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Onde você vê um obstáculo,  
alguém vê o término da viagem 

e o outro vê uma chance de crescer. 
 

Onde você vê um motivo pra se irritar,  
Alguém vê a tragédia total 

E o outro vê uma prova para sua paciência. 
 

Onde você vê a morte,  
Alguém vê o fim 

E o outro vê o começo de uma nova etapa... 
 

Onde você vê a fortuna,  
Alguém vê a riqueza material 

E o outro pode encontrar por trás de tudo, a dor e a miséria total. 
 

Onde você vê a teimosia,  
Alguém vê a ignorância,  

Um outro compreende as limitações do companheiro,  
percebendo que cada qual caminha em seu próprio passo. 

 
E que é inútil querer apressar o passo do outro,  

a não ser que ele deseje isso. 
Cada qual vê o que quer, pode ou consegue enxergar. 

 
"Porque eu sou do tamanho do que vejo.  

E não do tamanho da minha altura”. 

 

FERNANDO PESSOA 
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ABREVIATURAS 

ADP: adenosina 5’difosfato 

ATP: adenosina 5’trifosfato 

ATPase: adenosina 5’trifosfatase 

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato 

Da: Dalton 

DTT: ditiotritol 

EDTA: ácido etilenodiamino-tetra acético 

FEP: fosfoenolpiruvato 

FGQ: fosfoglicerato quinase 

GAF: 3-fosfogliceraldeído 

GAFDH: gliceraldeído-3-fosfato-desidrogenase 

Hepes: ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-etanol sufônico 

KM: constante de Michaelis-Menten 

KI: constante de inibição 

K0,5: constante de dissociação aparente 

LDH: lactato desidrogenase 

nH: número de Hill 

NADH: nicotinamida adenina dinucleotídeo (forma reduzida) 

NAD
+
: nicotinamida adenina dinucleotídeo (forma oxidada) 

NBT: nitroblue tetrazolium 

PCR: reação em cadeia da polimerase 

Pi: fosfato inorgânico 

PQ: piruvato quinase 

PNPP: p-nitrofenilfosfato 

PNPPase: p-nitrofenilfosfatase 

qRT-PCR: transcrição reversa seguida de reação em cadeia da polimerase em tempo 

real 

RT-PCR: transcrição reversa seguida de reação em cadeia da polimerase 

Tris: tris-(hidroximetil) aminometano 

U: Unidade de atividade enzimática 

v: velocidade inicial 

V: velocidade máxima 



Resumo 

A (Na
+
, K

+
)-ATPase presente no tecido branquial dos crustáceos 

osmorreguladores é um componente essencial do sistema de regulação iônica e 

osmótica desses animais, apresentando também um papel relevante no processo de 

excreção ativa de NH4
+
 através do tecido branquial dos crustáceos.  

Uma fração microsomal rica em (Na
+
, K

+
)–ATPase foi preparada por 

centrifugação diferencial a partir de um homogeneizado do tecido branquial de 

Callinectes ornatus aclimatado a salinidades de 21 e 33‰. A redistribuição da (Na
+
, 

K
+
)-ATPase em frações de membrana de diferentes densidades, sugere que a 

aclimatação a diferentes salinidades altera a composição da membrana.  

A eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes revela que 

houve uma variação no perfil protéico durante a aclimatação. A presença de uma única 

banda imunorreativa (Mr~ 109 kDa) detectada na análise por Western blot sugere a 

presença de uma única isoforma da subunidade  da (Na
+
,K

+
)-ATPase. A proporção 

relativa desta subunidade nos microsomas de animais aclimatados a 21‰  é cerca de 2,5 

vezes maior que a observada a 33‰ .  

A atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
,K

+
)
_
ATPase branquial de C. ornatus 

aclimatado à salinidade 21‰ é aproximadamente 2,5 vezes maior comparada ao 

animais aclimatados a 33‰. A (Na
+
, K

+
)–ATPase de C. ornatus aclimatado a 21‰ 

hidrolisou o PNPP ( V= 69,22,8 U mg
-1

 e K0,5= 2,30,1 mmol L
-1

) através de 

interações sítio-sítio (nH= 1,7). A modulação da enzima pelos íons magnésio (V= 

70,13,0 U mg
-1

 e K0,5 = 0,88 0,04 mmol L
-1

), potássio (V= 69,6 2,7 U mg
-1

 e K0,5 = 

1,60,07 mmol L
-1

) e amônio (V= 90,84,0 U mg
-1

 e K0,5 = 9,2 0,3 mmol L
-1

) ocorreu 

através de interações sítio-sítio. Os íons sódio atuaram como inibidores da atividade K
+
-

fosfatase da enzima (Ki= 9,2  0,4 mmol L
-1

) e a ouabaína inibiu cerca de 70% da 

atividade PNPPase, independentemente da presença de íons amônio.  

A atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
K

+
)-ATPase de C. ornatus aclimatado a 33‰ é 

estimulada pelo PNPP de acordo com uma única curva de saturação monofásica 

envolvendo interações sítio-sítio (nH= 1,4), com V= 29,11,4 U mg
-1

 e K0,5= 1,300,06 

mmol  L
-1

. Os íons magnésio estimularam a atividade até um valor máximo de V= 27,8 

 1,3  U mg
-1

 com K0,5= 1,00  0,04 mmol L
-1

 tendo sido observadas interações sítio-

sítio (nH= 1,7). A estimulação pelo K
+
 ocorreu com cooperatividade positiva (nH = 1,9), 



V= 28,01,4 U mg
-1

 e K0,5 = 2,40,1 mmol L
-1

. Uma única curva de estimulação 

também foi observada para NH4
+
, com V= 32,21,5 U mg

-1
, K0,5= 1,20,4 mmol L

-1
 e 

nH= 2,2. Os íons sódio atuaram como inibidores da atividade K
+
-fosfatase da enzima 

(Ki= 4,70,2 mmol L
-1

) e a ouabaína inibiu cerca de 80% a atividade PNPPase 

independentemente da presença de íons amônio. 

A atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
,K

+
)-ATPase foi estimulada sinergisticamente 

pelos íons potássio e amônio, tanto para C. ornatus aclimatado a 21‰ como a 33‰. 

A (Na
+
, K

+
)–ATPase presente na fração microsomal de C. ornatus aclimatado a 

21‰, hidrolisou o ATP de acordo com cinética de Michaeliana apresentando KM= 50,0 

2.5 mol L
-1

 e V= 187,77.1 U mg
-1

. A modulação da atividade da enzima pelos íons 

magnésio (V= 183,56,7 U mg
-1

 e K0,5= 0,27±0,01 mmol L
-1

), sódio (V= 175,96,3 U 

mg
-1

 e K0,5= 4,2±0,2 mmol L
-1

), potássio (V= 181,86,9 U mg
-1 

e K0,5= 1,0±0,05 mmol 

L
-1

) e amônio (V= 240,711,2 U mg
-1

 e K0,5= 4,4±0,2 mmol L
-1

) ocorreram através de 

interações sítio-sítio. Também foi observado que, na presença de concentrações 

crescentes de íons amônio, a estimulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase pelos íons 

potássio acarretou um aumento de 32% na atividade específica da enzima. A ouabaína 

inibiu cerca de 88% da atividade ATPase com KI= 74,5±0,22 M, sugerindo a presença 

de 12% de outras ATPase, sendo 5% de ATPase do tipo F, 3% de K
+
-ATPase e 3% de 

V-ATPase. 

