa os
valores de Kos e ny da Na,K-ATPase de C. danae pra os ions NH';, nos meios com

diferentes concentracdes de Mg+2.
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Tabela 3: Parimetros cinéticos da estimulacio dos ions NH'4 e MgJr2 na Na,K-
ATPase das branquias 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 analise dos experimentos usados na figura 15.

[NH,] mM [Mg“JmM V (nmol Ko.s (mM) nu
Pi/min/mg)

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 estimulacio da Na,K-ATPase das branquias

de C. danae por NH';. A Na,K-ATPase foi incubada por 20 minutos na () auséncia ou

( ©) na presenca de 2 mM de espermidina, e a seguir a atividade da enzima foi ensaiada

em um meio de atividade padrdo contendo: BTP-HCI 0,5 M, NaCl 100 mM, KCI 10

mM, MgCl, 3 mM e concentragdes crescentes de NH4Cl sendo que a reagdo foi

disparada com ATP (2 mM). O painel menor inserido na figura representa o percentual

de inibicdo da espermidina em cada concentragdo de NH4Cl a qual a enzima foi

incubada. O dado aqui demonstrado representa a média de 3 experimentos distintos.



5 - Discussao
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5.1 - O sitio de ATP da Na,K-ATPase.

A Na,K-ATPase descrita para os crustaceos apresenta em geral um unico K,
ATP que varia de 0,6 a 2,5 mM ( Lucu & Towle, 2003), todavia a enzima presente nas
branquias do siri C. danae apresenta dois sitios distintos, assim como a enzima de
mamiferos, um de alta afinidade [(catalitico) 0,056 uM] e um de baixa afinidade
[(regulatério) 56  uM] (figura 12). Masui e cols (2007) demonstraram um
comportamento Unico para a enzima de C. danae, como pode ser observado na figura
13, onde a Na,K-ATPase apresenta um sitio de baixa afinidade somente quando a
concentracdo de Na' é alta ( 50 e 100 mM), mostrando que o nivel de Na™ afeta de
modo marcante a ligacdo e a utilizagdo de ATP pelos sitios de baixa e alta afinidade da
enzima.

Para confirmar este resultado, fosforilamos a enzima em duas concentragdes de
Na" varrendo-se o ATP, e na presen¢a de 100 mM podemos notar claramente que a
enzima fosforilada exibe a presenca de dois sitios para o ATP. O mesmo foi
evidenciado em 50 mM de Na'; ainda que de uma forma sutil (Figura 14), pois os
niveis de E-P em estado de equilibrio desta condi¢do sdo extremamente baixos.

A presenga de dois sitios que ligam ATP na Na,K-ATPase ¢ um tema ainda
muito discutido. Patchornik e cols (2002), utilizando como ferramenta a proteolise da
enzima com um sistema oxidativo catalisado por Fe* propuseram que os dois dominios
de ligacdo de ATP estdo localizados na mesma subunidade o da enzima. Neste modelo
o ATP liga-se na conformagio E1 na presenga de 3 fons Na'. O dominio citoplasmatico
que liga a molécula de adenosina (dominio N) inclina-se 80° em dire¢do ao dominio de
fosforilacdo (P) posicionando o fosfato gama da molécula de ATP proximo ao

Aspartato (D369), capacitando a hidrolise do ATP e a formacdo da fosfoenzima. Na
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conformagdo EINa3ATP ocorre uma interacdo entre os dominios N e P, ¢ o dominio
conhecido como atuador ¢ deslocado para o lado e nao se conecta ao dominio N ¢ P.

Em contraste na conformacao E2K2 o dominio A interage com as partes N ¢ P
da enzima, deste modo obstruindo a interacdo entre N e P. Assim, o ATP ligaria com
baixa afinidade na conformagdo E2K2, com a molécula de adenosina ligada ao mesmo
residuo no dominio N e o fosfato gama distante do D369, e desta maneira incapaz de
formar o intermediario fosforilado. Todavia devido a uma aparente falta de um segundo
dominio para a ligagdo de ATP nos modelos estruturais da subunidade o (Hilge e cols,
2003; Patchornik e cols, 2002; Kubala 2006) implica-se que a enzima seria um
oligdbmero. Porém em ambas as hipoteses o sitio de baixa afinidade por ATP possui uma
fun¢do regulatdria, devido a sua aparente incapacidade de formar fosfoenzima.

Até o momento um segundo K, para a fosforilagdo na Na,K-ATPase so foi
observado para a enzima de mamiferos na presenca de pNPP (para nitro fenil fosfato),
um inibidor exdgeno ndo fisiologico da proteina que reage com a mesma na
conformac¢do E2; e atribui-se a formacdo da enzima como um tetramero gerando dois
sitios de alta afinidade e dois de baixa afinidade- na ligacdo catalitica do ATP que
ocorre na subunidade a- que interageriam de modo cooperativo (Tanoe e cols, 2006).

Diferente destes autores nossos resultados foram gerados usando-se o ATP, um
substrato endégeno que induz a enzima ao estado El. E possivel que algum fator
desconhecido presente na Na,K-ATPase das branquias de C. danae desmascare este
segundo sitio de fosforilagdo. Até o presente momento este sitio s foi caracterizado na
enzima de C. danae.

A presenca dos dois sitios de ATP e a co-relagdo de que a sua presenca dependea
do nivel de sddio; estabelece uma condicdo interessante para este crustaceo, pois torna a

Na,K-ATPase uma enzima mais eficiente para a adaptacdo do siri C. danae do que em
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outros crustaceos, pois naquele animal a enzima e capaz de exercer a sua fungdo de

modo eficaz utilizando-se de uma quantidade menor de ATP.

5.2 - A fosforilacdao da Na,K-ATPase por ATP na presenca de poliaminas e PKA, e
a identificacdo do FXYD2 e seus efeitos na atividade da Na,K-ATPase de C. danae.

Como podemos observar na figura 17 a fosforilagdo da Na,K-ATPase na
presenga de poliaminas revelou que uma banda de baixo peso molecular foi
intensamente fosforilada. A presenca deste achado em nosso estudo abre uma nova
dire¢do na acdo que estas substancias exerceriam na Na,K-ATPase das branquias de C.
danae, pois elas ndo atuariam simplesmente inibindo a bomba por atuarem como um
inibidor de cations. As poliaminas sdo capazes de estimular proteinas cinases, tais
como, MAPK e a tirosina cinase, logo os resultados acumulados por nés, dao indicios
de que ocorre a ativacdo de alguma cinase endogena que fosforilaria esta pequena
proteina. Curiosamente a estimulagdo ocorre com espermidina e espermina, e apresenta
uma resposta diferenciada a presenca da concentracdo de sodio, logo uma proteina
cinase tal como a SAPK1 e/ou SAPK?2 poderia estar envolvida neste processo (Kiiltz &
Avila, 2001). Uma posterior analise deve ser feita para clarificar as proteinas
envolvidas, contudo o resultado obtido direciona as poliaminas a outra agdo, que ndo a
simples inibi¢ao da atividade da enzima.

A fosforilacdo da Na,K-ATPase pela PKA foi extensivamente demonstrada por
varios autores (Therien & Blostein, 2000), mas os dados na literatura sdo conflitantes,
uma vez que alguns grupos de pesquisadores mostraram que para que a enzima seja
passivel de fosforilagdo pela PKA; o meio de reacdo deverd conter obrigatoriamente
Triton X-100, por isso uma concentracdo de 0,05% ¢ usualmente utilizada para a

exposi¢do da serina 943 da Na,K-ATPase, residuo alvo da PKA ja que a mesma
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encontra-se “escondida” nas proximidades da membrana plasmatica (Feschenko &
Sweadner, 1994). Todavia, Cortes e cols (2006) mostraram que a fosforilagdo da
subunidade a e do FXYD2 da Na,K-ATPase de rim de porco pode ocorrer na auséncia
do detergente Triton X-100.

Apesar da enorme quantidade de dados que envolvem os efeitos dos hormonios
e proteinas cinases na Na,K-ATPase de mamiferos, nenhum dado demonstrou a agao de
proteinas cinases na Na,K-ATPase das branquias de crustaceos. Deste modo, durante o
Mestrado nds 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 endogena, e também por uma PKC enddgena; e
sendo assim fomos o primeiro grupo a caracterizar a Na,K-ATPase das branquias de
crustaceos como um alvo de proteinas cinases (Silva, 2003).

Estabelecidas as condigdes necessarias para a fosforilagdo da Na,K-ATPase
pelas cinases, resolvemos testar qual seria o efeito que a fosforilagdo por PKA causaria
na enzima, uma vez que ja havia sido demonstrado que durante o processo de
aclimatacdo do crustdceo ocorria um aumento dos niveis de AMPc nas branquias
(Lohrmann & Kamemoto, 1987). Contudo, o experimento de fosforilagdo da enzima por
PKA e a sua posterior medida da atividade enziméatica ndo foi bem sucedido, uma vez
que, a concentracdo de Triton X-100 utilizada no meio de pré-incubagdo, para a
exposicdo da serina que ¢ fosforilada pela PKA, provocou uma inativagdo da enzima.
Desta forma, verificamos se a enzima poderia ser fosforilada na auséncia deste
detergente. Todavia, na auséncia do detergente, ndo foi evidenciada a fosforilagdo da
subunidade a 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 preparagio
microssomal das branquias de C.danae utilizando o anticorpo anti-y C33, que reconhece
uma seqiiéncia de 10 aminoacidos localizados no carboxi-terminal da subunidade vy, e o
resultado deste experimento foi a presenca de uma marca¢do no componente de baixo
peso molecular presente na preparacao (figura 15); e ndo obstante a banda reconhecida
pelo anticorpo encontrava-se na mesma posi¢do da banda de baixo peso molecular que
havia sido fosforilada pela PKA, evidenciando que a Na,K-ATPase das branquias do
siri eurialino C. danae possui um FXYD, provavelmente um analogo ao FXYD2, e que
o mesmo foi fosforilado por uma PKA end6gena. Considerando a especificidade deste
anticorpo em reagir somente com a subunidade ya (FXYD2), podemos entdo concluir
que a Na,K-ATPase de C. danae estd associada a uma subunidade y, sendo esta a

primeira vez que a referida subunidade foi encontrada em invertebrados.

5.3 - Adicao do FXYD2 da Na,K-ATPase renal a Na,K-ATPase das brianquias de
C. danae e seus efeitos na atividade da enzima de crustaceos.

Realizar a extragao do FXYD?2 partindo-se da preparagao da enzima de C. danae
¢ um pouco dificil, uma vez que a Na,K-ATPase que esta presente na preparagao
microssomal apresenta-se em pouca quantidade, apesar da enzima responder a 90% do
total de toda atividade ATPésica encontrada na preparacdo; logo a extracdo deste
FXYD2 por protocolo descrito por Fontes e cols 1999 torna-se invidvel, uma vez que o
sistema cloroféormio : metanol seria perturbado pela grande quantidade de liquido
proveniente da preparagdo microssomal das branquias de C. danae (devido a baixa
concentracdo da enzima) , o que ndo acontece com a preparacao da Na,K-ATPase de
rim de porco. Outro empecilho ¢ o fato de que nds nao sabemos de que modo este

proteolipideo seria regulado, pois como foi demonstrado por Capasso e cols ( 2001), a
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expressdo da subunidade y responde a diferenca na concentragdo de osmolitos nas
células renais, portanto considerando os processos de “invasdo” dos crusticeos em
diferentes ambientes salinos, poderiamos trabalhar em certo momento com uma fragado
da Na,K-ATPase enriquecida com esta subunidade ou em outro momento com uma
quantidade relativamente baixa de FXYD2 um posterior estudo de aclimatacdo deve ser
feito para esclarecer qual seria a condi¢do ideal para a expressdo do proteolipideo junto
a enzima.

Deste modo uma alternativa viavel foi utilizar a subunidade y extraida de rim de
porco na preparacdo da Na,K-ATPase das branquias de C. danae a fim de garantir que
uma quantidade maior de FXYD2 seria empregada nos experimentos de interacao.

A incubagdo da Na,K-ATPase das branquias de C. danae com a subunidade y de
rim de porco (figura 18), demonstrou que a atividade da enzima foi estimulada em torno
de 46% na presenca deste proteolipideo, quando a razdo volume de enzima e volume de
subunidade y estava na proporcao de 10 uL de FXYD2 : 10ug de enzima; sendo que
este valor permaneceu constante a medida em que aumentdvamos a propor¢ao do
proteolipideo v, € como pode ser visto na figura 19 a estimulagdo da ativifdade da Na,K-
ATPase deve-se ao FXYD2 exd6geno e ndo a outro fator, como exemplo: lipideos ou
tampao. Portanto, o resultado visto na figura 18 demonstra primeiramente que a Na,K-
ATPase das branquias de C. danae possui os possiveis sitios para a inser¢ao deste
proteolipideo em sua estrutura.

Para compreendermos o efeito estimulatorio que a subunidade y provocou na
Na,K-ATPase de C.danae resolvemos estudar os parametros cinéticos da enzima. A
acdo da subunidade y 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

. . . . 7, + +
estimulou a Vy,,x da enzima nos ensaios de afinidade pelos cations Na', K e pelo seu
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substrato ATP, todavia a afinidade da enzima foi alterada para o ion K, Kos 1,98 +
0,087 (controle) para o valor de Kos 0,9 + 0,1(enzima tratada com 7y); e uma discreta
mudanga no Km para ATP 55uM =+ 4,3 (controle) para o valor de 35 uM + 5,8 (enzima
tratada com v), sem qualquer alteracio para a afinidade por Na'. Este efeito da
subunidade y exégena, modulagio da afinidade da enzima pelo ion K', ¢ um dado
diferente dos resultados até agora publicados, visto que alguns autores mostraram que a
subunidade y 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 aclimatacdo dos crustaceos e a
necessidade que estes animais possuem em manter a sua carga de Na' na hemolinfa a
um nivel superior ao do meio diluido, seria interessante que a subunidade y modulasse o
Kos Na' e niio 0 do K', porém analisando-se os conjuntos de transportadores presentes
na célula das brinquias um aumento da Kos K™ poderia compensar os efeitos que o
aumento dos ions NH', teriam nos transportadores inespecificos para a presencga destes
cations.

A Na,K-ATPase ¢ uma proteina integral de membrana que transporta ativamente
2 ions K" para o citossol da célula e 3 fons Na" para o meio extracelular mantendo o
potencial de membrana celular. Todavia, em determinadas condigdes, esta enzima ¢
capaz de transportar fons NH',4 e ocluir ions Rb"™ em mamiferos, propriedades estas que
em muito contribuiram para o estudo das fun¢des desta enzima (Towle & Holleland,
1987; Glynn & Richards, 1982). Nossos resultados sugerem que o ion NH'4 pode ser
transportado pela Na,K-ATPase em substitui¢do ao fon K™ uma vez que NH'; pode
substituir efetivamente o ion K na ativacdo da hidrélise de ATP na Na,K-ATPase de
C. danae. Quando comparamos o resultado obtido com a hidrolise realizada na presenca

It + A . r + . ~
do ion K', e auséncia de ions NH 4, observamos que as curvas de ativagcdo pelos
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respectivos ions sao semelhantes (Silva, 2003). Em adicdo, nossos resultados mostram
que quando a concentragio do ion NH'4 atingiu o valor de 50 mM, houve uma inibi¢io
da atividade da enzima, diferente do observado por Towle & Holleland (1987) que
mostraram a ativagio da enzima de Callinectes sapidus em concentragdes de NH'; mais
altas, a saber 80, 100 e 120 mM.

A presenca de uma ativagio por NH'4 na ordem de 52% (Figura 29) na ativagio
da Na,K-ATPase das branquias do siri na presenga de altas concentragdes de K,
condicdo na qual todos os sitios classicos para estes ions estdo saturados, demonstra que
a enzima possui um sitio, especifico ou adicional, para a ligacdo do ion NH",. Este sitio
atua de modo sinérgico com o de ligagdo do ion K' (Masui e cols, 2002), e até o
presente momento s6 foi identificado nesta enzima, uma vez que saturando-se a Na,K-
ATPase de rim de porco com K' e variando-se a concentragio de NH'4 nenhuma
ativagao extra foi vista (Silva, 2003).

A aménia em solugio ocorre ambas as formas (NH; ¢ NH',;) num equilibrio
dependente de pH, e como é uma base fraca, pK = 9,8 a 20 °C e NaCl 200 mM,;
(Cameron and Heisler, 1983) e no pH fisiologico de 7,8 o equivalente a 98% da amonia
existe como a forma ionica NH'4, e somente 2% esta presente na forma ndo idnica.
Contudo a alta solubilidade em lipideos do NH; o torna mais difusivel pela bicamada
lipidica. Apesar de Kormanik & Cameron (1981) terem descrito que a excrecdo de
amonia em Callinectes sapidus ocorre através da difusdo do NHj, outros autores
obtiveram evidéncias experimentais de que a excre¢do de amoénia ocorre através de
NH',; em Callinectes sapidus (Pressley e cols, 1981) e Carcinus maenas (Lucu, 1989;
Siebers ¢ cols, 1995).

fons NH'; ¢ K™ possuem o mesmo raio atdmico (Knepper e cols, 1989) e devido

. + ; + .
ao seu comportamento parecido ao K', o ion NH 4 afeta o potencial de membrana, por
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exemplo, em axonio gigante de Loligo pealei (Binstock & Lecar, 1969) e neurdnios de
mamiferos (Cooper & Plum, 1987). Em mamiferos, um aumento da amdnia causa um
grande dano ao sistema nervoso central, incluindo danos morfolégicos na barreira
hemato-encefalica (Laursen & Diemer, 1997).

Em crustaceos, por exemplo, na lagosta Homarus americanus (Young-Lai e
cols, 1991), um nivel elevado de amodnia prejudica a fung¢do iono-regulatéria em
ambientes de baixa salinidade. Exposi¢do do siri Carcinus maenas a lmM de amonio
total leva a um aumento da permeabilidade a ions e um fluxo de sal através das
branquias (Spaargaren, 1990). Um efetivo sistema de excreciio e detoxificacio de NH 4
¢, por razdes Obvias, essencial para manter as func¢des celulares, e para manter os niveis
de amonio celular nos fluidos corporais em um nivel tolerdvel. Em muitas espécies,
incluindo mamiferos (Cooper & plum, 1987), peixes (Wood e cols, 2002) e crustidceos
(Cameron & Batterton, 1978; Weihrauch e cols, 1999) a concentracio de NH'4 é
tipicamente baixa (50- 400 uM).

Diferentemente dos processos que ocorrem em aves, mamiferos e répteis, os
produtos do metabolismo do nitrogénio em crustaceos sdo excretados como NH; e NH',
propriamente ditos, independentemente do meio que estdo habitando, que podem ser
aguas marinhas, adguas doces, ou habitats terrestres (Kormanik & Cameron, 1981). A
urina primaria dos crustaceos ¢ formada via ultra-filtracdo através da glandula antenal,
que ¢ tida por ter um papel central na regulacdo de 4dgua e cations divalentes (Mg+2,
Ca+2; Mantel & Farmer, 1983; Freire e cols, 2008), porém ndo contribuem
significantemente na excrecdo de produtos nitrogenados, como exemplo, temos que a
excrecdo que ocorre em Callinectes sapidus, ¢ menor que 2% da amoénia excretada pela
urina (Cameron & Batterton, 1978). Logo o sitio alvo para a excre¢do da amonia em

crustaceos aquaticos sdo as suas branquias (Claybrook, 1983; Kormanik & Cameron,
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1981; Regnault, 1987), e muitos transportadores e enzima estdo possivelmente ligados e
envolvidos no transporte de amonia (figura 33).

Os mecanismos envolvidos na excre¢do de NH', parecem ser espécies
especificas, logo no siri Callinectes sapidus a excre¢do correlaciona-se com uma
absor¢do de Na' (Pressley e cols, 1981), e o mesmo resultado foi visto no siri chinés
Eriochier sinensis (Péqueux & Gilles, 1981), sendo que estes resultados foram obtidos
utilizando-se vesiculas de membranas das branquias (Towle & Holleland, 1987),
indicando que o NH", substituia o K na ativacio da Na,K-ATPase sensivel a ouabaina
(Towle and Kays, 1986; Towle e cols, 2001). Em relagdo a incubagdo com a ouabaina,
um inibidor especifico da Na,K-ATPase, inibiu completamente a excre¢do de NH';. Um
segundo mecanismo encontrado foi observado em Carcinus maenas (Weihrauch e cols,
1998; Weihrauch e cols, 2004) pois o tratamento com ouabaina inibe a excrecdo de
NH', parcialmente, consistente com um segundo mecanismo responsavel pela extrusio
branquial de NH'4 nesta espécie, que envolve um H'- ATPase do tipo V. E por fim no
siti Callinectes danae a excrecio de NH'4 ocorre de modo sinérgico ao transporte de K
(Masui e cols, 2002) resultando em um aumento de = 50% na atividade catalitica da
Na,K-ATPase.

Deste modo testamos o efeito que a subunidade y causaria na estimulaciao da
atividade Na,K-ATPasica por ions NH'4 (figura 29). Nossos resultados demonstraram
que o Ky s da enzima para o NH"; (9,62 + 1,01) sofreu um decréscimo de 10 vezes na
presenga da subunidade y (1,09 + 0,78), além modificar o ny da enzima (controle = 1,1
+ 0,145; y = 2,32 £+ 0,156); mostrando que ocorre uma grande alteracdo na afinidade da
enzima pelos fons NH', , além de induzir um aumento da cooperatividade (Figura 29 e
tabela 2). A importancia deste aumento deve-se ao fato que os crustaceos nem sempre

~ . . ’ ’ . ~ r +
estdo localizados em um ambiente onde a 4gua estd bem oxigenada e ndo poluida (NH 4
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5 uM), e por outro lado eles podem entrar em contato com concentragdes superiores a
2,5 mM de NH'; (andxia, 4guas parada entre outros) (Weihraulch e cols, 2004). Este
resultado demonstra a importancia da Na,K-ATPase neste transporte auxiliar de ions
NH', realizado pela bomba, considerando-se os fatores citados anteriormente; a
regulacdo deste transporte pela subunidade y torna ainda mais importante o papel da
Na,K-ATPase de C. danae na excregao deste ions.

A presenca de um proteolipideo na preparacdo da Na,K-ATPase de C. danae que
foi fosforilado pela PKA levou-nos a testar o efeito que a adigdo do y fosforilado por
PKA ou PKC causaria na atividade enzimatica da enzima. Como pode ser visto na
figura 23 na presenca do y fosforilado por PKA, a atividade da enzima sofre um
estimulo em torno de 80% (o dobro da estimulacdo do y nao fosforilado), mas por outro
lado o vy fosforilado por PKC (figura 24) apresentou uma discreta ativagdo da enzima. A
diferenca aqui obtida, PKA e PKC, devem ser atribuidas ao fato de que os residuos
fosforilados no y sdo diferentes, logo temos uma serina que ¢ fosforilada pela PKA,
fazendo com que exista uma interagdo mais lenta, porém com um resultado final o
estimulo, sendo que o mesmo nao acontece com o y fosforilado pela PKC (treonina);
mais ainda sim, um estudo mais detalhado sobre as regides que ocorrem as interagdes
entre esta subunidade deve ser feita para um melhor esclarecimento (Cortes, 2007).

Nossos resultados mostram que a subunidade y afeta (aumenta) a afinidade da
enzima para o K’ e para ATP, enquanto que varios autores observaram um decréscimo
Kos 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 fun¢do, extrapolando
os nossos dados para o FXYD2 encontrado nesta preparagdo, 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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(aguas salobras, estuarios e agua doce). E diferente de outros crustaceos, os animais
eurialinos ndo possuem a capacidade de absor¢do de sal da sua urina primaria, sendo
assim, eles sempre perdem sal para o meio ambiente; desta maneira um aumento na
afinidade da enzima por K’ garantiria que as células brinquias manteriam a
concentragdo deste ion de modo adequado para a manuten¢do do seu potencial, ja que
em um meio diluido a oferta deste ion torna-se muito menor. Em adicdo isto permitiria
que o conteido de ATP produzido pelas células agora nesta situagdo fosse mais

direcionado a manuteng¢ao do equilibrio i6nico-osmotico.

5.4 - A regulaciio do sitio de NH'; por Mg*? e espermidina.

Apesar de possuir um sitio extra para a ligacdo de ions amodnio 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, pois apesar de ser essencial para a atividade da enzima (¢ o complexo
ATP-Mg que se liga a enzima e ndo o ATP sozinho), uma concentragdo acima de 3 mM
¢ sempre capaz de inibir a enzima deslocando o equilibrio para a forma E, (figura 30).
Parece que em altas concentragdes o Mg™ ocupa um sitio inibitério na enzima, e em
mamiferos este efeito foi atribuido a liga¢do a forma E;K, diminuindo a afinidade da
enzima por ATP, o passo limite do ciclo de reagdo (Fontes e cols, 1992; Pedemonte &
Beugé, 1983).

O significado fisioldgico da inibicdo da enzima em alto magnésio ndo esta claro.
Concentracdes de magnésio livre na hemolinfa do siri eurialino Cryptograpsus
angulatus estdo em torno de 12 mM (Mananes e cols, 2002). Assumindo uma
concentragdo similar na hemolinfa de C. danae, a bomba seria exposta a concentragdes
acima dos niveis inibitorios. Logo, os resultados apresentados na figura 30 poderiam

. . , . . + + .
sugerir um mecanismo regulatorio, o antagonismo entre NH'y; ¢ Mg da atividade da
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enzima via a sua superficie extracelular (tabela 3). Aumentando-se a concentracao de
NH; na hemolinfa pode-se minimizar o efeito da inibi¢do por Mg, por deslocar a
enzima de volta a forma E;, expondo o sitio adicional para a ligagdo do NH'y, e
substituindo o fon K.

Lovett and Watts, 1995 mostraram que durante a aclimatacao do siri Callinectes
sapidus a um meio de salinidade alta ocorria um aumento da producdo de poliaminas
(putrescina, espermidina e espermina) na hemolinfa destes animais, sugerindo que estes
compostos estariam envolvidos na regulacdo osmoregulatérias neste crustaceo. Deste
modo estudamos a agdo que a poliamina espermidina teria no sitio de NH';. A
incubacdo da enzima com 2 mM de espermidina resultou numa inibi¢do do estimulo que
este fon causa, diminuindo a Vmax da reag¢do, sem alterar a afinidade da enzima por
NH', (figura 31). A inibigdo provocada pela poliamina ¢ devido ao fato de que em pH
fisioldgico estas substdncias comportam-se como polications, logo ao entrarem em
contato com os residuos negativos das cadeias laterais dos aminoécidos envolvidos no
transporte de cétions, elas iriam se ligar a estes residuos e desta forma iriam competir
com a ligagdo cation - NH'; — em seu sitio, e esta competicdo e futura inibigdo pode ser
atribuida também ao impedimento estérico que as poliaminas em questdo causariam na

ligacdo do NH',

5.5 - A regulacio da Na,K-ATPase das branquias de C. danae por Hormonio
Juvenil de Inseto.

Os mecanismos pelos quais os crusticeos percebem as mudangas na
osmolalidade interna e externa, e como ocorre a transmissdo do sinal para o seu sistema
neuro-endocrino ndo sdo bem conhecidos. O controle da osmolalidade da hemolinfa dos

crustaceos eurialinos deve ser finamente controlado, e um processo rapido e preciso
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deve existir para que estes animais sobrevivam nestes ambientes com uma drastica
mudanga de salinidade. Um amplo estudo direcionado para a Na,K-ATPasse ao longo
dos anos tem mostrado a importancia desta enzima na regulacdo idnica “rapida” nestes
animais, e indicando possiveis reguladores da enzima ao longo deste processo.