Para C. ornatus aclimatado a 33‰ a (Na
+
,K

+
)-ATPase branquial hidrolisou o 

ATP obedecendo cinética Michaeliana, com V = 76,23,5 U mg
-1

 e KM= 46,01,9 mol 

L
-1

. A estimulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase por Mg

2+ 
(V= 74,53,1 U mg

-1
; K0,5= 

0,330,16 mmol L
-1

), K
+
 (V= 76,43,3  U mg

-1
; K0,5= 1,030,05 mmol L

-1
), Na

+
 (V= 

76,43,0 U mg
-1

; K0,5= 5,30,2 mmol L
-1

) e NH4
+
 (V= 98,93,9 U mg

-1
; K0,5= 4,10,15 

mmol L
-1

) ocorreu de acordo com cinética cooperativa. A ouabaína inibiu cerca de 86% 

da atividade ATPase total, com KI= 114,9 ± 5,6 mol L
-1

.  

A (Na
+
,K

+
)-ATPase branquial de C. ornatus aclimatado em ambas as salinidades 

foram estimuladas sinergisticamente por K
+
 e NH4

+
 em torno de 30%. Na presença de 

concentrações crescente de NH4
+
, a afinidade da enzima por K

+
 foi aumentada em 187-

vezes para o animal aclimatado a 33‰ e 5% para o 21‰. 

A atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de C. ornatus foi inibida na 

presença de poliaminas e, a espermidina apresentou uma maior inibição quando 

comparada a espermina. A presença de poliamina no meio reacional afeta não só a 



velocidade máxima, como também diminui a afinidade da enzima pelo ATP e aumenta 

para Na
+
. 

C. ornatus hiporregula a osmolalidade da hemolinfa quando aclimatado durante 

10 dias em salinidade de 33‰ (Δ=192 mOsm kg
−1

 H2O) mas é isosmótico depois de 

aclimatado durante 15 dias a salinidade de 21‰. Além disso, a concentração de Na
+
, 

K
+
, Ca

2+
 e Mg

2+
, estimada no animal aclimatado a salinidade de 15‰ durante 15 dias 

não retorna aos valores iniciais quando o animal está aclimatado à salinidade de 33‰ 

(Δ=65–80%). 

A atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase nas brânquias posteriores de C. ornatus 

diminuem logo após a exposição a meio externo diluído, recuperando a atividade inicial 

1 dia após a transferência, onde o máximo de atividade é observado quando o animal 

permanece nessa nova salinidade por 10 dias. 

A expressão relativa da subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase é mais significativa 

5 horas após a transferência, aumentando em 24 horas, diminuindo até o valor inicial em 

48 horas e aumentando novamente. A análise da atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase para as 

brânquias separadas, revelou um a atividade é 2,5 vezes maior nos animais aclimatados 

a 21‰ e, embora a atividade tenha aumentado na mesma proporção, foi verificado que 

na 6ª brânquia a atividade é aproximadamente 1,4 vezes maior que a da 7ª brânquia. De 

maneira interessante, porém contrastante, foi observada uma concentração de (Na
+
, K

+
)-

ATPase maior na 7ª brânquia comparada a 6ª brânquia em ambas as salinidades. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

(Na
+
, K

+
)–ATPase present in gill tissue of osmoregulatory crustaceans is an 

essential component of their osmotic and ionic regulation system, and also have a 

relevant role in the active excretion de NH4
+
 through the gill crustacean tissue.  

A (Na
+
, K

+
)–ATPase-rich microsomal fraction was prepared by differential 

centrifugation from Callinectes ornatus acclimated to 21 and 33 ‰ homogenized gill 

tissues. The (Na
+
, K

+
)-ATPase redistributes into membrane fractions of different 

densities, suggesting that altered membrane composition results from salinity 

acclimation. 

The SDS-PAGE revealed different migration patterns. The use of the 5 

monoclonal antibody, against the  subunit, revealed the presence of an unique protein 

band of Mr around 109 kDa corresponding to the (Na
+
, K

+
)–ATPase, and suggesting the 

presence of a single isoform. Crabs acclimated to 21‰ shown a relative proportion of 

this protein is 2.5-fold greater than those acclimated to 33‰.  

K
+
-phosphatase activity of microsomal gill tissue of C. ornatus showed increase 

2.5 fold, for crabs acclimated to 21‰ compared to those acclimated to 33‰ salinity. 

(Na
+
, K

+
)–ATPase of C. ornatus acclimated to 21‰ hydrolyzed PNPP (V= 69.2 

 2.8 U mg
-1

 and K0.5= 2.3  0.1mmol L
-1

) through site-site interactions (nH= 1.7). The 

modulation of the enzyme by magnesium (V= 70.1  3.0 U mg
-1

 and K0.5= 0.88   0.04 

mmol L
-1

), potassium (V= 69.6   2.7 U mg
-1

 and K0.5= 1.6  0.07 mmol L
-1

) and 

ammonium ions (V= 90.8  4.0 U mg
-1

 and K0.5 = 9.2   0.3 mmol L
-1

) followed 

cooperative kinetics. On the other hand, sodium ions inhibited PNPPase activity of 

(Na
+
, K

+
)-ATPase with KI= 9.2  0.4 mmol L

-1
. Ouabain also inhibited up to 70% the 

total activity PNPPase independent of the presence of ammonium ions.  

(Na
+
, K

+
)-ATPase of C. ornatus acclimated to 33‰ hydrolyzed PNPP (V= 29.1 

 1.4 U mg
-1

 and K0.5= 1.3  0.06 mmol L
-1

) through site-site interactions (nH= 1.4). 

The modulation of the enzyme by magnesium (V= 27.8  1.3 U mg
-1

 and K0.5= 1.00   

0.04 mmol L
-1

), potassium (V= 28.0  1.4 U mg
-1

 and K0.5= 2.4  0.1 mmol L
-1

) and 

ammonium (V= 32.2  1.5 U mg
-1

 and K0.5 = 1.2   0.4 mmol L
-1

) followed cooperative 

kinetics. However, sodium ions inhibited PNPPase activity of (Na
+
, K

+
)-ATPase with 

KI= 4.7  0.2 mmol L
-1

. Ouabain also inhibited up to 80% the total activity PNPPase 

independent of the presence of ammonium ions.  



K
+
-phosphatase activity was synergistically modulated by K

+ 
and NH4

+
 ions for 

C. ornatus acclimated to 21 and 33‰. For C. ornatus acclimated to 21‰, the hydrolysis 

of ATP by (Na
+
, K

+
)–ATPase followed Michaelis-Menten kinetics with KM= 50.0  2.5 

µmol L
-1

 and V= 187.7  7.1 U mg
-1

, while enzyme modulation by magnesium (V= 

183.5  6.7 U mg
-1

 and K0.5= 0.27  0.01 mmol L
-1

), sodium (V= 175.9  6.3 U mg
-1

 

and K0.5= 4.2  0.2 mmol L
-1

), potassium (V= 181.8  6.9 U mg
-1

 and K0.5= 1.0  0.05 

mmol L
-1

) and ammonium ions (V= 240.7  11.2 U mg
-1

 e K0.5= 4.4  0.2 mmol L
-1

) 

occurred through site-site interactions. Interestingly, the stimulation of (Na
+
, K

+
)-

ATPase activity by potassium ions in the presence of increasing concentration of 

ammonium ions resulted in a 32% higher specific activity. Ouabain inhibited 

approximately 88% the activity (Na
+
, K

+
)-ATPase with KI= 74.5 mol L

-1
, suggesting 

the presence of about 12% of ATPases other than the (Na
+
, K

+
)-ATPase. Among these 

other ATPases, around 5% corresponded to a F-type ATPase, 3% to a K+-ATPase and 

3% to a V-ATPase. 

The (Na
+
, K

+
)–ATPase present in microsomal fractions of gill tissue of 21‰-

acclimated C. ornatus hydrolyzed ATP according Michaelis-Menten kinetics with KM= 

50,0 2.5 mol L
-1

 and V= 187,77.1 U mg
-1

. However, enzyme modulation by 

magnesium (V= 183,56,7 U mg
-1

 and K0,5= 0,27±0,01 mmol L
-1

), sodium (V= 

175,96,3 U mg
-1

 and K0,5= 4,2±0,2 mmol L
-1

), potassium (V= 181,86,9 U mg
-1 

and 

K0,5= 1,0±0,05 mmol L
-1

) e ammonium ions (V= 240,711,2 U mg
-1

 and K0,5= 4,4±0,2 

mmol L
-1

) followed site-site interaction kinetics. In the presence of increasing 

concentrations of ammonium ions, the stimulation of (Na
+
,K

+
)-ATPase activity by 

potassium ions resulted in a 32% increase of enzyme specific activity. Ouabain 

inhibited around 88% of total ATPase activity with KI= 74,5±0,22 M, suggesting the 

presence of 12% of ATPases other than (Na
+
, K

+
)–ATPase: 5% of F0F1- ATPase, 3% of 

K
+
-ATPase e 3% de V-ATPase. 

For C. ornatus acclimated to 33‰, the hydrolysis of ATP by (Na
+
, K

+
)–ATPase 

followed Michaelis-Menten kinetics with KM= 46.0  1.9 µmol L
-1

 and V= 76.2  3.5  

U mg
-1

, while enzyme modulation by magnesium (V= 74.5  3.1 U mg
-1

 and K0.5= 0.33 

 0.16 mmol L
-1

), sodium (V= 76.4  3.0 U mg
-1

 and K0.5= 5.3  0.2 mmol L
-1

), 

potassium (V= 76.4  3.3 U mg
-1

 and K0.5= 1.03  0.05 mmol L
-1

) and ammonium ions 

(V= 98.9  3.9 U mg
-1

 e K0.5= 4.1  0.15 mmol L
-1

) occurred through site-site 



interactions. Ouabain inhibited approximately 86% the activity (Na
+
, K

+
)–ATPase, with 

KI= 114.9 ± 5.6 mol L
-1

.  

In both salinities studied, the (Na
+
,K

+
)-ATPase was synergistically stimulated by 

K
+ 

and NH4
+
 ions, up to 30% In presence of increasing NH4

+
 concentrations, the affinity 

of  (Na
+
,K

+
)-ATPase by K

+
, increased around 187 fold for crabs acclimated to 33‰ and 

only 5% for crabs acclimated to 21‰. 

Polyamines inhibited (Na
+
,K

+
)-ATPase activity of C. ornatus, and spermidine is 

a more efficient inhibitor than spermine. The presence of polyamines affects velocity, 

increases the affinity for ATP, but decreases that for Na
+
. 

Callinectes ornatus hyporegulates hemolymph osmolality when acclimated for 

10 days to 33‰ (= 192 mOsm kg H2O
-1

), but is essentially isosmotic after 15-days 

acclimation to 21‰ salinity. Further, hemolymph Na
+
, K

+
, Ca

2+
 and Mg

2+
 

concentrations of crabs acclimated 15-days to 21‰ do not reach the values estimated 

after 33‰-acclimation (= 65-80%). 

The relative expression of the  subunit (Na
+
, K

+
)-ATPase is significant after 5 

h the saline change. The analysis of (Na
+
, K

+
)-ATPase activity in separated 6

th
 and 7

th
 

gill pairs showed that the activity increases 2.5 fold in both gill pairs for crabs 

acclimated to 21‰. ; the increase being is proportional, but 6ª gill has activity 

approximately 1,4 fold larger. And the protein concentration is larger in the 7ª gill.  

The relative expression of (Na
+
, K

+
)-ATPase  subunity is significantly after 5 

hours of transference, increasing up to 24 hours and decreasing to the initial values after 

48 hours. Analysis of (Na
+
, K

+
)-ATPase activity of separated gills revealed  that for 

crabs acclimated to 21‰-salinity is 2,5 fold greater that that estimated for 33‰-salinity. 

In spite of activity increased in the same ratio, that of 6
th

 gill pairs is around 1,4 fold 

than that of 7
th

 gill pairs. Interesting but constrasting (Na
+
, K

+
)-ATPase expressiom was 

greater in 7
th

 gill pairs  compared to 6
th

 gill pairs independent of acclimation in both 

salinities. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. A osmorregulação em crustáceos 

Durante a evolução os crustáceos, que surgiram no mar, invadiram ambientes de 

menor salinidade (Schubart et al., 1998). A transição para ambientes dulcícolas constitui 

um grande desafio osmótico e iônico para esses animais, pois eles tendem a perder íons 

por difusão e ganhar água por osmose (Péqueux, 1995). A sobrevivência desses animais 

em águas menos salgada é determinada pela capacidade osmorregulatória de cada 

espécie que é definida como a diferença entre a pressão osmótica da hemolinfa e a do 

meio externo (Charmantier & Soyez, 1994). 

Os crustáceos podem ser classificados quanto à capacidade de sobrevivência em 

ambientes de diferentes salinidades. Os estenoalinos toleram pequenas variações na 

salinidade do meio externo, enquanto os eurialinos podem tolerar grandes variações 

(Péqueux, 1995). Em relação à variação da concentração osmótica da hemolinfa 

comparada à do meio externo, os crustáceos são denominados osmoconformadores, 

quando mantém a concentração osmótica da hemolinfa semelhante à do ambiente, ou 

osmorreguladores, a concentração osmótica da hemolinfa é mantida dentro de certos 

limites que são espécie-específicos e que podem estar abaixo (hiporregulação) ou acima 

(hiperregulação) daquela encontrada no meio externo (Péqueux, 1995; Lucu & Towle, 

2003). Os crustáceos hiperreguladores podem ser divididos em dois grupos: os 

reguladores fortes, capazes de hiperregular fortemente em água doce e passar toda a 

vida adulta neste ambiente, e os reguladores fracos que, embora sejam capazes de viver 

e hiperregular em meios diluídos, sobrevivem mal em água doce (Péqueux, 1995; Lucu 

et al., 2000; Freire et al., 2008) 

A maioria dos crustáceos que vivem no mar são osmoconformadores e 

estenoalinos, enquanto os que vivem em águas mais diluídas são hiperreguladores. 