Ao longo dos anos as pesquisas realizadas nesta area vém evoluindo e indicando
possiveis reguladores, como exemplo temos o extrato do 6rgdo pericardial do Carcinus
maenas que demonstrou um aumentou da captagdo de Na' ¢ 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 infusdo de
dopamina nos crustaceos vivos ou a perfusdo através das branquias isoladas demonstrou
um rapido aumento no nivel 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 transferéncia dos crustdceos de um meio de alta salinidade para outro de
baixa, foi descrito por exibir um aumento no nivel de AMPc nas branquias anteriores e
posteriores do Carcinus maenas (Sommer and Mantel, 1991), sugerindo que o aumento
de AMPc pode estar envolvido numa prévia resposta da aclimatagdo a salinidades
reduzidas. Corroborando com estes dados, experimentos em Eriocheir sinensis
Riestenpatt e cols, 1994 mostraram que um aumento de AMPc estimulou a captagdo de
Na“e CI.

Além desses estudos Lovett & Watts, 1995 demonstram que durante o processo
de aclimatagdo, transferéncia do animal da dgua doce para a dgua salgada, do siri C.
sapidus, ocasiona um aumento da producdo de poliaminas nos pares branquiais
posteriores, que sdo justamente os pares responsaveis pelo controle osmoregulatério do
animal, e posteriormente Silva e cols, 2008 mostraram que o efeito das poliaminas na

Na,K-ATPase das branquias do siri Callinectes danae era devido a competicdo que
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estas substancias tinham pelo sitio de cations (neste caso o efeito sobre o Na' ¢ a
estimulagdo por NH'; foram bem evidenciados) além do fato de que as poliaminas
parecem estabilizar a conformac¢do E1 da enzima.

O metil farnesoato, um sesquiterpeno nao epoxidado estruturalmente parecido ao
horménio juvenil de inseto (Borst & Tsukimura, 1991; Laufer e cols, 1987), ¢ secretado
pelo 6rgao mandibular ¢ esta presente na hemolinfa de uma variedade de crustaceos.
Recentes estudos t€m sugerido que o metil farnesoato estd envolvido na regulacido de
processos similares aos descritos em insetos (reproducdo, muda, desenvolvimento larva,
morfogénese, sintese de proteinas (Nagaraju, 2007).

Como dito anteriormente o controle hormonal da osmoregulagdo em
invertebrados nao estd estabelecido e poucas informagdes existem até o presente
momento. Recentemente estudos com o caranguejo aranha, L. emarginata, indicaram
que o estresse hiper osmotico eleva a sintese de metil farnesoato, em parte por estimular
a atividade da metil transferase no 6rgao mandibular (Ogan e cols, 1997). Lovett e cols,
1997 observaram que o nivel de metil farnesoato da hemolinfa responde a certo nimero
de estressores, incluindo o aumento de temperatura, anoxia, manuseio € exposicao a
agua diluida. E foi demonstrado que o nivel de metil farnesoato estava aumentado no
stress hipo-osmético (Lovett e cols, 2001). Todavia a significancia fisioldgica deste
efeito ndo esté clara. A adicdo do hormonio ao homogenato de Artemia salina aumentou
a atividade da Na,K-ATPase (Ahl and Brown, 1991), ¢ tal efeito seria consistente com o
papel do metil farnesoato na osmorregulacdo. Em adi¢do estudos realizados com a
exposi¢ao do C. maenas a agua do mar isosmotica, com baixa concentragdo de célcio e
magnésio, ou combinagdes dos dois; ou agua diluida com altas concentracdes de célcio
ou magnésio pode aumentar a produ¢do do horménio (Lovett e cols, 2006), mostrando a

existéncia de uma forte correlagdo inversa entre o nivel de horménio e a osmolalidade



- 109 -

da hemolinfa. Todavia estes estudos nao investigaram se o metil farnesoato poderia
regular a Na,K-ATPase.

Deste modo decidimos estudar qual seria a acdo que este hormdnio poderia ter
na atividade da Na,K-ATPase das branquias de C. danae e, para isto, usamos como
uma substancia analoga a este hormonio de crustdceo o hormodnio juvenil de inseto (JH
III). A incubagdo da Na,K-ATPase com o JH III resultou em uma inibicdo, diferente do
resultado obtido por Ahl and Brown, 1991, que demonstraram que a adi¢do de metil-
farnesoato a uma preparacdo de homogenato total de larvas de Artemia estimulava a
atividade da Na,K-ATPase. Este efeito inibitorio s6 pode ser observado quando a
enzima foi tratada com uma pré-incubagdo em um meio de reagdo especifico para a
atividade da PKC (comparar figuras 25 e 26 com a figura 27)

Para definirmos se a inibicdo da Na,K-ATPase foi provocada pelo JH, e ndo pelo
seu solvente ou outra substancia presente no meio, uma vez que o JH III foi dissolvido
em DMSO, nos realizamos um experimento com o inibidor da PKC, a queleretrina, e
adicionamos em outro tubo de pré-incubagdo a mesma quantidade de DMSO comparada
ao hormonio, e como podemos observar a presenga da queleretrina reverteu o efeito
inibidor que o JH III exercia sobre a enzima, deste modo a inibi¢do pode ser atribuida a
fosforilacdo da Na,K-ATPase; ou de algum outro fator presente nesta preparagdo que
uma vez fosforilado ira regular a atividade da bomba (figura 28). Cabe ressaltar que
nestes experimentos o ponto controle possuia 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 ndo tratada; desta forma o efeito inibitério pode ser atibuido de
fato ao JH III estimulando a PKC.

Nossos resultados apontam que a inibicdo sofrida pela Na,K-ATPase de C.

danae ocorre via a ativacdo da PKC, apesar de outros estudos j& terem identificado a
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participagdo desta cinase na a¢ao deste hormonio (Wyatt and Davey, 1996; Yamomoto
e cols, 1988), os dados aqui apresentados mostram pela primeira vez presenga de um
sitema receptor-hormonio localizado nas branquias de um crustaceo eurialino que é
capaz de regular atividade da bomba de s6dio, quer de maneira direta ou nao.

Por outro lado torna-se 6bvio que este efeito haverd de alterar de um modo
“rapido” alguma propriedade cinética da Na,K-ATPase de modo a torna-la inibida, e
devemos atentar que possiveis receptores nucleares para o hormoénio juvenil tem sido
sugeridos na literatura (Henrich e cols, 2003) logo uma regulacdo a longo prazo pode
eventualmente realizada por este hormonio.

Portanto, assumindo uma estreita relacdo entre o hormdnio juvenil e o metil
farnesoato (figura 32), e obviamente atribuindo estes efeitos observados ao metil
farnesoato, os resultados apresentados podem sugerir uma regulacao rdpida da enzima; e
uma mais lenta, nos quais os processos de sintese e degradag¢do estariam envolvidos.
Desta maneira seria preenchido um grande espaco na compreensdo dos mecanismos
fisiologicos que regulam a atividade da Na,K-ATPase nos crusticeos. Ainda assim a
presenca de uma pequena diferenga estrutural do JH III pode ser responsavel (ou
mesmo, ndo descartar possiveis efeitos especificos que talvez ndo possam ser

observados no tratamento com metil farnesoato).
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Figura 32: Formula estrutural do metil farnesoato (A) e hormonio juvenil
de inseto (B).
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5.6 - Conclusdes finais.

A NaK-ATPase ¢ uma enzima de grande importancia para o controle
osmoregulatorio nos crustaceos, e diferente de outros animais a enzima encontrada nas
branquias de C. danae esta envolvida no transporte e excrecio do ion NH',. Portanto,
como pode ser observado na figura 33, através dos nossos resultados, propomos que a
Na,K-ATPase das branquias de C. danae, possui um sitio inibitério para a ligagdo de
fons Mg, que aparece quando a enzima esta na conformagio E2, considerando-se que
a concentracdo deste ion ¢ alta em um ambiente salino, leva a clara idéia que nesta
condi¢do a atividade estaria reduzida. Todavia este efeito pode ser antagonizado pelo
sitio de NH'4 que reverteria o efeito do Mg™ na Na,K-ATPase das branquias de C.
danae, pois a levaria para a conformagdo E1, que ndo expdem o sitio inibitorio para a
ligagdo do Mg, Este efeito de antagonismo seria ainda mais favorecido pela presenga
do FXYD2, pois este componente foi capaz de aumentar em 10 vezes afinidade da
enzima por NH',, logo os efeitos combinados levariam a enzima a conformagcio El,
acabando entdo com a inibigao.

Um aspecto importante de notar é que o antagonismo que existe entre o NH'4 e
o Mg, s6 podera ocorrer se o sitio de ligagio para aquele cation esteja disponivel, e
esta condi¢do se da quando a enzima encontra-se com os sitios de K totalmente
saturado pelo proprio, pois caso contrdrio o que teremos ¢ simplesmente uma
substituicio entre K" e o NH'4 no transporte da enzima. Logo para que isto nio ocorra
o FXYD2 também modula positivamente o sitio de K™ da Na,K-ATPase das branquias
de C. danae, logo uma menor quantidade de ions K™ ¢ requerida para a saturagio dos

seus proprios sitios, que resultaria num efeito pronunciadamente mais rapida no sitio
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de NH"; da enzima de C. danae. Deste modo estabelecemos uma relacio entre os dados
das figuras 16, 23e 30.

Importante dizer que a modulagdo que o FXYD2 causa na Na,K-ATPase das
branquias de C. danae ndo seria s6 importante para conter a inibicdo por Mg™, mas
também por favorecer a energia extra que facilitaria o transporte do proprio NH'4 que
ao ser excretado ¢ trocado pelo Na” movimentando este ion do meio interno para o meio
externo, contribuindo entdo para o aumento na captagao deste cation durante o processo
de aclimatagdo do C. danae. E aplicando-se os resultados das poliaminas, considerando-
se que estas substancias sdo estimuladas quando o animal estd em um meio de alta
salinidade, fica 6bvio que com este fato ocorrera também uma aumento na producdo de
amonio, que serd eliminado pela Na,K-ATPase. Sendo assim temos que nestes
crustaceos a presenga do FXYD2 seria de grande importancia para a aclimatacio do C.
danae.

Outra caracteristica marcante do nosso sistema ¢ a acdo de proteinas cinases,
estimuladas através do hormonio juvenil, espermina e espermidina, e da adicdo do
DbAMPc, que implica que o controle da Na,K-ATPase durante a aclimatagdo nao
apenas se restringe a uma modulacdo direta da atividade da bomba de Na' pela
subunidade o, mas sim uma complexa rede de sinais que podem favorecer ou
desfavorecer as interacdoes que existem entre esta subunidade e o FXYD2. Esta
afirmativa ¢ baseada no fato de que a fosforilagdo do FXYD2 pela PKA ocorre em uma

condi¢do “natural” da enzima; a adicao do FXYD?2 exdgeno resultou em um estimulo
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Figura 33: Modelo hipotético para a excrecdo de amonia através das branquias de
C. danae. O mecanismo responsavel para a excrecio de NH'y é a Na K-ATPase
localizada na membrana basolateral. Um adicional transporte, inibido por Mg*, que
aparece quando a enzima esta saturada por K (2) canal de K" sensivel a Cs’; (3) jungdes
(4) Na'/ NH'4; (5 )estrutura similar a um canal de ions presente nas cuticulas, que
permite a difusio do NH', para o meio externo; (6) formacio de vesiculas contendo
NH'; para posterior eliminagio; (7) transportador de NH'y uma proteina 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 presenca
desta subunidade ¢ um forte candidato a modular as propriedades cataliticas exibidas
pela subunidade o da Na,K-ATPase das branquias do siri eurialino C. danae.

Considerando-se que a Na,K-ATPase das branquias de C. danae possui uma
resposta mais “efetiva”, ou seja, um K, ATP muito inferior ao descrito para as enzimas
de outros crustaceos, sugerimos também que a mesma estaria mais apta aos processos
de adaptacdo deste crustaceo. Considerando que a concentracdo de ATP necessaria para
uma perfeita atividade da enzima, encontra-se inferior ao descrito para outros animais,
isto nos levar a crer que em situacdes de estresse nestes animais, que fizessem com que
o nivel intracelular de ATP caisse; um fator de risco para o controle osmorregulatorio,
levaria a uma carga de ATP mais baixa. Entretanto comparando-se a afinidade por ATP
entre as diferentes Na,K-ATPase dos crustaceos, temos que este ndo seria um grande
problema para o siri C. danae.

Portanto, sugerimos a presenca um sistema hormonal com suas proteinas

. . . ’ +2
cinases, as poliaminas, o ion Mg

e FXYD2 como efetores para o controle das
propriedades cataliticas da Na,K-ATPase durante a aclimatagao dos crustaceos visando

um controle dindmico do processo de osmorregulagdao que ocorre nestes animais.
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6- Futuros objetivos
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Definir o efeito que o hormonio juvenil teria na atividade catalitica da Na,K-
ATPase das branquias de C. danae estimulada por Na*, K*, NH";, ATP ¢ Mg ™.

Relacionar o processo da aclimatacdo do C. danae com a expressdo diferencial
do FXYD encontrado nesta preparacdo, e estabelecer qual seria a importancia
dos cations ou anions neste processo.

Estabelecer uma cultura de células provenientes das branquias de C. danae para
compreender melhor o efeito das poliaminas em diferentes meios salinos,
relacionando-os as proteinas cinases que sdo ativadas durante o estresse
osmotico aos quais estes animais podem se submeter.