Quando crustáceos hiperreguladores são colocados em ambiente com menor salinidade, 

enfrentam a perda de íons por difusão e, nesse caso necessitam energia para a regulação 

osmótica. O movimento iônico ocorre nas superfícies permeáveis dos crustáceos, tais 

como a parede do corpo, trato gastrointestinal, órgãos excretores e brânquias. As 

brânquias têm as membranas mais permeáveis e são consideradas os sítios primários 

para regulação osmótica e iônica (Bouaricha et al., 1994; Palacios & Racotta, 2007). 
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Além do controle da osmolalidade da hemolinfa nos crustáceos aquáticos, as 

brânquias também estão envolvidas na regulação do pH, trocas gasosas e excreção de 

compostos nitrogenados, principalmente na forma de amônia (Péqueux, 1995; Taylor & 

Taylor, 1992; Weihrauch et al., 2004). Os estudos realizados até o momento sugerem 

que, nos caranguejos existe uma diferenciação entre as brânquias anteriores e 

posteriores. As anteriores apresentam um epitélio fino e são especializadas em trocas 

gasosas enquanto as posteriores estão envolvidas na absorção ativa de íons a partir de 

ambientes externos diluídos (Péqueux, 1995; Towle & Weihrauch, 2001; Freire et al., 

2008). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apesar de existirem detalhes que variam de uma espécie para outra, a micro-

anatomia e a ultraestrutura das brânquias dos caranguejos, já bem conhecidas, podem 

ser consideradas como representativas da organização básica das brânquias dos 

crustáceos em geral (Taylor & Taylor, 1992; Péqueux, 1995; Towle, 1997). Estudos 

preliminares da morfologia das brânquias de caranguejos têm demonstrado a presença 

de oito pares de brânquias, dispostos lateralmente e apresentando uma grande 

semelhança com as estruturas já descritas para as espécies de crustáceos relacionadas 

(Copeland & Fitzjarell, 1968; Onken & Riestenpatt, 1998).  

As brânquias são compostas basicamente por estruturas multilamelares (Painel 

1) onde cada lamela forma um envelope cuticular, cujo exterior está em contato com a 

água do ambiente e o seu interior preenchido pela hemolinfa através de uma câmara 

Painel 1. Representação esquemática morfológica da brânquia posterior de caranguejo.  

1-cutícula; 2-células epiteliais; 3- células pilares; 4- espaço por onde circula a hemolinfa; 5- septo intralamelar. 

(Modificado de Onken & Riestenpatt, 1998). 
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formada por células epiteliais uniestratificadas que apresentam, na maioria das vezes, 

um septo intralamelar (Mantel & Farmer, 1983; Barra et al., 1983; Goodman & Cavey, 

1990; Maina, 1990; Taylor & Taylor, 1992; Onken & Riestenpatt, 1998). Nas 

membranas apicais, as células do tecido epitelial branquial apresentam um grande 

número de invaginações, que aumentam a superfície de contato com o meio ambiente.  

Já a superfície basolateral dessas células é banhada pela hemolinfa e apresenta um 

grande número de invaginações associadas a mitocôndrias (Cioffi, 1984; Towle, 1984; 

Gilles & Péqueux, 1985; Towle & Kays, 1986). Tem sido sugerido que as mitocôndrias 

associadas às invaginações são características de epitélios transportadores de íons e, 

desta forma, as mitocôndrias forneceriam ATP para o bombeamento ativo desses íons 

(Barra & Péqueux, 1986; Towle, 1993, 1997; Péqueux, 1995). 

Além das brânquias, a glândula antenal dos crustáceos regula o volume dos 

fluídos do corpo, a concentração de alguns solutos orgânicos e íons divalentes e, em 

algumas espécies de crustáceos, a reabsorção de NaCl (Mantel & Farmer, 1983). 

Quando crustáceos osmorreguladores são colocados em meio diluído ocorre a 

entrada de água no corpo do animal e uma perda passiva de íons, principalmente Na
+ 

e 

Cl
-
. O movimento líquido de Na

+
 mediado pela (Na

+
,K

+
)-ATPase ocorre do citosol 

celular para a hemolinfa enquanto outros transportadores mediam o transporte de Na
+
 

do ambiente através da membrana apical para o citosol (Towle & Weihrauch, 2001). 

Muitos desses transportadores são passivos e entre eles estão os trocadores Na
+
H

+
 e 

Na
+
K

+
Cl

-
, onde os movimentos dependem do gradiente químico e eletroquímico, 

respectivamente (Towle & Weihrauch, 2001; Palacios & Racotta, 2007). Na membrana 

apical, um mecanismo de troca passiva, Na
+
NH4

+
, pode responder por uma parte muito 

pequena do influxo de Na
+
 total que ocorrem nas brânquias posteriores de caranguejos 

(Péqueux, 1995; Towle et al., 1997). Conjuntamente com o trocador apical Na
+
H

+
 e Cl

-

HCO3
-
 esses mecanismos podem absorver NaCl de ambientes diluídos. 

O H
+
 trocado por Na

+
 na membrana apical das células de osmorreguladores é 

fornecido pela atividade da enzima anidrase carbônica, que gera HCO3
-
 e H

+
 a partir de 

CO2 e H2O no citosol (Henry, 1996). A atividade da anidrase carbônica aumenta nas 

brânquias posteriores, brânquias especializadas no transporte de íons, após adaptação a 

ambientes diluídos (Henry et al., 2002, 2003). 

Na membrana apical existe um canal de K
+ 

que é importante para garantir um 

potencial elétrico negativo na célula e que sustenta a saída de Cl
-
 através do canal de Cl

-
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situado na membrana basolateral (Riestenpatt et al., 1996; Freire et al., 2008). Na 

membrana basolateral, o canal de K
+
 permite a reciclagem deste íon bombeado para 

dentro da célula pela (Na
+
,K

+
)-ATPase (Palacios & Racotta, 2007). Mais modelos do 

mecanismo de absorção e excreção de NaCl nas brânquias também foram propostos por 

Sáez et al., 2009). 

O mecanismo que explica o mecanismo de absorção de NaCl nas brânquias de 

hiperreguladores fracos está mostrado no Painel 2. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. A (Na
+
,K

+
)-ATPase 

A (Na
+
, K

+
)-ATPase, ou bomba de sódio é uma proteína integral de membrana 

que utiliza a energia proveniente da hidrólise do fosfato terminal, ou fosfato , da  

molécula de ATP para transportar três Na
+
 para o meio extracelular e dois K

+
 para o 

meio intracelular (Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003). Esse transporte estabelece um 

gradiente eletroquímico, essencial para a manutenção dos potenciais de membrana 

responsáveis pela atividade excitável de células musculares e nervosas, proporcionando 

também a regulação do volume e pH intracelulares bem como a captação de nutrientes 

Painel 2.  Modelo da célula epitelial branquial dos crustáceos decápodes, mostrando 

os transportadores de íons envolvidos na osmorregulação em hiperreguladores 

fracos. (Freire et al., 2008) 
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extracelulares, como a glicose, aminoácidos, vitaminas e outros compostos essenciais às 

células (Crambert et al., 2000; Jorgensen & Pedersen, 2001; Horisberger, 2004; Martin, 

2005; Dempski et al., 2005). 

Até o presente momento, quatro classes de ATPases estão bem estabelecidas: as 

ATPases tipo P (Axelsen & Palmgren, 1998), ATPases tipo F (Ohsumi & Anraku, 

1981),  ATPases tipo V (Pedersen & Carafoli, 1987) e ATPases tipo ABC (Higgins et 

al., 1986). Nos eucariotos superiores, as ATPases tipo P, V e F estão acopladas ao ATP 

através de uma relação dominante-submissa (master-slave relationship), o que torna 

difícil a sua caracterização cinética em um dado tecido ou organismo (Pedersen & 

Carafoli, 1987). O ciclo reacional das ATPases do tipo P é caracterizado pela formação 

de um intermediário fosforilado, onde o fosfato  da molécula do ATP se liga a um 

resíduo de aspartato (D376) da enzima. Além disso, as ATPases do tipo P, são divididas 

em subfamílias e, a (Na
+
,K

+
)-ATPase por transportar cátions de metais alcalinos é 

classificada como um P2C ATPase, similarmente à (H
+
,K

+
)-ATPase (Axelsen & 

Palmgren, 1998; Crambert et al., 2000; Kaplan, 2002; Pedersen, 2007). 

A (Na
+
, K

+
)-ATPase é um heterodímero, constituído pelas subunidades α e β. A 

subunidade α contém aproximadamente 1000 resíduos de aminoácidos e apresenta 

massa molecular da ordem de 110 kDa (Hu & Kaplan, 2000; Donnet et al., 2001; 

Kaplan, 2002). Considerada a subunidade catalítica da enzima (Toustrup-Jensen & 

Vilsen, 2005), na subunidade α estão localizados os sítios de ligação do ATP e de 

fosforilação, bem como os aminoácidos essenciais para a ligação do Na
+
 e K

+
 

(Jorgensen et al., 2003; Horisberger, 2004; Capendeguy & Horisberger, 2005).  

A subunidade  apresenta apenas um segmento transmembrana com a 

extremidade N-terminal voltada para o citosol. Essa subunidade é composta de 

aproximadamente 300 resíduos de aminoácidos, com uma Mr da ordem de 50 kDa. A 

porção extracelular apresenta 3 ligações dissulfeto e é altamente glicosilada, esses 

açúcares conferem estabilidade à (Na
+
,K

+
)-ATPase, já que a torna mais resistente a 

proteases (Geering, 2001; Laughery et al., 2003, Martin, 2005, Shinoda et al., 2009). 

A (Na
+
,K

+
)-ATPase pode estar associada a uma terceira subunidade, uma 

proteína pertencente a família das FXYD, esse proteolipídeo de cerca de 60 resíduos de 

aminoácidos e Mr ao redor de 7 kDa se associa à (Na
+
,K

+
)-ATPase de maneira tecido-

específica nos vertebrados (Crambert et al., 2004; Lubarski et al., 2007) e apresenta 

apenas um segmento transmembrana (Therien & Blostein, 2000; Füzesi et al., 2005). 

Sua extremidade N-terminal está voltada para o meio extracelular (Painel 3). 



                                                                                                                         Introdução 
 

6 

 

Evidências recentes indicam que ela não é um componente essencial da (Na
+
,K

+
)-

ATPase, embora atue como um regulador, modulando a afinidade da enzima pelo ATP 

bem como para os íons potássio e sódio (Geering et al., 2003; Li et al., 2004; Garty & 

Karlish, 2005). Durante aclimatação de peixes a diferentes salinidades, ocorre uma 

variação da expressão desta subunidade, bem como da isoforma expressa (Tipsmark, 

2008; Wang et al., 2008). A FXYD se localiza adjacente aos segmentos M2-M6-M9 e, 

embora durante a mudança de conformação de E1-E2 a distância entre essas subunidades 

não varia, ocorre uma variação da distância entre FXYD e a subunidade  (Dempski et 

al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Painel 3. Arquitetura do complexo αβ da (Na
+
,K

+
)-ATPase da glândula retal de 

tubarão ligada a K
+ 

e MgF4
2-

.  

As cores mudam gradualmente entre a extremidade aminoterminal (azul) e carboxiterminal 

(vermelho) para a subunidade  e , a subunidade  está apresentada em roxo. CLR 

representa a molécula de colesterol. A linha verde representa o limite hidrofóbico da 

bicamada lipídica. (Modificado de Shinoda et al, 2009) 
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A primeira estrutura cristalina de uma ATPase do tipo P, a Ca
2+

-ATPase 

(SERCA), foi relatada por Toyoshima et al. (2000). A partir de então vários outros 

autores relataram a estrutura da SERCA em diferentes conformações (Sorensen et al., 

2004; Toyoshima et al., 2000; Olesen et al., 2004). Recentemente, a estrutura cristalina 

obtida com resolução de 3,5 Å, da (Na
+
, K

+
)-ATPase isolada da medula externa de rim 

de porco foi relatada por Morth et al. (2007). Os resultados mostraram que a semelhança 

estrutural da subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase com a da SERCA é alta, inclusive no 

sítio de ligação dos íons. Apenas duas diferenças conservativas de aminoácidos ocorrem 

entre a (Na
+
, K

+
)-ATPase e a SERCA e, segundo os autores, é muito provável que a 

diferença nas posições das cadeias laterais bem como moléculas de água contribuam 

para definir a seletividade pelos cátions. Finalmente, a arquitetura definitiva do 

complexo  da (Na,K)-ATPase de glândula renal de tubarão foi caracterizada por 

Shinoda et. al., 2009 e está representada no Painel 3. 

A subunidade  apresenta as extremidades N- (Felsenfeld & Sweadner, 1988) e 

C- terminal (Ning et al., 1993) localizadas no meio intracelular e 10 segmentos 

transmembrana (Painel 4), que dão origem às alças intra- e extracelulares (Sweadner & 

Donnet, 2001; Kaplan, 2002; Horisberger, 2004). Os segmentos transmembranas são 

nomeados a partir da extremidade N-terminal. A subunidade  está organizada na forma 

de três domínios globulares distintos, voltados para a região citoplasmática e conectados 

por hastes estritas a um domínio transmembrana de forma aproximadamente cilíndrica e 

compacta (Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Horisberger, 2004). O domínio 

atuador, A, constituído pelo segmento N-terminal e a alça citoplasmática que une os 

segmentos transmembranas M2-M3, contém o motivo TGES que está envolvido no 

processo de desfosforilação. O domínio de fosforilação, P, localizado na alça 

citoplasmática entre os segmentos transmembranas M4-M5 contém o motivo DKTGT 

com o resíduo de aspartato para o qual o fosfato do ATP é transferido transitoriamente. 

O domínio de ligação do nucleotídeo N, também localizado na mesma alça 

citoplasmática que o domínio P, contém o sítio de ligação do ATP (Martin, 2005; Morth 

et al., 2009).  

O heterodímero  é a unidade funcional da enzima, pois é sabido que, a 

subunidade  estabiliza o enovelamento correto da subunidade , por interagir com a 

alça extracelular M7-M8 da subunidade α, apresentada no Painel 4 (Geering, 2001; 

Jorgensen et al., 2003; Horisberger et al., 2004; Morth et al., 2007). Na ausência da 
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subunidade , a subunidade  é retida no retículo endoplasmático, o que comprova o 

papel de chaperona exercido pela subunidade  (Laughery et al., 2003; Toustrup-Jensen 

et al., 2009). 

Tem sido sugerido também que a subunidade  esteja intimamente envolvida 

com o transporte ativo de Na
+
 e K

+
, uma vez que desestabiliza a oclusão do potássio e 

altera a afinidade da (Na
+
,K

+
)-ATPase para esses íons (Gatto et al., 2001; Kaplan, 2002; 

Jorgensen et al., 2003; Martin, 2005, Shinoda et al., 2009), devido a interação que 

estabelece principalmente quando a enzima está na conformação E2 (Toustrup-Jensen et 

al., 2009). As ligações dissulfeto presentes na subunidade  são importante para o 

translocamento do heterodímero, porém não afetam sua formação (Laughery et al., 

2003), mas a sua redução parece afetar a interação entre a subunidade β e a alça M7-M8 

da subunidade α, levando à perda da atividade enzimática (Dempski et al., 2005). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Até o momento, foram identificadas quatro isoformas da subunidade  da 

(Na
+
,K

+
)-ATPase para humanos. (Lingrel et al., 2007). Isoformas homólogas da 

intracelular 

extracelular 

Painel 4. Topologia de membrana das cadeias  e  da (Na
+
,K

+
)-ATPase dos 

vertebrados. (Modificado de Martin, 2005) 
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subunidade  dos vertebrados ainda não foram descritas nos invertebrados (Emery et 

al., 1998), além disso, mesmo com a identificação de duas isoformas nos camarões 

Artemia salina e Artemia franciscana, nenhuma corresponde às descritas nos 

vertebrados (Macías et al., 1991; GarciaSaez et al., 1997; Jorgensen & Pedersen, 2001). 