Elaboracao de um protocolo para uma purificagdo da Na,K-ATPase, afim de se
obter uma fracdo enriquecida deste enzima para experimentos que visem a
identificagdo de seu padrao clivagem, e posteriormente a presenca do sitio de
ligagdo do NH';,

Identificar o papel que outros reguladores endégenos (dopamina, octopamina)
teriam na Na,K-ATPase das células branquiais cultivadas.

Estabelecer a seqiiéncia de aminoacidos desta proteina, objetivando a
identificagdo dos possiveis residuos envolvidos na ligagdo dos cations.

Relacionar o FXYD com as proteinas cinases estimuladas por poliaminas e a sua
acao final diante da atividade da Na,K-ATPase em diferentes meios salinos.
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Absiract

Euryhaline crustaceans tolerate exposure to a wide range of dilute media, using compensatory, ion regulatory mechanisms,
Hewvewer, data on molecular interactions occuming at cationic sites on the crustacean gill (Na®, K" )-ATPase, a key enzyme in this
hyperosmoregulatory process, are unavailable, We report that Na™ binding at the activating site leads to cooperative, heterotropic
interactions that are insensitive to K. The binding of K7 ions to their high affinity sites displaces Na® ions from their sites,
The inerease in Na™ ion concentrations increases heterotropic interactions with the K 1ons, with no changes in Kos for K’
ion activation at the extracellular sites. Differently from mammalian (Ma™ K 1-ATPases, that from C. danae exhibits additional
NH," ion binding sites that synergistical ly activate the enzyme at saturating concentrations of Ma™ and K ions. NH;" binding
is cooperative, and heterotrapic NH," ion interactions are insensitive to Na® ions, but Na® ions displace WH," ions from their
sites. NH " ions also displace Na® ions from their sites. Mg®" jons modulate enzyme stimulation by NH; " jons, displacing NH;'
ion from its sites. These interactions may modulate NH, " 1on excretion and Na® ion uptake by the gill epithelium in eurvhaline
crustaceans that confront hyposmotic media,

2005 Published by Elsevier Lid.
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1. Introduction

The({Na' K" -ATPase (E.C.3.6.1.37) belongs to the
Py ATPase family that forms an acyl-phosphate inter-
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il address: fdaleonef@Melrposp.br (F A, Leone), Geering, 2000; lorgensen & Pedersen, 2001). The most

1A5T-2725/% — sae fiont matter © 2005 Publishad by Elsevier Lid.
doiz 10,10 16/ hiocel. 2005.06.004




2522 D.C Maswid ef al. / The Inlemational Jewmal af Biooh,

extensively studied (Na"K')-ATPase isoenzymes are
those of the manimals. The overall reaction mecha-
nism proposed for enzyme activity consists of at least
two different conformations, each of which can exist
in either a phosphorylated or a dephosphorylated form
(Horisberger, 2004). Such conformations have been
denominated Ey, with a high affinity for intracellular
Na' ions, and E;. with a high affinity for extrace llular
K" ions. Cyeling between the Ey and E; forms results in
the transport ofthree Na' ions and two K ions across
the cell membrane, at the expense of hydrolysis of a
single ATP molecule. ATP, and three Na' ions, in that
arder, bind to the enzyme from the eytoplasm. and the
enzyme is phosphorylated by ATP in a Na'-dependent
manner. A conformational change thus occurs, and the
Na' binding sites become exposed to the extracellu-
lar luminal surface. The three Na' ions, now bound
with low affinity, are released, and two, extrace llular
K" ions bind with high affinity to the phosphoenzyme.
One of the Na™ jons may be released before the oth-
ers. Dephosphorylation, followed by ATP binding, is
accompanied by a major conformational change that
allows K ion release to the eytoplasm (Andersen &
Vilsen, [995; Jorgensen, Nielsan, Rasmussen, & Peder-
sen, |99E; Lingrel & Kuntzweiler, 1994). In mammals,
extracellular Na' ions act both as an allosteric modula-
tor and as a low-affinity, competitive inhibitor of K ion
binding at the extracellular surface (Balshaw, Millette,
Tapperman, & Wallick, 2000; Sachs, 1977). K" ions
competitively inhibit Na' ion transport on the cytoplas-
mic side of the membrane (Apell & Marcus, 1986).
While free ATP and ADP also bind to the enzyme,
the Mg®" ion is a co-factor required for enzvime phos-
phorylation and catalysis, either as a Mg® ' -nucleotide
complex (Fedosova & Easmann, 2004; Hilge, Siggal,
Vuister, Giintert, Gloor, & Abrahams, 2003) or in the
formof free Mg2" ions at adistinet, divalent cation site
(Jorgensen & Pedersen. 2001; Kuntzweiler, Wallick,
Johnson, & Lingrel, 1995). In elevated concentrations,
free Mg?t ions strongly inhibit the enzyme (Kos of
about 10 mM), binding to the Ez K form, and decreasing
affinity for ATP at the releasing step (Fontes, Barmabin,
Scofano, & Norby, 1992; Forbush, 1987; Pedemente &
Beauge, 1983). NHy" ions can substitute for K ions
at the transport sites on the enzyme (Jlorgensen &
Pedersen, 2001; Robinson, 19707,

Most marine crustaceans are essentially isoosmotic
with the surrounding seawater, and employ Na' and
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C1~ ions as theirprimary hemolymph osmolytes { Lucu,
1990). Euryhaline marine species, however, penetrate
into estuarine waters, utilizing gill ion-pumping mech-
anisms to compensate for diffusive ion loss, thus main-
taining osmotic equilibrium. The hyperosmoregulating
crab, Callinectes danae, is alarge, eurvhaline brachyu-
ran of commercial interest distributed in shallow waters
of the Western Atlantic from Florida to southern Brazil
(Chacur & MNegreiros-Fransozo, 2001). The erab inhab-
its estuaries, mangroves and hays, and is commonly
found on sand or silt substrates. Individual erabs move
among water masses of variable salinity (Guerin &
Stickle. 1997; Williams, 1974), although adult crabs
are frequently found in waters of moderate salinity
(28-35%n), influenced by continental freshwater runoff
during the southern summer (Mantelatto & Fransozo,
1999, 2000).

The gill epithelial cells play a central role in the iono-
regulatory processes of crustaceans (Péqueux, 1995).
C. damae possesses eight, laterally disposed, gill pairs.
Thin epithelial cells predominate in the anterior gills,
while thick cells or ionocytes, whose membrane sur-
face is highly amplified by apical folds and basolateral
mvaginations, imvolved in ion transport, predominate
in the posterior gills (Copeland & Fitzjarrell, 1968;
Henry & Wheatly, 1992; Pequeux, 1995; Towle &
Kays, 1986). In such hyperosmoregulating erabs, the
posterior gills act as a selective interface that actively
absorbs Na' and C1™ ions from dilute media (Lucu &
Towle, 2003; Pequeux, 1995). Although it is wellestab-
lished that the (Ma' K" )-ATPase is housed at the baso-
lateral surface of the gill epithelial cells, and apparently
powers hyper-regulation in dilute media, cation move-
ment across the gill epithelium is still not well under-
stood. Apical Na'/H' and Na" K'/2C1™ exchangers
have been implicated in the movement of Na' ions
from the external medium into the evtoplasm in ani-
mals from brackish waters: a V-ATPase and a sodium
channel also appear to be imvolved in osmoregula-
tory ion uptake across the gill epithelia of freshwater-
tolerant crab species (Onken, Tresguerres, & Lugquet,
2003; Towle & Weihrauch, 2001 ; Weihrauch, Ziegler,
Siebers, & Towle, 2001). Although the expression of
Ma'/H" and Ma" K"/2C1™ exchangers, V-ATPase and
MNa' -channels in crab gill tissue is now well established,
their exact localization in the gill epithelivm remains
to be established (Weihrauch, Morris, & Towle, 2004,
and may vary among species (Weihrauch et al., 2004 ).
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10 Microcon filter and washed five times with the
same butfer at 14.000rpm at 4°C for 15 min each to
complete depletion of ammonium ions (tested with
the Messler reagent). Finally, the pellet was resus-
pendad in the criginal volume. Far PGK and GAPDH.,
the suspension was treated as above with 50mM tri-
ethanolamine buffer, pH 7.5, containing | mM DTT.
The dibarivm salt of ATP (100 mg/mL water) was
convertad to the free acid form using a BioRad
AGS0W-XE ion exchanger (400 mg) and neutralized
to pH 7.5 with 50 pL triethanolamine (4= 1.12 g/mL).
Glyeeraldehyde-3-phosphate was prepared by hydrol-
vsis of 3-PGDA with 150 L HCL (@=1.18g/mL) in
a boiling-water hath for 2min, and neutralized with
S0 L triethanolamine. When necessary, enzyme solu-
tions were concentrated on Y M-10 Amicon Centriflo
cones or Mictocon filters.

2.2, Gill excision

Adult, intermolt specimens of € danae were col-
lzcted using double rig trawl nets from Ubatuba Bay
(23°26'8, 45°02'W), Sio Paulo State (Brazil). The
crabs were transported to the laboratory, maintained
in tanks containing aerated seawater (33%. salinity,
25°C) for 2-7 days and fed on alternate days with
shrimp tails. Crab fresh body weight was 73,9+ 173 g
while carapace width, measured between the penul-
timate and last lateral spines, was 82.0+565mm.
For each homogenate prepared. 5-8 crabs were anes-
thetized by chilling ina freezer (—20°C)and sacrificed
by quickly removing the entire carapace. Gill pairs 6,
7, and B were rapidly excised and placed in [0mL
ice-cold, 20mM imidazole buffer, pH 6.8, contain-
ing 250 mM sucrose, 6mM EDTA and the protease

inhibitor cocktail (homogenization buffer).
2.3, Preparation of the gill microsamal fraction

Microsomal fractions were prepared as described
elsewhere (Masui et al, 2003). Briefly, gills were
rapidly diced and homogenized in homogenization
buffer (20mL/g wet tissue) using a Potter homog-
enizer. After centrifugation of the crude extract at
20,000 % g for 35min at 4°C, the supernatant was
placed on crushed ice, and the pellet was resuspendad
in an equal volume of homogenization buffer. After
further centrifugation as above, the two supernatants

were pooled and centrifuged at 100,000 ¢ g for 2 h at
4°C. The resulting pellet was resuspended in 20 mM
imidazole buffer, pH 6.8, containing 250 mM sucrose
(10mL buffer/g wet tissue). Finally, 0.5mL aliquots
were rapidly frozen in liguid nitrogen and stored at
—20°C. No appreciable loss of activity was seen afler
2-month storage at —20°C or after & hin a crushed ice
bath. When required, the aliquots were thawed, placed
on etushed ice and used immediately.

2.4, Measurement of ATPase activity in the gill
microsamal fraction

ATPase activity was assayed at 23°C using the
PE/LDH linked system in which the hydrolysis of
ATP was coupled to the oxidation of NADH according
to Furriel, McNamara, & Lecne (2000}, The oxida-
tion of NADH was monitored at 340 mm { £340 gm. pH
7.5=6200mol~! Lem=1) in a Hitachi U-3000 spec-
trophotometer equipped with thermostatted cell hold-
ers. Standard conditions were: 50 mM Hepes buffer,
pH 7.5, containing 2mM ATP, 3 mM MgClz, 10 mM
KCL 100 mM NaCl 0.14mM NADH, 2.0 mM PER
Blpg PK (4905 and 110 g LDH (94U in a final
volume of 1.0mL. Alternatively, ATPase activity was
estimated using a GAPDH/PCK linked system cou-
pled to the reduction of NAD" at 340nm (Furriel
et al., 2000). Standard conditions were: 50mM tri-
ethanolamine buffer, pH 7.5, containing 2 mM ATR
3mM MgClz, 10mM KCL 100mM NaCl, | mb
NAD', 0.5 mM sodium phosphate, | mM G3P, 150 jug
CAPDH (12 Ujand 20 jug PGK (9 U} in a final volume
of | mL. ATPase activity wasalso assayedat 25 “Cafler
[0 min pre-incubation of the preparation with alame-
thicin {1 mg/mg protein) to demonstrate the presence
of leaky and/or disrupted vesicles {Furriel et al., 2000,
Activity was also measured as above in the presence of
2 mM ouabain. The difference in measured activity in
the absence or presence of ouabain was considered to
represent the (Na' K" -ATPase activity.

Controls without added emzyme were included in
each experiment to quantify the non-enzymatic hydrol-
ysis of substrate. The initial velocities were constant
for at least 15 min provided that less than 5% NADH
j{or NAD") was oxidized {reduced). In some cases,
activity was measured directly by adding 2 mM [Y:EP]
ATP. and the **Pi released was estimated using acti-
vated charcoal according to Grubmeyer & Penefsky
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Fig. 2. Stimulation of the {Na" K" +AlTPase activity in the miaro-
somal fraction from the gill tssue of O, danage by polassiom and
sodinm ions. The activity was assayal continuously at 25°C using
T g protain in 30mM trethanolaming bulfer, pH 7.5, containing
2mbd ATE, 3mM MaClz, 1 mMNADT 0.5 mM sodium phosphate,
I mM G3P and the GAPDHPGK linked system. The experiments
ware perfomad using duplicate aliquets from at least three different
gill homogenatas (A = 3); representative curves oblainad from ona
homogenaie are given. Stimulation by potassium ions at a fixed con-
centration of sodium ions: (8 3 mbd: (70 5 mbd; () 7mM; (O
10mM; (4 100 mM. {Insety Dependence of the kinetic parameters
{V, Kos and s calevlated for the stimulation of the (Ma® K-
Al Pase activity by K ioms in the presence of fixed concentrations
of Ma® ions Fach data point represents the comesponding kinetic
parameter caleulated from a representative safuration curve com-
prising at least 12 experimental substrate concenirations,

activity of less than 10% was found in the absence
of Na' ions regardless of K ion concentration. Posi-
tive cooperative effects were seen for the modulation
of ATP hydrolysis by Na® ions independently of K'
ion concentration. These data show that. in addition to
significantly increasing the maximum velocity of ATP
hydralysis, K" ions apparently compete with Na' ions
for their high-affinity sites on the enzyme, revealing
interactions between these two cationic sites.