Também foram identificadas duas isoformas para Pachygrapsus marmoratus, a 

diferença se deve pela inserção de 81 nucleotídeos na porção N-terminal (Jayasundara et 

al., 2007). Com relação à subunidade , as três isoformas de vertebrados denominadas 

de 1-3 diferem apenas no número de sítios de glicosilação (Vagin et al., 2007), contudo 

apenas uma isoforma foi relatada para os crustáceos e nenhuma isoforma da subunidade 

 foi observada para esses animais (Lucu & Towle, 2003). A combinação dessas 

isoformas dá origem a uma série de isoenzimas com propriedades cinéticas distintas em 

relação à estimulação por Na
+
, K

+
, ATP e à inibição por ouabaína, além de diferentes 

respostas a mensageiros secundários (Blanco & Mercer, 1998; Crambert et al., 2000; 

Mobasheri et al., 2000; Mijatovic et al., 2007). A relevância fisiológica dessa 

diversidade de isoformas ainda não está esclarecida (Pressley et al., 2005; Pierre et al., 

2008). 

 Embora a hidrólise de ATP e o transporte de cátions sejam atividades 

coordenadas da (Na
+
,K

+
)-ATPase, elas ocorrem em domínios diferentes da molécula. 

Como já foi descrito, o sítio de ligação do ATP à enzima e o resíduo de aspartato que é 

fosforilado durante o sítio catalítico estão localizados nos domínios citoplasmáticos N e 

P, respectivamente (Jorgensen & Pedersen, 2001; Jacobsen et al., 2002; Horisberger, 

2004; Morth et al., 2009).  

Estudos de mutação sítio-dirigida têm sido usados para determinar quais são os 

aminoácidos importantes para o funcionamento da enzima. No segmento 

transmembrana M1 estão presentes duas glicinas, Gli
93

 e Gli
94

, que são importantes para 

a interação com o Na
+ 

e K
+
 e também favorecem a forma E2P, no equilíbrio E1P-E2P 

(Einholm et al., 2005). A cristalização da proteína com o Rb
+
 ocluído, mostrou que os 

resíduos Glu
327

(M4), Ser 
775

, Asn
776

, Glu
779

(M5) e Asp
804

(M6) estão suficientemente 

próximos do íon e fornecem ligantes para estabilizá-lo (Morth et. al., 2007). Para o 

transporte de Na
+
,
 
os aminoácidos Thr

774
, Val

920
, Glu

954
, localizados respectivamente 

nos segmentos transmembranas M5, M8 e M9 são importantes, já que a variação desses 

aminoácidos modifica a afinidade aparente da enzima para este íon (Imagawa et al., 

2005), do mesmo modo que os resíduos Tyr
1017

, Tyr
768

, Arg
935

 e Lys
768

 influenciam na 
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interação por Na
+
, por favorecem a fosforilação de E1 (Toustrup-Jensen et al., 2009). Os 

primeiros quatro segmentos dão origem a uma alça citoplasmática pequena entre M2-

M3, que é responsável pela regulação da atividade da enzima (Daly et al., 1997). A alça 

extracelular entre M3-M4 possui dois resíduos altamente conservados Glu
319

 e Leu
318

, 

que parecem estar envolvidos na seletividade a cátions, principalmente ao potássio 

(Eguchi et al., 2005). Entre os segmentos M4 e M5 existe uma grande alça 

citoplasmática que é formada por cerca de 430 resíduos de aminoácidos, que representa 

30% da cadeia polipeptídica, onde se localiza o resíduo de aspartato que sofre 

fosforilação durante o ciclo reacional e o sítio de ligação do ATP (Kaplan, 2002; 

Jorgensen et al., 2003; Horisberger, 2004). Entre os segmentos M7 e M8 existe uma 

grande alça extracelular, identificada como uma importante região de contato com a 

subunidade β, principalmente os aminoácidos intermediários a 63-123 (Kaplan, 2002; 

Laughery, 2003). O segmento C-terminal parece estar envolvido na transição E1PE2P, 

constituindo um elemento central no mecanismo de reorientação dos sítios (Toustrup-

Jensen et al., 2009). 

 Acredita-se que existe um único sítio para a ligação de Na
+
 e K

+
 (Jorgensen & 

Pedersen, 2001; Jorgensen et al., 2003; Sanchez & Blanco, 2004; Eguchi et al., 2005). A 

conversão de um sítio altamente específico para o K
+
, na forma E2, para um específico 

para Na
+
 na forma E1, está acoplado a mudanças no número de grupos coordenadores e 

nas distâncias existentes entre eles, possibilitando que um mesmo sítio de ligação se 

ajuste a íons com diferentes raios atômicos (raio atômico do Na
+
 - 1,9Å; raio atômico do 

K
+
 - 2,7Å). Esse ajuste parece ocorrer através de rotações, inclinações e torções das 

hélices transmembrana (Mense et al., 2002; Jorgensen & Pedersen, 2001; Jorgensen, 

2001). Com relação ao terceiro íon Na
+
 transportado, existem evidências de que ele 

interaja com a conformação E1ATP2Na em um sítio específico, distinto do mencionado 

anteriormente (Apell et al., 1998; Schneeberger & Apell, 2001; Hakansson & 

Jorgensen, 2003).  

 A cristalização da (Na
+
,K

+
)-ATPase de glândula retal de tubarão com resolução 

de 2,4Å identificou os aminoácidos essenciais para os sítios de ligação do K
+
. O sítio I é 

formado essencialmente por cinco átomos de oxigênio, um oxigênio da cadeia principal 

do resíduo de Thr
779

, três da cadeia lateral de Ser
782

, Asn
783

, Asp
811

 e um oxigênio de 

uma molécula de água. O sítio II é coordenado por três grupos carbonil da cadeia 

principal (Val
329

, Ala
330

 e Val
332

), três ou quatro átomos de oxigênio da cadeia lateral 
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(Asn
783

, Glu
786

, Asp
811

 e possivelmente Glu
334

) e nenhuma molécula de água (Shinoda 

et al., 2009). 

 O mecanismo de bombeamento dos íons pela (Na
+
,K

+
)-ATPase é fundamentado 

em estruturas de alta resolução encontradas para a Ca
2+

-ATPase em diferentes estados 

conformacionais e pode ser utilizado para a (Na
+
,K

+
)-ATPase devido ao alto grau de 

homologia entre as P-ATPases (Toyoshima & Inesi, 2004; Toyoshima et al., 2007). O 

modelo é baseado em transições conformacionais entre dois estados principais da 

enzima denominados E1 e E2. A forma E1 expõe o sítio de ligação do cátion para a 

região intracelular, possuindo alta afinidade por Na
+
 e ATP, já a forma E2, tem alta 

afinidade por K
+
 extracelular. (Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Horisberger, 

2004). De acordo com o modelo proposto por Horisberger (2004), (Painel 5), a enzima 

na forma E1ATP apresenta seus domínios citoplasmáticos A, N e P afastados (etapa ). 

Após a ligação dos três Na
+
 extracelulares aos seus sítios com alta afinidade, ocorre 

uma mudança de conformação importante. Após uma grande rotação o domínio N 

posiciona o fosfato  do ATP próximo ao sítio de fosforilação (etapa ). A hidrólise do 

ATP é acoplada a transferência do fosfato  para o resíduo de aspartato que sofre 

fosforilação durante o ciclo reacional, dando origem à forma E1P(3Na) (etapa ). 

Simultaneamente o domínio A também sofre rotação de aproximadamente 30°, (etapa 

), induzindo uma mudança conformacional no interior do domínio transmembrana, 

resultando no fechamento do canal transiente e oclusão dos Na
+
 ligados à enzima 

(Toyoshima & Mizutani, 2004; Sorensen et al., 2004). Durante o ciclo catalítico, este 

estado de alta energia E1P(3Na) é rapidamente convertido em E2P (2Na) (etapa ). 

Concomitantemente à conversão de E1 para E2 ocorre a exposição dos sítios de ligação 

de cátions para o meio extracelular. A redistribuição dos grupos diminui a afinidade 

pelo Na
+ 

e a liberação do primeiro Na
+
 para o meio extracelular provoca um rearranjo 

do canal liberando os outros dois Na
+ 

(etapa ). O sítio de ligação de cátions da forma 

E2P é então ocupado por dois K
+
 extracelulares (etapa ), resultando na desfosforilação 

do domínio P e na oclusão dos íons ligados, devido ao fechamento do canal transiente 

voltado para o meio extracelular (etapa ). A ligação de uma nova molécula de ATP ao 

domínio N (etapa ) promove o afastamento dos domínios N e P, que induz uma 

movimentação dos segmentos transmembrana da molécula, resultando na abertura do 

canal transiente e liberando o acesso aos sítios de ligação de cátions do meio 

intracelular. Um rearranjo dos grupos importantes para a coordenação dos cátions, 

traduzido pela diminuição da afinidade da enzima pelo K
+
, caracteriza a transição 
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conformacional da forma E2ATP(2K) para a forma E1ATP2K (etapa ). A próxima 

etapa () é a liberação dos K
+
 para o citosol, finalizando o ciclo de bombeamento 

(Horisberger, 2004). Apesar dos recentes avanços, este mecanismo não está totalmente 

compreendido (Capendeguy & Horisberger, 2005; Gatto et al., 2005). 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 A (Na
+
,K

+
)-ATPase é especificamente  inibida por glicosídeo cardiotônicos, que 

ao se ligar especificamente a enzima atua fisiologicamente como moduladores de 

atividade. A ouabaína, glicosídeo cardiotônico mais estudado, se liga com alta afinidade 

à forma E2P (Crambert et al., 2004; Nesher et al., 2007), inibindo especificamente a 

atividade catalítica e de transporte iônico. 

 A região de interação enzima-ouabaína parece envolver múltiplos resíduos 

chaves na subunidade  e, em menor extensão, também na subunidade  (Middleton 

et al., 2000; Post, 2003; Radkov et al., 2007; Mijatovic et al., 2007). Porém um dos 

  

Painel 5. Esquema integrado do ciclo funcional da (Na
+
,K

+
)-ATPase (Modificado 

de Horisberger, 2004) 
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mais relevantes é o Asp
121

, localizado no segmento M1, que ao ser mutado confere à 

enzima resistência a droga (Sáez et al., 2009). Como todas as P-ATPases, a (Na
+
,K

+
)-

ATPase também é inibida pelo vanadato, que se liga ao sítio de fosforilação bloqueando 

o ciclo catalítico e originando a forma E2-V (Boxenbaum et al., 1998; Fedosova et al., 

1998; Rice et al., 2001).  

 Os mecanismos de regulação da (Na
+
,K

+
)-ATPase ainda não estão completamente 

elucidados, mas sabe-se que a atividade da enzima responde diretamente às 

concentrações intra- e extracelulares de seus principais moduladores, ATP, Na
+
 e K

+
 

(Blanco & Mercer, 1998; Therien & Blostein, 1999, 2000; Kaplan, 2002; Kong & 

Clarke, 2004).  Desta forma, a expressão de diferentes isoenzimas, com características 

cinética diferentes supre em parte a necessidade de um comportamento específico da 

enzima em diferentes tecidos ou células (Blanco & Mercer, 1998; Crambert et al., 2000; 

Segall et al., 2000, 2001; Mobasheri et al., 2000; Lingrel et al., 2003; Lingrel et al., 

2007).  

Existem evidências de que a composição lipídica da membrana em que a enzima 

está inserida modula sua afinidade por ATP, Na
+
 e K

+ 
(Else & Wu, 1999; Therien & 

Blostein, 1999; Cornelius et al., 2003; Else et al., 2003; Almansa et al., 2003).  

 

1.3. O efeito da salinidade 

Um dos exemplos mais óbvios da adaptação ecológica dos crustáceos é a 

tolerância a salinidade. Quando a salinidade do habitat aquático é maior ou menor que o 

fluído corporal do animal, esse organismo deve transportar sal para manter a 

osmolalidade em níveis fisiológicos (Sáez et. al., 2009). A variação da salinidade afeta a 

expressão eou atividade de algumas enzimas como (Na
+
,K

+
)-ATPase, anidrase 

carbônica, V-ATPase, arginina quinase, fosfatase alcalina além dos transportadores 

como NaK2Cl, NaH e ClHCO3 (Evans et al., 2005; Sáez et al., 2009). 

Em alguns crustáceos foi observada uma variação das características das 

brânquias quando os animais são colocados em água com menor salinidade, que 

incluem, diminuição da permeabilidade da membrana para a água, menor perda de íons 

como conseqüência da diminuição da superfície epitelial da brânquia (Lapucki & 

Normant, 2008). Além do desenvolvimento da membrana basolateral rica em 

mitocôndrias e aumento do espaço subcuticular (Freire et al., 2008; Genovese et al., 

2004). 
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Durante a aclimatação a composição lipídica e a proporção de ácidos graxos 

também podem variar alterando a permeabilidade da membrana e influenciando a 

atividade da (Na
+
,K

+
)-ATPase (Shivkamat & Roy, 2005; Palacios & Racotta, 2007; 

Haviv et al., 2007). 

A exposição de animais a meio diluído pode provocar uma diferenciação das 

células especializadas em trocas gasosas em células ionotransportadoras. Essa 

diferenciação ocorre pelo aumento da superfície basolateral devido as pregas, com 

consequente aumento da síntese de (Na
+
,K

+
)-ATPase (Lovett et al., 2006). 

A atividade da (Na
+
,K

+
)-ATPase é observada nas brânquia anteriores e nas 

posteriores, entretanto  a atividade é maior nas posteriores, que são especializadas no 

transporte de íons. No caso específico do Cyrtograpsus angulatus foi relatada uma 

variação de atividade entre as brânquias posteriores, onde a sexta brânquia apresenta 

uma atividade maior que as outras. Além disso, a oitava brânquia posterior não 

apresenta variação na atividade durante a aclimatação (López Mañanes et al., 2002). 

A expressão de RNAm da subunidade α da (Na
+
,K

+
)-ATPase nas brânquias 

posteriores é fortemente afetada pela variação da salinidade, aumentando a expressão 

em resposta a aclimatação a baixa salinidade (Luquet et al., 2005; Lovett et al., 2006). A 

aclimatação também pode acarretar uma variação da isoforma expressa (Jayasundara et 

al., 2007; Jorgensen & Amat, 2008) bem como a quantidade da enzima presente na 

membrana (Masui et al., 2005b; Garçon et al., 2009). O grande aumento do RNAm  

para a (Na
+
, K

+
)-ATPase  pode ser devido a um rápido turnover da proteína (Na

+
,K

+
)-

ATPase na membrana plamática branquial requerendo um alto nível de  RNAm para 

suprir a eficiente substituição da proteína. 