When (Na'. K" )-ATPase activity was assayed in the
presence of fixed Na® ion concentrations (from 3 to
100 mM). increasing K' ion concentrations resulted in
a different profile (Fig. 2). At saturating ATP (2 mM)
and I".-13__12' (3 mM) concentrations, and sub-saturating
Ma' ion concentration (3 mM), increasing K jon con-
centrations increased the velocity of ATP hydrolysis

Initial rates were measured vsing 7 pe protein in 50 mb Hepes
bufler, pH 7.5, confaining 2mbd ATE 3 mM MgClo, 10mM KOl
and the given concentrations of NaCland MH,CL, in a final voluma
ol 1.0mL. Data are the maan £ 5.1, from at least thres different gill
preparations.

from almost negligible values up to 69.8 £ 381 mg—!
with Kps=2.5+0.1 mM. Assays performed at fixed
concentrations of Na® ions gave maximum velocity
estimates of 294 0+ 11.8 Umg~! at saturating Na'
(100mMjand K" {10 mM}) ion concentrations ( Table |
and inset to Fig. 2). This value is compatible with that
provided in Fig. 1. However, the increasz in maxi-
mum veloeity with increasing Na' ion concentrations
was not accompanied by a similar increase in the Kqs
estimated for K' ion activation of ATPase activity,
which remained almost constant (Kgs=2.5+£0.1 mM.
at3 mM Na' and Kps= 1.6 £ 0.0 mM at 100 mh Na® ),
as shown in Table 2, and inset to Fig. 2. Note that at
low Na" ion concentrations {around 5 mM), activation
of the erzyme by K ions cbeyed Michaelian kinetics,
showing no evidence of interactions at the K sites.
However, with increasing Na' ion concentrations, the
curves for activation by K" ions display cooperative
behavior, with an increase in s up to 2.5 at 100 mM
Ma', confirming the interaction between the two classes
of cationic site.

The relationship between the NHy" and Na" bind-
ing sites was also studied at saturating concentrations
of ATP (2mM), Mg (3mM)and K' (10 mM). In the
absence of NHy" ions, increasing Na' ion concentra-
tions up to 30mM resulted in a maximum activity of
0211400 |'|13__1_|. However, when assayed in the
presence ofadded NHy " ions, a further increase in max-
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Fig. 3. Stimulation of the (Mo’ K" =ATPase activity in the micro-
somal fraction from the gill tissue of O damae by sodium and
ammonium ions. The activity was assayed continuously at 25=C
using 7 pg protein in 50 mb Hepes buffer, pH 7.5, containing 2 mbd
ATE, 10mM KCL 3 mM MgCly, 0.14mbM NADH, 2 mM PEP and
the PE/LDH linksd system. The experiments were parformed using
duplicate aliquots from at least three different gill homogmates
(N = 3 mepresentative curves obiained from one homogenate are
given. Stimulation by sodiom ions at a fixed concentration of ammeo-
niwm ions: () none: (@) 10mb; (07 25 mb; (W) 50 mb. (Inset)
Dependence of the kingtic paramaters (V, Kos and sy calenlated
for the stimulation of the (Ma® K' - ATPase activity by Na® ions in
the presence of fixed concentrations of MHy " jons. Each data point
represants the comesponding kinetic parameter calculated fiom a
represantative satluration curve comprising at least 12 experimental
substrale concentrtions,

imum activity was noted (Fig. 3). Increasing NHy ' ion
concentrations up to S0mM resulted in a maximum
velocity of 537.7+204 Umg~", about T&% greater
than that estimated in the absence of NHs" jons. The
addition o f NH 4" ions displaces the Na™ ions bound to
the WHy" sites, as shown by the increase in the Kos
for Na® ions, from 5.80 £0.30 to 9.5+ 04 mM in the
absence or presance of S0 mM NHy" ions, respectively.
Cooperativity among the Na® binding sites remained
almost constant (ny = 1.6) regardless of NHy" ion con-
centration. These results show that the NHy" binding
site interacts with the Na" binding sites in a manner
similar to that concerning the occupaney of the K'
binding sites. Mote that in the absence of Na' jons,
there was no kinetic evidence for this NHy" binding
site (Fig. 4.

The occupation by Na' ions of their hinding sites
also modulates the binding of MHy " ions. At saturating

[ Fo al B &b Hxd
[MaCi] [y ) p
* =

500

Wmg’

Ll a 2 1
-Log [NH,CI] (M)

Fig. 4. Stimulation of the (Na® K" -4TPase activity in the micro-
somal fraction from the gill tissue of € danae by ammoniom and
sodlivm ons. The activity was assayed continuously at 25 °C using
T pe protein in 50 mM Hepes bul'fer, pH 7.5, containing 2md ATF,
lomM KCL 3mM MeCls, 0014mb MADH, 2mM PEP and the
PE/LIH linked system. The experiments were performed using
duplicate aligquets from at least three different gill homogenaies
{N = 33 representative curves cbtained from oneg homogenate are
civen. Stimulation by ammonium ions a1 a fxed concentration of
sodliom ions: (&) nome; () 3mM; (W) Smi; (8 20mM; (00
GOmb: (#) 100mM. {Insat) Dependence of tha kinetic parameaters
(V. Ky« and sy calenlated for the stimulation of the (Na',K")-
AT Pase activity by MHs " ions in the presance of fixed concentrations
of ions Ma®. Each data point represents the comesponding kinetic
parameter calculated from a represmtative saturation curve com-
prising at least 12 expenmental subsirate concentrations.

concentrations of ATP (2mM), Mg®* (3 mM) and KCl
(10mM), but in the absence of Na' ions, the enzyme
shows no ATP hydrolytic activity even with the addi-
tiono fup to 50 mM NHa " (Fig. 4). When the NHy " ion
concentration was continuously varied up to 50 mM in
the presence of fixed concentrations of Na' ions { from
3 to 100 mM), initial velocities of ATP hydrolysis were
elicited, and maximum values of 529.6 + 238 U mg~!
were found at 50mM NHy " and 100 mM Na® ions.
The increase in Kps from 2.6 +0.13mM {at 3 mM
MNa'jto 4.7 £0.2mM (at 100 mM Na® ). suggests that
the NHy" ions compete with Na™ ions { Table 2). Note
that at low MNa® ion concentrations my for enzyme
stimulation by NHy" ions is greater than | suggest-
ing the presence of at least two distinet NHy" binding
sites.

The interactions between NHy " and Mg®" ions are
shown in Fig. 5. At saturating concentrations of ATP
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Fig. 5. Stimulation of tha (MNa' K" )-AT Pase activity in the microsomal fraction from the gill tissue of O, dasae by ammeniom and magnesiom
ions, The activity was assayed at 25 °C using 7 pg protein in 50mM Hepes builer, pH 7.5, containing 10md KC1 and 100 md NaCl. The
reaction was initiated by addition of 2 mb [y PIATP-Mg®" and **Pi released was measured as in Section 2. The experiments were performed
using duplicate aliquots from at least thres differant gill homogenates (V> 3§ representative curves oblained from one homogenata are given,

Stimulation by ammonium ions at a fixed concentration of free magnesium ions: (8 0.5 mM MgCl;

y3mbd MeCls () [ 3mb Mgl

{In=ais) Dependence of the kinetic parametars (V, Kos and sp) cal caulated for the stimulation of the {Na™ K" - ATPase activity by MHs " ions on
tha presence of fixed concentrations of ions Wa™ . Each data point represents the comesponding kinetic parameter calculatad from a representative
saturation curve comprising at least 12 experimantal subsirate concentrations.

2mM), Na' (100mM) and K (10mM), and at a
low free Mg®" ion concentration (0.5 mM), total ATP
predominates as Mg® -ATP, and the free Mg ion
concentration is only sufficient to oceupy the acti-
vating site. Under these conditions, increasing NHy'
ion coneentrations stimulated enzyme activity up to
52571570 |'|1-g.‘I with Kps=481+0.1 mM, con-
sistent with the data from Figs. 3 and 4. A further
increase in free Mg?" ion concentration up to 13 mM
resulted in a marked decrease in maximum activity to
3868 L9070 mg™! (inset to Fig. 5), suggesting that
the (Na' K" -ATPase from C. danae gills, like the
mammalian enzyme. possesses a site at which Mg2!
ions exert an inhibitory effect. Apparently, cccupation
of this site by Mg2' ions strongly regulates NHy" ion
activation, by dislocating NHy " ions from the activating
site. This is suggested by the concomitant increase in
Ky s forNHy ' fon stimulation (inset to Fig. 5). The neg-
ative cooperativity observed with increasing l'.-1g2' ion
concentrations ( Table 3. suggests that Mg®" ions bind
to a second, inhibitory site, and are not displaced by
increasing concentrations of NHy" jons up to 100 mM
{insetto Fig. 5).

Table 3
Kinatic parameters for the stimulation by ammonium and magnesiom
ioms of the (Ma® K }-ATPase activity from the gills of O dasae

[MHy [(mMy  [Mg™] Villmg Y KosimM)  ag
{mhd}

01110 A 5257+ 157 48401 1.3

0.1-100 0 45LEEIR] TO£03 08

0.1-100 13.0 IWEE£ 07 81402 ]

Initial mates were measured vsing 7 pg protein in 50 mM Hepes
butter, pH 7.5, containing 10mk KCland 100 mM NaCl. The reac-
tion was initiated by addition of 2mM [v2PATP-Mg® and 2P
releazed was measuned as in Section 2. Data are the mean + 512
from at least three different gill prepartions.

4. Discussion

In ewryhaline Crustacea exposed to osmotically
challenging salinities, the (Na' K" }-ATPase responds
with ample changes in activity (Castilho, Martins, &
Bianchini, 2001; Corotto & Holliday, 1996; Lin, Su,
& Su, 2002; Lowvett, Verzi, Clifford, & Borst, 2001:
Morris, 2001; Péqueux, 1995; Towle et al, 2001 )
Since both the osmoregulatory and excretory process
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in the aquatic Crustacea take place mainly across the
gill epithelium (Lin et al., 2002; Lovett et al.. 2001;
Pequeux, 1995; Weihrauch et al., 1999), a comprehen-
sive kinetic charmcterization of the (Na" K" }-ATPase
allows a better understanding of the bioc hemical mech-
anisins that underlie such processes. Our enzyme
preparation from . darae, a typical brachyuran erab,
is especially suitable for such studies since it is insen-
sitive to thapsigargin (a Ca®"-ATPase inhibitor) and
ethacrynic acid (a Na'-ATPase inhibitor) and, in con-
trast to other erustacean gill preparations, ouabain-
inhibitable ATP hydrolysis is the predominant AT Pase
activity in this microsomal fraction. Further, in this
study we avoid using imidazole, histidine, choline,
or other cationic buffers known to bind to protein or
lipid sites that coexist with transport sites, dislocating
enzyme equilibrivum towards the E) conformation, thus
masking results (Fedosova & Easmann, 2004).

There is an extensive literature on cation binding
sites and theirinteractions inthe mammalian (Na' K "}-
ATPase (for review see Andersen & Vilsen, 1995;
lorgensen & Pedersen, 2001: Jorgensen et al., 1998
The 110kDa, catalytic, w-subunit contains the phos-
phorylation site and the binding sites for Na*, K, Mg?'
ions, and ATP Binding of Na' and K' ions at their
sites, under optimal conditions, varies largely with the
particular isoform, tissue or cell examined, and dif-
ferent binding constants have been observed when the
same isoform from the same species is assayed in dif-
ferent tissues. The molecular basis forsuch differences
is poorly known, and has been attributed to kinetic dif-
ferences in the ability of distinet isoforms to displace
the equilibrium towards Ey or Ez, and/or to the pres-
ence of different B-subunits in distinet tissues {Segall,
Daly, & Blostein, 2001: Therien. Nestor, Ball, &
Blonstzin, 1996). The Na', K' and Mg?' binding sites
show interactions that also vary with the enzyme iso-
form (Robinson & Pratap, 1991; Therien et al., 1996;
Wilsen, 1995). In mammals, NH4" ions substitute for
K" ioms at their sites, and synergistic activation has not
been reported for these two cations.

To date, no data are available conceming the o-
and [-isoform types encountered in O ahnae gills.
The enzyme is not recognized by specific antibod-
ies raised against mammalian e- and [-subunit iso-
forms (R.P.M. Furriel, unpublished results). Although
the Western blot analysis and cuabain inhibition pat-
tern suggest a single o-subunit isoform in the gill

microscimal preparation (Masuoi, Furriel, MeNamara,
Mantelatto, & Leone, 2002; Segall et al., 2001}, the
presence of distinet e-subunit isoforms cannot be
excluded. In this study, the Kgs observed for Na'
ion stimulation of ATP hydrolysis was 5.8 mM. This
value is in the range reported for mammalian enzymes,
varying from 4 to 25 mM (Beauge, Gadsby, & Garra-
han, 1997; Robinson & Pratap, 1991; Therien et al.,
1996 ). Cooperative effects were cbserved for the €.
danae enzyme; however, the ny values of about 1.6, for
Ma' interaction (see Fig. 1) are lower than the ny val-
ues usually observed (2.5-2.9) for mammalian kidney
enzymes (Blanco, Sanchez, & Mercer, 1995; Koster,
Blanco, Mills, & Mercer, 1996).

Under optimal conditions, the Kp s values for Na'
and K ions in C. danae gill tissue enzyme lie in the
range seen for other eurvhaling erustaceans, although
higher than those for €. sapsfus (Harris & Bayliss,
1988; Lucu & Towle, 2003; Specht, Rodriguez,
Quincnez, & Velasquez, 1997). Previous studies note
that the gill enzymes of decapod crustaceans well estab-
lished in freshwater show apparent affinities for Na'
ions almost 20-fold higher than obtained here (Harris
& Bayliss, |198%). This probably derives from the fact
that . danae migrates to inshore and shallow waters
to reproduce (Mantelatto & Fransozo, 2000; Masui et
al., 2002 ).

To our knowledge, only wvery few studies have
addressed interactions at cationic sites for the
crustacean (Na' K" }-ATPase. Although a strongly
antagonic effect is seen for O danae (Na" K" -ATPase
activity, with the binding of K ions dislocating Na'
ions from their sites, the binding of Na" ions at the
activating sites does not displace K" ions from their
sites. Similar results have been found for Na™ and K'
ion interactions in the axonal membrane enzyme from
the crab Cancer pagurus (Gache, Rossi, & Lazdunski,
1976, In addition. the binding sites for Na® ions show
heterotropic interactions (s around 2), similar to
those found here for €. dange. These data suggest that
aweaker heterotropic interaction for Na® ions may bea
characteristic of the crustacean (Na'" K" )-ATPase. The
np for K' ion stimulation in €, danae is regulated by
increasing Na' ion concentrations, with an observed
shift to cooperative behavior up to ey around 2.0, very
similar to that usually seen for mammalian enzymes.

It is still unclear whether salinity-related increases
in (Na' K" J-ATPase activities in crustacean gills result
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from de novo synthesis of the enzyme or from post-
translational processes such as subunit assembly, mem-
brane trafficking orcell signaling (Lucu & Towle, 2003;
Towle et al., 2001). Although enhanced expression of
the (Na' K"j-ATPase «-subunit in response to low-
salinity acclimation has been reported for C. maenay
(Lucu and Flik, 1999}, salinity acclimation has little
effect on the proportion of e-subunit protein in pos-
terior gills of C. sapidus (Towle et al.. 2001). In
danae, the increase in (Na' K" )-ATPase activity in
response to low-salinity acclimation is accompanied
by an increased expression of the enzyme oa-subunit
iMasui, Furriel, Mantelatto, McNamara, & Leone,
2005}, However, variations in Ma' and K" ion concen-
trations may also regulate €. danae (Na' K" )-ATPase
activity.

Kinetic studies have shown that turnover of the
manimalian enzyme is insensitive to changes in extra-
cellular Na® and K' ion concentrations, although the
enzyme is very sensitive to changes in corresponding
intracellular concentrations (Kong & Clarke, 2004).
Apparently, the physiclogical concentrations of such
icns at the extracellular sites generally far exceed their
respective Kgs. and thus, the enzyme binding sites are
largely saturated under most conditions. Our present
findings demonstrate these effects in C. damae. The
enzyme responds with large changes in hydrolysis
rate to Ma' versus K' ion concentrations. K' ions
apparently displace Na' ions from their high affinity
sites, but increasing Na' ion concentrations from
sub-saturating to saturating levels does not alter the
K" ion requirements for activation of ATP hydrolysis
isee Fig. 2 and Table 1). Thus, while low K ion con-
centrations affect the internal Na® binding sites, Na'
ions do not interact with the external K" sites. Similar
effects of K' ions have been demonstrated for rabbit
kidney enzyme, showing that the K affinity of the E;
empty-pump state is 38-fold higher than the Ma' ion
affinity for binding in the Ey form measured using ion-
sensitive RH-421 dye fluorescence (Schulz & Apell.
19957, In 33%a salinity, the K" ion concentration of C.
danae hemolymph reaches 10-15 mM (D.C. Masui,
unpublished data). a titer very close to saturation
at any Na' ion concentration. Direct measurements
of change in hemolymph osmolality following the
transfer of . danae to dilute seawater resulted in
values of about 914.93 and 62335 mOs kg,"_ respec-
tively (D.C. Masui, unpublished results ). However, in

other crabs, hemolymph osmolality drops  from
around 900 mOsmkg~! in 30% seawater to S350-
TO0mOsm k! at 2-10%. salinity (Castilho et al.,
2001; Lovett et al., 20013, Under these conditions, the
extracellular sites remain close to saturation. Thus, it
seems likely that the synergistic activation by NHy'
ions seen in O danae plays a regulatory role under
various environmental conditions. As we have already
suggested, benthic crabs may encounter ambient
ammonia concentrations that excead the normally low
MNHy" concentrations in their hemolymph, leading to
influx of NH4" ions (Masui et al., 2002, 2003). Since
. danae 1s encountered buried in sediments that may
contain ammonia concentrations as high as 2-3 mM
Rebelo, Santos, & Monserrat, 1999; Weihrauch et al.,
19997, this benthic crab may actively excrete NHy'
against the concentration gradient, with saturated
extracellular K' binding sites. NHy" ions, bound to
the additional site, may provide additional (Na®" K" )-
ATPase activity. Another interesting possibility is that
the closely related species, €. sapiduy, accumulates
polyamines in the hemolymph during high salinity
acclimation (Lovett & Watts, 1995). NHy" ions, as
the resulting degradation product. may thus further
stimulate the (Na".K' }-ATPase during acelimation.

The present study reveals that synergistic activation
by MHy " ions is strongly influenced by Na' and Mg™
ion conecentrations. We have previously suggested that
the additional NH4" binding sites are accessible only
in the Ey conformation, since the ATPase, but not the
pMPPase activity (that imvolves the E; conformation
exclusively), shows synergistic stimulation by K and
NH4" jons (Masui et al.. 2002, 2003}, Our current data
provide further evidence for this hypothesis. The pres-
ence of Na" and Mg”" jons at their activating sites
displaces the equilibrium towards the E conformation,
exposing the additional sites for WHy " ions, and elicit-
ing synergistic activation by NHy " ions. Both Na™ and
Me?" ions displace NHy' jons from their sites, thus
competing with WHy " for binding inthe Ey conforma-
tion.

At high concentrations, Mg?" occupies a second.
inhibitory site on the erzyme. In mammals, the inhi-
bition by Mg®" ions of (Na" K" )-ATPase activity has
bean attributed to binding to the EzK form, decreasing
affinity for ATP at the rate limiting step of the reaction
cyvele (Fontes et al., 1992; Forbush, 1987: Pedemonte
& Beaugé, | 983). Free I".-1:__12' ion concentrations above
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3 mM apparently shift the equilibrium towards the Ea
form (Castro & Farley, 1979 Robinson, 1982; Tribuzy,
Fontes, Morby, & Barrabin, 20023, The physiologi-
cal significance of enzyme inhibition at high Mg
icm levels is unclear. Free Mg2' iom comcentrations in
the hemolymph of the eurvhaline erab Crvprograpsus
angulatuy are around 12 mM (Mafianes, Meligeni, &
Goldemberg, 2002). Assuming similar concentrations
in . danae hemolymph, the pump would be exposed
to Mg®" concentrations far above |Jn|1-i|1|1ilmit0|}f lev-
els. The antagonism between Mg~ and NHy" ions
reported here may serve as a regulatory mechanism
of enzyme activity via the extracellular surface of the
enzyme. Increasing NHy' ion concentrations in the
hemolymph may minimize inhibition by Mgz' ions,
by both substituting for K jons at its sites, or displac-
ing the equilibrium towards the Ey form, and exposing
the additional NHy " binding sites.

Dilute shallow water/

S

o Gill epithelial cell

Together, our findings show that (Na" K" }-ATPase
activity in C. damae gills is strongly regulated by
eytoplasmic Na', K and Mg?' ion concentrations,
and by hemoalymph NHy" ion concentrations, which
suggests a significant role for cationic interactions
in the biochemical adaptation of €. danae to saline
stress. Studies of cation site—site interactions, such as
described here, should allow a better understanding
of the mechanisms by which eurvhaline crustaceans
may have solved the simultaneous challenge of e ffec-
tive hemolymph Na' -hyperregulation and concomitant
transport and excretion of NHa" ions.

Fig. & attemipts to integrate recent findings on the
mechanisms by which eurvhaline benthic crabs may
actively transport and excrete NHy" ions. The main
driving force for NHy " ion transport out of the cell is
the (Na', K" )-ATPase located in the hasolateral mem-
brane. Anadditional, magnesium-inhibitable, pumping
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Fig. 6. Hypothetical model for active smmonia excretion across the gills of the euryhaling crab O dasae. (13 The main driving fonce for MHyS
tranzport out of thecell is the {Na’ K" - ATPasa locatad in the basolateral membrane. An additional, magnesiom-inhibitable, pumping foree for
BMH, " extrusion is representad by a sacond NH, " -binding site, which appears when the pump is fully saturated by K jons, (2) Cs"-sensitive K7
channals, locatad in the bazoliteral meambrang, donol disciminate batween K and NHa" ions, {3) Seplate junction, (4) Putative Na' /NHa " (H )
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subcuticular space via excoylosis. (71 A thesus-like protein, a supposed ammonia tanspoer of unknown localiza tion may support the vesicolar

acid-trapping mechanism. Modified afler Weihrauch a al. (2004,
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force for NHy" extrusion is represented by a second
NHy"-binding site which appears when the pump is
fully saturated by K" ions (Masui et al., 2002 and
present data). Inadditiontothe (Na® K )-AT Pase, Cs' -
sensitive K' channels, also located in the basolateral
membrane (Riestenpatt, Onken, & Sizbers, 1994 that
do not diseriminate between K' and NHy" ions, may
translocate NHy" ions from the hemolymph into the
basal eytoplasm (Lucu etal., 1989; Towle & Holleland,
98T, Weihrauch et al., 2002). A recently described,
rhesus-like. ammonia transporter of unknown localiza-
tion may also mediate NHy" ion transfer across cell
membiranes { Marini, Matassi, Raynal, Andre, Cartron,
& Cherif-Zahan, 2000; Weihrauch et al., 2004). A& puta-
tive, amiloride-sensitive Na'/WH4"(H") transporter in
the apical membrane, and amiloride-sensitive, cation-
permeable structures in the cuticlealso may be involved
in the diffusion of NHy " ions to the external medium.
Metabolic NH3 diffusion from the hemolymph into
the epithelial cells also contributes to the cytoplasmic
NHa pool. Cytoplasmic NH; diffuses into intrace lular
vesicles either by diffusion or through the, rhesus-like,
ammonia transporter; a YV-ATPase proton pump acidi-
fies the vesicular interior, leading to NHy" farmation.
NHy" is apparently extruded to the subcuticular space
via an exocytotic mechanisim (Weihrauch et al., 2002,
20043,

Tor position our biochemical data within a physio-
logical framework is notsimple, since we emploved gill
microsomal preparations, not the intact gill; however,
certain considerations are feasible froma physiological
perspective. Compared to physiological hemolymph
ammonia concentrations of around 100 pM, those
that stimulated the gill (Na".K")}-ATPase are higher.
However, while buried in sediment containing up to
2.8mM ammenia (Rebelo et al., 1999; Weihrauch et
al., 1999}, continued exeretion by C. danae probably
contributes to local increases ( Weihrauch et al., 1999).
Thus, regardless of the elevated ammonia concentra-
tions employved here, the caleulated apparent dissocia-
tion constant in vitro { Kps =4.8 £0.1 mM)issimilarto
the ammonia concentration found in aquatic bictopes
like that of C. damae, which is of physiclogical signifi-
cance. Despite some evidence that ammonia excretion
and active transport are not directly coupled in crabs
{Weihrauch etal., 1999, exposure to elevated ammonia
may lead to substitution of potassium by ammonium
ions, decreasing intracellular potassium (Towle &

Holleland, 1987). Further, acute exposure to ammonia
of Chasmagnathus  granwlata, an estuarine crab,
reveals that hemolymph ammonia is less than ambi-
ent ammonia (Rebelo et al, 1999). Consaquently,
and given that the ammeonium binding sites on the
(Na" K" }-ATPase molecule face the hemolymph,
when hemolymph ammonia exceeds 100 WM, the
ATPase may be activated, thus maintaining steady-
state ammonia titers within physiclogical limits. The
ammeonia transported to the evtoplasm would then be
trapped in the cytosolic vesicles and excreted to the
external medium.

Finally, cne approach to establish whether NHy'
ions are actively transported by the basolateral
(Na" K" )-ATPase in . danae would be to examine
MHs" ocelusion by the pump during hyvdrolysis. NHy'
ions should substitute for K ions at the ocelusion sites,
which could be estimated using a suitable radioactive
ammenia  tracer  such  as  methylamine/methyl-
ammonium, already employed as a competitive
inhibitor of active NHy" flux in turtle bladder { Talor,
Lubansky, & Arruda, [987).
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Abstract

Euryhaline crustaiceans rarely hyporegubies and employ the driving fore of the NaK-ATPase, located a1 the basal sudace af the gl
epihchum, fo maminn their hemolynmph esmaokality wiithin 2 range compattle vath cell fimcion dunng hyperregubtion Smee polvamine levels
incresse dunng the adaptetion of crustaceans to hy perosmotic med, we imvestigate the effect of exogenous polvamnes on Na K-ATPase activity
in the pesterior gills of Cafmeckes domae, a euryhalime swimmmg crab. Palvamme inhidmon was dependent on cation concenration, charge and
stee i the following oxler: spermuine> spermidine > putescme. Spermidme affected K 5 whies for B2 wath minor alierations m K, o values for
K" and NH, cowsmg a decrmse m maximal velocities weler smuratmg Ma', K° md NH; comommtions. Fhosphory bition measuremenis e
presemce af 20 ub AT revealed that the Na K- AT Pase possesses a high affmily site for this subsitate. In the presence af 10 mM Ma™, bath
spermkline and spemnine mhibiie] formation of the phosphooneyme; however, in e prsence of 10 md Ma', the addition of these pol vamines
allowed accumubtion of the phosphosmeyme. The palyvamanes inhivied pumpng actnaty, bath by competing with Na© at the Na'-hinding site.
and by inhintng ensyme dephosphorylation. These findings sugpest that pohaminenduced mhiviton of N K-ATPase sctivity may be
physialogically relevam dunng migrdion to fully marine environmens
© 2008 Elsevier Inc. All rzhis neserved
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1. lwiroduction

The Na K-AT Pase (E.C.3.6.137) belongs w e P2e-ATPase
family {alkali metal cation pumps and phospholipid transo-
cawes), e hallmark of the P-type family members being the
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formation of an acyl-phosphate intermediate during the reaction
cycle (Axclsen and Palmgren, 1988, Jorponsen and Pedersen,
2] ; Kaplan, 2002) The enzyme is responsible for the
asyimmetrical mansgort of Na' and K s across biokegical
membranes, establishing a membrane resting poendal in ex-
citable cells and an ionic gradient driving various cell processes,
such & amino acid, glucose and jodine wanspont and shsorpton,
cell volume regulation and hest production (Ghnn, 1993
Kaplan, X62). During its cambytic cycle, fwe enzyme undergoes
tramsitions between two main conformmuational stes known
as El and E2, coupling the energy of hydmlysis of ATP-Mg
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maobkcules with the formation of acid-anhydride bonds between
the phosphate group and the Asp,., residue of the enzyme,
allowing the selective binding, occlusion and relesse of Na” and
K" jons {Shull et al, 1985; Kaplan, 20021 The enzyme alo
may be phosphorylated on the same Asp,g, residue trough a
reversion of a hydrolysis step, a process known & backdoor
phosphorylation, inhibited by Na' {Schuurmans-Stekhoven,
et al, 1980 Post ot al., 19750

Eurvhaline crustaceans maintain their hemolymph ionic
concentrations within narrow physiolegical limits, during the
exposure to dilute media. The gill epithelia of such hyperos-
maoregulating crabs exhibit low permesbility to jons and waiter,
which reduces passive salt loss and osmotic water entry (Mantel
and Farmer, 1983, Weihrauch et al., 20044, To furnish Na”, the
posterior gilk of certain crabs use the driving force of the Na, K-
ATPase located at the basal surface of epithelial cells, allowing
active Na' uptake into the hemobmmph { Pégueus, 1995; Lucu
and Towle, 2003; Freire et al., 2007). Euryhaline species like
Cenredrus maenas and the blue crab Calline cres sapidus smongly
hyperegulate their hemolymph, maintaining a hemolmph-to-
madivm csmotic gradient of up to 300 moamolL, during in-
Cursions into estuarine or freshwater enviromments {Piller et al,
19405, Lucw and Flik, 1999, Lucy and Towle, 20030, Callinecres
dmrae, a hyperoamorne gulating, euryhaline swimming crab, can
adapt to a wide range of environmental salinities. In such cns-
taceans, apical transporters (Na /H'; Na /NH} and C17HCO,
exchangers and a Na —K'-2C1 co-ransporter), potassium
channels, a basal chloride channel, and the Na, K-ATPase housed
in e basal membranes of the gill epithelial celk function in
concert and underpin the excretion of NHJ and regulation of
Na', K" and C1™ { Towle and Weihrauch, 2001 ; Weihrauch et al.,
202; Masui et al, 2005, Freire et al., 2007).

. el i5 & large swimming crab that inhabits mangroves,
estuaries and bays where salinity & often reduced, and some
individuak can be encountered on humid silt and sand sub-
strates. The species i an sctive swinumer, migrating freely
among watker masses from moderate to high salinities, and &
distributed throughout shallow wakrs of the Atlantic Coean
from Florida, UUSA to fee southern coast of Brazil {Guerin and
Stickle, 1997, Chacur and MNegreiros-Fransozo, 20017, Aduls
are frequently found in estuarine waters of moderate salinity
{2B-35%,) that receive freshwater coastal runoff during the
sowthern summer {Mante latto and Fransozo, 20060).

Druring acclimation from sea watker to dilute me dia, o specific
activity of crustacean gill Mak-ATPae increases several fold,
asazen in O snaennes, Clasiagprarivg gpreondake {Freire ot al,
20Ty, O mepeilais and Moo igrapeas vy {Lwew and Flik, 1999,
Castilho et al, 200 ; Neufeld etal., 1980; Corotin and Holliday,
19963, Increased Na' transport activity during soclimation can
oocur by two independent means: positive modulation of pre-
existing pumps by exogenous and endogenous factors; andior
induction of de nove synfesis of additional pump molecules.
Wesermn-blotting studies reveal an increase in NaK-ATPase
alpha subunit sbundance in gill membranes of O secers
acclimated to low salinity {Lucu and Flik, 1999 Luco and Towle,
2003}, and both the sbundance and activity of NaK-ATPase
from the posterior gills incresse when O s s ramsfened

from seawater and acclimated to low salinites {Lovent et al,
2.

Crustacean gill Na K-ATPaxes generally exhibit only a single
ATP-binding site of low substrate affinity, a5 seen in Eriocker
simensis (K_o=0.25 mM), Uea paegmas (K2 =056 mM) and O
granmidain (K= 0065 mM) (Pogueux etal., 1984, Holliday, 1985
and Castilwo et al, 20000 However, like fhe mammalian
emzyme, the  damae gill Na K- ATPase has both high- and low-
affinity ATP-hinding sites {Masui et al., 2003, 20051 Another
striking feature of the Na K-ATPase from O dionae gills is that
the hydrolysis of ATP but not the hydrmlysis of the pseudosuhb-
strate p-nitrophenylphosphate (pN FP) is synergistically stimu-
lated by NH; and K ions (Masui et al, 2003, which supgess
that this extra pumping activity at physiological NH; concen-
trations may regulaie the active excretion of ammonia across the
gill epithelivm (Masui et al., 2005).

Elevaied levels of mRNA for ornithine decarboxylase and of
the enzyme itself, and the consequent production of poly-
amines, ane among the earliest signs that cells have entered their
replication cyele (Wu et al., 2007, Highly cationic molecules
such @ polyamines may bind to nucleic acids with high affinity,
suggesting feir importance in DNA synthesis and'or regula-
tion Polyamines inhibit fhe Na K- ATPase of various ventebrate
tisswes supposedly by binding to clsters of acidic residuwes at
the enzyme {Heinrinch-Hirsch et al., 1977, Quarfoth et al.,
197H; Robinaon et al, 1986, Tashima et al., 1978, Kunteweiller
etal, [995). While some organisms respond w0 saline sress by
increasing polyamine level, data for crustaceans ame scance. In
Artesia sp. nauplii, putrescine concentration diecreases with the
increase in salinity of the evternal medivm (Watts et al., 1994).
The exposure of C. sapidis o hypemamotic seawater results in
large incresses in puirescine and spemmine concentrations in the
gill cells {Lovert and Watts, [995). However, the effect of these
polyamines on Na, K-ATPase activity is unknown.

The lack of controlled sudies encouraged us w0 examine the
effect of exogenously added polyamines on the activity and
phosphorylation levels of the Nak -ATPase from O, davae gills
f v, Putrescine, spermine and spermidine inhibited enzyme
activity and interfered in the synergistic stimulation of the
ATPase by ammonivm and potasiom jons. These findings
provide useful information on physiolgical regulation of the
N K- ATPase when awimming crabs migrate 1o sea water froam
freshwater or estuarines.

1, Materials and methods
20 Maseriad

All selutions were prepared using Millipore Milli) uleapure,
apyrogenic water and all reagents were of the highest purity
commercially available. Ouabain, ATP sodivm salt, Hlepes, bis
tris propane, benzamidine, antipain, leupeptin, pepstatin A,
phenyl-methyl-sulphony] fluoride, imidazole, p-nitropvenyl-
phosphate {pNPP), perchloric acid, pufrescine, spermidine,
spermine and alimethicin were from Sigma Chemical Co.,
Saint Louis, MO, [F] P, was from the Braeilian Instine for
Atomic Energy (IPEN)L All enzymes employed in [*f-'uP];l\TP
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synthesis wene from  Bochringer Mannheim, Germamy. The
antibodies against mammalian and avian Na BK-ATPase wene
from SigmaCo, MO, US A and Gene Tex, TX, USA respectively.

22 Gl excision

Agdult intermolt specimens of C. danae were collected using
double rig traw ] nets from Ubatuba Bay, She Paulo, Brazil. The
crabs were transporied to the laboratory where they were main-
tained in tanks comtaining acrated seawater (33%. salinity,
25 2() and fed on altermae days up i 7 days with shrimp mils.
The crabs were weighed {fresh body weight 82.6+17.3 g,
carapace width varying from 86 © 93 mm. For each ho-
mogenaie prepared 58 crabs were anesthetized by chilling on
crushed ice for 5 min. The carapace was quickly removed and
posterior gill pairs &, 7 and 8 were excised and homogenized in
10 mL of ice cold homoegenization buffer, consisting of 20 mh
imidazole, pH &8 plus 250 mM sucrose, & mbd EDTA and a
proeinase inhibior cocktail {1 mM benramidine, 5 pM ant-
pain, 5 pM leupeptn, | phd pepstatin A and 5 pM phenyl
methyl—sulphony] fluoride).

23 Preparanion of tre gl merosmnal facBon

Gills were immediately diced with small scissors and ho-
mogenized in the homogenization buffer (20 mL/g wet tissue).
Afer centrifugation of the erude homogenate at 20000 <y for
35 min at 4 °C, the supematant was removed and reserved in
an ice bath; the pellet was resuspended in equal volume of
homogenization butfer and after further centrifugation as above,
the two supematants were pooled and spinned at 100, (dd =< ¢ for
2 h at 4 °C. Finally, the pellet was homogenized in 20 mM
imidazole buffer, pH 6.8, and containing 250 mM sucrose.
0.5mL aliguots were frozen in liguid nitrogen and siored
at—20%C; no apprec imhle loss of activity wasobserved even after
3 months storage. Protein concentration w as estimated according
te Head and MNortheote (1981). ATPme and penitrophenyl
phosphatase (pNPPase) activitics were messured s deseribod
by Furriel et al. {306

2.4 Byithesis af =S PLATE

Synfesis of [y F] ATP was peformed & described by
Walseth and Johnson (1979 with modifications according o
Maia et al. (1983).

25 Measarement of Na, K- ATPase actvity

The MNaK-ATPase acﬁviit'!r' wis asayed by estimating the
rate of " Pi release from [ B] ATE hydrolysis by the enzyme
as described by Grubmeyer and Penefsky {1981) and Fontes
et al {1999, Briefly, $-ug aliquos of enzyme homogenate wene
diluied in a final velume of 0.5 mb of a stndad medium
consisting of 50 mM bis—tris propane buffer, pH 7.5 and unles
otherwise spocified in the Figure Legends, 100 mM Nall,
1 mb KO and 3 mM MgCla. The reaction was performed at
25 2 fior 3040 min and was initated by the addition of 2 mM

ATE[4-""P] ATP (specific activity 107 cpminmel). The
reaction was stopped by the addition of 0.2 mL 0.4 M penchloric
acid and te tubes were placed in an ice bath. Afier adding
0.5 mL ice cold water and 400 pL of activated charcoal, the
tubes were centrifuged at 70D =g for § min, and 08 mL of
supernatant wis dropped on pieces of Whatman filer papers
and dried. The "Pi on the samples was quantified by liguid
scintillation using a Packard Tri-Carb 2100 LSC acintillawe. All
measurements were performed in the absence and in the
presence of 2 mM ousbain, the difference in activity messuned
representing the Na k- ATPse activity, The ousbain-inhibitable
fraction of ATP hydmlysis represented around 9% of total
activity, The effect of exogemus polyamines on Na k- ATPase
activity wis examined & above, the enmyme being pre -incubated
for 10 min with increasing concentrations of purescine ({ from
100 b i 1O m M, spermine (from 100 pbd upoio 2 mbd) and
spermidine (from 10 o2 mb).

2ot Phospdorylaton mreaseraments and SD5-PGE evalsaron

Enzyme phosphorylation was estimaied st 4 °C using 5 pg
microsoml prodzin, in & reaction me divm containing 50 mMbis
tris propane buffer, pH 7.5, 3 mM MeCly, 20 ph ATE, variable
concentrations of Na® and the polyamines & required The
reaction was staried by the addition of [+ 2P ATP (5= 107 epm/
nmol) and siopped after 20 5 by the addition of T {wi)
perchloric acid The acid-stable phosphoenzyme formed was
cenfrifuged at T <¢ for 5 min, and afier discarding the
supernatant, te pellet was washod two-fiold with MilliQ) water,
cenirifuged under the conditions described above and dissplved in
150 mM Tris-HC1 butfer, pH 6.5, conmining 5% SDS, 5%
dithiothreiinl, 1 0% ghroerol and bromopheno] blue as the racking
dye. Electropiomesis was performed at pH 63, employing a
continums polyacrylamide gradient gel {4-20%) according i
Echarte et al. {2001}, using a constant current of 60 mA. After
staining with Copmassic Blue B, the gelwas dried and exposed o
KODAK X-OMAT radicgraphy film using a casette and
intensitier screen, for 10 days at —70 *C. Alernative by, the gel
was read sutonatically, using a phosphe-imaging device from
Molecular Dynamics and STORM softw ane.

27 Wesrern Mottng

Western blotting was performed according to Fontes et al.
{1994, using commerc ial anfibodies against the ol subunit from
dog kidney and chicken {Sigma Co. St Lowis, MO, UJSA)
together with Coomassic blue R-stained molecular makers (B-
cabcisidase, 110 kDa; bovine albumin, &6 kDa; egg albumin,
45 kDaand bovine enpfrocyte superoxide dismutaee, 16.3 kDa),

2R Esmwvarswr of kinetie paramelers

The kinetic parameters ¥ (maximum velocity), & {apparent
dissociation constant or Michselis-Menten constanf) and the
ny valwe (Hill coctficient) estimated for ATP hydrolysis were
calculated using SygrafW software (Leone et al, 2005). The
curvies presented are fwose which best fit the experimental data,
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synthesis wene from  Bochringer Mannheim, Germamy. The
antibodies against mammalian and avian Na BK-ATPase wene
from SigmaCo, MO, US A and Gene Tex, TX, USA respectively.

22 Gl excision

Agdult intermolt specimens of C. danae were collected using
double rig traw ] nets from Ubatuba Bay, She Paulo, Brazil. The
crabs were transporied to the laboratory where they were main-
tained in tanks comtaining acrated seawater (33%. salinity,
25 2() and fed on altermae days up i 7 days with shrimp mils.
The crabs were weighed {fresh body weight 82.6+17.3 g,
carapace width varying from 86 © 93 mm. For each ho-
mogenaie prepared 58 crabs were anesthetized by chilling on
crushed ice for 5 min. The carapace was quickly removed and
posterior gill pairs &, 7 and 8 were excised and homogenized in
10 mL of ice cold homoegenization buffer, consisting of 20 mh
imidazole, pH &8 plus 250 mM sucrose, & mbd EDTA and a
proeinase inhibior cocktail {1 mM benramidine, 5 pM ant-
pain, 5 pM leupeptn, | phd pepstatin A and 5 pM phenyl
methyl—sulphony] fluoride).

23 Preparanion of tre gl merosmnal facBon

Gills were immediately diced with small scissors and ho-
mogenized in the homogenization buffer (20 mL/g wet tissue).
Afer centrifugation of the erude homogenate at 20000 <y for
35 min at 4 °C, the supematant was removed and reserved in
an ice bath; the pellet was resuspended in equal volume of
homogenization butfer and after further centrifugation as above,
the two supematants were pooled and spinned at 100, (dd =< ¢ for
2 h at 4 °C. Finally, the pellet was homogenized in 20 mM
imidazole buffer, pH 6.8, and containing 250 mM sucrose.
0.5mL aliguots were frozen in liguid nitrogen and siored
at—20%C; no apprec imhle loss of activity wasobserved even after
3 months storage. Protein concentration w as estimated according
te Head and MNortheote (1981). ATPme and penitrophenyl
phosphatase (pNPPase) activitics were messured s deseribod
by Furriel et al. {306

2.4 Byithesis af =S PLATE

Synfesis of [y F] ATP was peformed & described by
Walseth and Johnson (1979 with modifications according o
Maia et al. (1983).

25 Measarement of Na, K- ATPase actvity

The MNaK-ATPase acﬁviit'!r' wis asayed by estimating the
rate of " Pi release from [ B] ATE hydrolysis by the enzyme
as described by Grubmeyer and Penefsky {1981) and Fontes
et al {1999, Briefly, $-ug aliquos of enzyme homogenate wene
diluied in a final velume of 0.5 mb of a stndad medium
consisting of 50 mM bis—tris propane buffer, pH 7.5 and unles
otherwise spocified in the Figure Legends, 100 mM Nall,
1 mb KO and 3 mM MgCla. The reaction was performed at
25 2 fior 3040 min and was initated by the addition of 2 mM

ATE[4-""P] ATP (specific activity 107 cpminmel). The
reaction was stopped by the addition of 0.2 mL 0.4 M penchloric
acid and te tubes were placed in an ice bath. Afier adding
0.5 mL ice cold water and 400 pL of activated charcoal, the
tubes were centrifuged at 70D =g for § min, and 08 mL of
supernatant wis dropped on pieces of Whatman filer papers
and dried. The "Pi on the samples was quantified by liguid
scintillation using a Packard Tri-Carb 2100 LSC acintillawe. All
measurements were performed in the absence and in the
presence of 2 mM ousbain, the difference in activity messuned
representing the Na k- ATPse activity, The ousbain-inhibitable
fraction of ATP hydmlysis represented around 9% of total
activity, The effect of exogemus polyamines on Na k- ATPase
activity wis examined & above, the enmyme being pre -incubated
for 10 min with increasing concentrations of purescine ({ from
100 b i 1O m M, spermine (from 100 pbd upoio 2 mbd) and
spermidine (from 10 o2 mb).

2ot Phospdorylaton mreaseraments and SD5-PGE evalsaron

Enzyme phosphorylation was estimaied st 4 °C using 5 pg
microsoml prodzin, in & reaction me divm containing 50 mMbis
tris propane buffer, pH 7.5, 3 mM MeCly, 20 ph ATE, variable
concentrations of Na® and the polyamines & required The
reaction was staried by the addition of [+ 2P ATP (5= 107 epm/
nmol) and siopped after 20 5 by the addition of T {wi)
perchloric acid The acid-stable phosphoenzyme formed was
cenfrifuged at T <¢ for 5 min, and afier discarding the
supernatant, te pellet was washod two-fiold with MilliQ) water,
cenirifuged under the conditions described above and dissplved in
150 mM Tris-HC1 butfer, pH 6.5, conmining 5% SDS, 5%
dithiothreiinl, 1 0% ghroerol and bromopheno] blue as the racking
dye. Electropiomesis was performed at pH 63, employing a
continums polyacrylamide gradient gel {4-20%) according i
Echarte et al. {2001}, using a constant current of 60 mA. After
staining with Copmassic Blue B, the gelwas dried and exposed o
KODAK X-OMAT radicgraphy film using a casette and
intensitier screen, for 10 days at —70 *C. Alernative by, the gel
was read sutonatically, using a phosphe-imaging device from
Molecular Dynamics and STORM softw ane.

27 Wesrern Mottng

Western blotting was performed according to Fontes et al.
{1994, using commerc ial anfibodies against the ol subunit from
dog kidney and chicken {Sigma Co. St Lowis, MO, UJSA)
together with Coomassic blue R-stained molecular makers (B-
cabcisidase, 110 kDa; bovine albumin, &6 kDa; egg albumin,
45 kDaand bovine enpfrocyte superoxide dismutaee, 16.3 kDa),
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The kinetic parameters ¥ (maximum velocity), & {apparent
dissociation constant or Michselis-Menten constanf) and the
ny valwe (Hill coctficient) estimated for ATP hydrolysis were
calculated using SygrafW software (Leone et al, 2005). The
curvies presented are fwose which best fit the experimental data,
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Htfimna {Bagni et al, 20060 and in Simechocysss sp, a uni-
cellular cyanobacierium, in which anificially induced hyper-
osmotic sres up-regulates spermidine hiosynthesis {Jantaro
etal., 20d03).

The gill Na,K-ATPase from O danae was inhibied by pu-
treacine (Fig. 2A), spermidine (Fig. 28 and spermine {Fig. 207,
Under optimal Ma ™ {100 mM) and K (10 mM) concentrations,
incressing polyamine concentrations from | to 5 mbd, inhibited
Na K- ATPase activity by 20%. In contrast, at [0-fold- lewer jon
concentrations (10 mM Na® and | mM K7), spermine and
spermidine, but not putrescine, caused 40% inhibition, as alsp
reponted by Cuarfoth et al. (197T8) The difference betwoen
optinal and low Na' and K concenrations wis not significant
for putrescine inhibition, but was statistically significant for
spemmine and spermidine inhibiton {paired t-Test). However,
our findings confrast with those of Tashima et al. {1978), sug-
gesting that spermine may activaie the Na K-ATPxe, under
specific low ionic and substrate concentrations. The effoctive-
ness of polyamines s inhibitors was putrescine < spermidine <
spermine, independently of ionic concentration.

The influence of jonic concentration on inhibition of Na, K-
ATPase activity by spermine and spermidine appears to be
attributable toboth charge density andsize . At physiological pH,
the amine groups of these molecules are protonated, resulting in
a greater charge density for spermine {four positive charges) than
putrescine {iwo positive charges). Thus, the greater the avail-
ahility of positive charges in the polyamine stucire (Fig. 1), the
greater fhe chance of interaction with the cation-hinding domain
of fhe Na, K-ATPase, classically described as being rich in acidic
amine acid residues in mammals (Kunteweiller et al, 1995,
Kaoster etal., 1996, Nielsen et al., 1998). Further, considering the
direct relationship between the length of the polyamine carbon
chain and inhibition, longer chain polyamines may induce more
effective steric hindrance on enzyme cation-binding sites. A
similar inhibiton patern for e nythrocyte N a K -ATPase has been
observed for polyamines secreted by cancer cells {Villano et al.,
20017

Spermine is generally located in the cell nucleus where it
interacts primarily with chromatin {Tabor and Tabor, 19843, It
seems unlikely that spermine might play a physiclogical mole
on plasma membrane Ma K-ATPase in O duae gills, alfwugh
“in vitro™ it exerts a strong inhibitory effect that may help

ehcidate the catalytic cycle from crustacean Na K- ATPase.
Thus, and taking into account fe weak inhibitory effect of
putrescine {Fig. 2), we focused on the effect of spermidine on
cation activation of O aoece Na K-ATPase, which was
inhibited by spermidine at all stimulating cation {(Na ', K and
NHi) concentrations, V always being reduced. Spermidine-
indweed effects on the kinetic parameters of ATP hydrolysis ane
given in Table |, The kinetic analysis of the spermidine effoct
on Na  activation of ATP hydrolysis (Fig. 3) suggests fhat
this polyamine is a mixed inhibitor, reducing v by 30%, and
reducing Na' affinity from 347030 1o 535 mM=038
{ Table 1. This shift in Na~ affinity issimilas o that observed for
the canine kidney enzyme (Hobinson et al, 1986). There was a
slight incremse in Ky ¢ for K7 (Fig. 4), and the effoct on ¥V ako
suggests mixed-partial inhibition (Fig. 4 and Table 1. Similar
effect of polyamines on cation sites has been reported by
illano et al. {20010

At physiological pH, around 9% of the ammonia in the
hemoelymph & in the NH; form and it can substitute for K7 in
thee basal Na, K-ATPase and for H inapical e xchangers (Moaris,
2001 Masui etal., 20602 Weihranch et al., 1998, 1999). When
fully saturated by K7, the C donge Na K-ATPase & further
activated by NI in a cuabain-sensitive manner, suggesting
the existence of a second, previously unkmown, independent,
anumonium- binding site {(Masui et al., 2005) that affects bodh
Na and Mg binding. There is aclear link between Na ' hyper-
regulation, anmonivm exeretion and Na K-ATPase activity in
. aarare posierion gills (Masui et al, 2005).

The spermidine-induced decrease in V' for ATP hydrolysis
oeeurs even when the enzyme is overstimulaied by NH. These
dats were not fitiedto e Lineweaver-Burk equation owing tothe
unusual curve shape, particularly the nhibition seen at NHj
concentrations higher than 50 mM {data not shown). Caleulating
the kinetic parmmeters considering maximal activation at 50 md
NH4 {Fig. 51 revealeda spemidine -induce dreduction in apparent
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W with insignificant chanpes in apparernt affinity for NH{ . The W,
Ky 5 amd ngg valwes {Table 1) agree with those described by Masui
et al. {2002, 20005) and Lwcw and Flik {1999, However, we found
1y values of around | for K -stimulation of the ATP hydrolysis
rather than cooperative kinetics

Owr i vine findings iogether with Lovett and Waits {1995)
i viver data sugeest that e increase in gill polyamine pro-
duction seen in O sapedus migrating o seawater from beackish
or freshwater induces short-term inhibition of Na,K-ATPase
activity, diminihing unnecessary energy expenditure under-
Iying fe reduced demand for Na© absorption. Unlike reptiles,
birds and mammals, most crustaceans ane ammoniotelic, ex-
ereting metabolic end producs in the foem of NHZ and N,
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comoboraies findings of Masui et al. (2002) revealing both
catalytic and regulatory ATP sites on & dionne enzyme.

The effect of the polyamines on ATP-driven phosphorylation
of e NaK-ATPase alao wis analyzed using different Na'
concentrations (Fig. 7). At 10 mh Na ', spermine and spermidine
blocked the formation of the phosphorylated intermediate (E-F)
formof fee Na, K-ATPase, which w s not found for putrescine, the
weaker inhibitor of fe three polyamines used. However, when
Wa was incressed to 100 mbd, there wasa maked inerease in E-P
accumulation independently of the polyamine used. At high Na'
comeentrations, the crustscean enzyme would be in the Ej-form,
but during ATF hydrolysis, the presence of 10 mb K woulkd lead
o a reduction in seady-sate phosphoenzyme levek. Given that
pelyamines smbilize e E-P form, ouwr findings suggest that
the inhibition of ATP hydmolysis rate by polyamines may result
from impairment of the dephosphorylation reaction and sub-
sequent steps in fve Na, K-ATPase catalytic cycle. The inhibition
of phogphorylation seen at low Na™ concentrations agrees with
the increase in Ky for Na” shown in Fig. 3. However, in contrast
to fhe purely competiive inhibition repomed for mammal ian
emeymes {Quarfothetal, 1978; Robinsonet al., 1985), spemmidine
exhibited a mixed-partial inhibiton pattern with regard to Na' and
K7 {Figs. 3 and 43, and a nos-competitive inhibition patter for
NH stinulation of the enmyme fully ssturted by K (Fig. 51

Ouwr findings suggest that polyamines inhibit O danae gill
Wa K- ATPase activity, at least at two steps of it"s the catlytic
evele. At low Na concentmations { |0 mM), spermidine reduces
the agparent affinity of fe enmyme for Na' ions at the oyto-
plasmic sites, blocking the fomution of fe E-P form and
inhibiting activity up © 40-45%. When Na® concentration
incresses i 100 mM, fe cation-hinding sites become sawrated,
and spermine, spermidine and putrescine act as wealer inhibi-
tors of ATP hydrolysis an effect atributable to their stahilization
of the phosphordaed inermediste stieady-state, with a possible
reduction in dephosphorylation rates, which may act a5 a rate-
limiting step for the ATPase hydrolysis cycle under these
comnditions. Thus, at any Na' concentration, the physiclgical
level of spermidine is one of he main controls of Na® K*-
ATPase activity, in accondance with the ecological observation
that polyamines increase upon brackish water-ea water
migration i redwce the enzyme activity
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