A (Na
+
,K

+
)-ATPase de vertebrados também está sujeita a mecanismos de 

regulação de curto e longo prazo mediados por hormônios, tais como a aldosterona, 

dopamina, norepinefrina e insulina (revisto por Vinciguerra et al., 2005). A regulação de 

curto prazo envolve efeitos diretos sobre o comportamento cinético da enzima ou sobre 

a translocação de moléculas da enzima entre a membrana plasmática e reservatórios 

intracelulares, enquanto os mecanismos de regulação de longo prazo geralmente afetam 

a síntese de novo ou a degradação da enzima (Seok et al., 1998; Therien & Blostein, 

2000; Dunbar & Caplan, 2001; Vasilets, 2002). 

Embora as estratégias osmorregulatórias também incluem a variação dos níveis 

de aminoácidos livres no músculo para compensar a salinidade alterada, esse aspecto 

não será aqui abordado. 
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A variação da salinidade do meio provoca um efeito notável nos mecanismos 

fisiológicos dos crustáceos eurialinos, permitindo que estes se adaptem a mudanças de 

ambiente, se tornando alvos de estudo na compreensão dos processos ocorridos durante 

a alteração da salinidade. 

 

1.4. O crustáceo Callinectes ornatus 

Os crustáceos são amplamente distribuídos na maioria dos biótopos e 

apresentam uma série de adaptações ao meio ambiente que lhes permitem o seu 

estabelecimento em diferentes habitats.  Entre as respostas ambientais tem-se o processo 

de adaptação à salinidade do meio externo, que representa um importante mecanismo 

para o controle osmo-iônico (Péqueux, 1995).  

Entre os crustáceos, os Decápoda representam a ordem com maior número de 

representantes, totalizando aproximadamente 10.000 espécies descritas, distribuídas em 

1.200 gêneros. Os Brachyura, que englobam os siris e caranguejos, apresentam 

aproximadamente 5.000 espécies descritas e representam um grupo significativo de 

crustáceos com importante função na cadeia trófica marinha (Melo, 1996). Os 

Portunidae representam uma das famílias mais conhecidas, quer em função de sua 

importância ecológica ou então como uma importante fonte de alimento nas águas 

costeiras (Mantelatto, 1999). A distribuição desta família está relacionada a fatores 

físicos, químicos e climáticos, sendo a temperatura e a salinidade os fatores mais 

importantes (Taissoun, 1973; Abreu, 1980; Lacerda & Sawaya, 1986; Costa, 1995; 

Pinheiro et al, 1996; Guerin & Stickle, 1997; Chacur, 1998). Dessa forma, esses animais 

podem ser considerados como importantes bioindicadores de massas de água que, 

juntamente com outros organismos, delimitam certas regiões marinhas (Costa, 1995). Já 

foram registradas 21 espécies de portunídeos, incluindo Callinectes ornatus Ordway, 

1863, em águas brasileiras (Melo, 1996; Mantelatto & Dias, 1999).   

Callinectes ornatus (Painel 6) é um siri eurialino encontrado, principalmente em 

ambientes de moderada salinidade (28-30‰) a 28-32°C (machos) ou 16-20°C (fêmeas). 

A ocorrência de formas imaturas tende a aumentar em salinidades entre 30-32‰ 

(Mantelatto, 1999). Por outro lado, Brues (1927) mencionou a ocorrência desta espécie 

em águas com 9‰ de salinidade. De grande valor comercial esse animal está distribuído 

ao longo da costa Atlântica oeste incluindo a costa brasileira (Mantelatto & Fransozo, 

2000). Ele pode ser encontrado perto de estuários e em baías habitando areia, lodo ou 

fundo de conchas e ocorre da zona intertidal até a profundidade de 75 metros (Melo, 
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1996; Mantelatto & Christofoletti, 2001; Guerra-Castro et al., 2007). Guerra-Castro e 

calaboradores observaram que C. ornatus encontrados no litoral da Venezuela se 

movimenta a uma velocidade de 74,6m12h e que habitam uma área de 72.475m
2
, 

preferindo áreas mais afastadas da praia e com alto conteúdo orgânico. 

Recentemente, Pereira et al. (2009) publicaram um importante e minucioso 

trabalho acerca da biologia das espécies de Callinectes. 

Callinectes ornatus tem recebido especial atenção recentemente (Negreiros-

Fransozo & Fransozo, 1995; Mantelatto & Fransozo, 1996, 1997, 1999a; Mantelatto & 

Martinelli, 1999; Negreiros-Fransozo et al., 1999) devido a grande abundância de 

espécies em Ubatuba (S.P), representando cerca de 60% do total da comunidade 

brachyuros neste local (Fransozo et al, 1992; Mantelatto & Fransozo, 2000). 

A incidência de fêmeas e machos no decorrer do ano indica que C. ornatus tem 

padrão reprodutivo anual ininterrupto, ou seja, mais de um ciclo reprodutivo por ano, 

com máximo no verão e outono (Mantelatto & Fransozo, 1999). Seu ciclo de vida ainda 

não é bem conhecido. O desenvolvimento larval parece ocorrer em áreas mais afastadas 

da praia (Mantelatto, 1999); não existindo evidências do desenvolvimento de qualquer 

fase em água doce. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Painel 6. Callinectes ornatus Ordway 1863 



                                                                                                                                           Objetivos 
 

17 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivos Gerais 

 O projeto desenvolvido em nosso laboratório tem como objetivo geral o estudo 

sistemático e comparativo das propriedades estruturais e cinéticas da (Na
+
,K

+
)-ATPase 

do tecido branquial de diferentes espécies de crustáceos decápodos (caranguejos, 

ermitões e siris) habitantes de distintos biótopos de variada salinidade, a fim de 

estabelecer o papel dessa enzima na adaptação desses animais a ambientes de diferentes 

salinidades (Painel 7). As espécies que atualmente estão sendo estudadas são as 

seguintes: Callinectes ornatus (Garçon et al., 2009; Garçon et al., 2007), Xiphopenaeus 

kroyeri (Leone et al., 2005b), Callinectes danae (Masui et al., 2009; Silva et al., 2008; 

Masui et al., 2008; Masui et al., 2005a; Masui et al., 2005b; Masui et al., 2003; Masui et 

al., 2002), Clibanarius vittatus (Gonçalves et al., 2006), Macrobrachium olfersii 

(Mendonça et al., 2007; Furriel et al., 2004; Furriel et al., 2001; Furriel et al., 2000), 

Dilocarcinus pagei e Macrobrachium amazonicum (Belli et al., 2009; Santos et al., 

2007). A (Na
+
,K

+
)-ATPase será preparada a partir do tecido branquial dos animais 

capturados em seus habitats ou aclimatados a diferentes salinidades. Com isso, 

pretende-se estudar a (Na
+
,K

+
)-ATPase do tecido branquial no sentido de contribuir 

para uma melhor compreensão das adaptações fisiológicas e bioquímicas associadas à 

ocupação desses diferentes ambientes. Na nossa opinião, esse estudo, além de contribuir 

para a elucidação de importantes aspectos sobre a evolução, relação filogenética e a 

conquista do ambiente dulcícola/terrestre, poderão contribuir ainda para o 

estabelecimento de um modelo dos mecanismos de regulação osmótica, a longo prazo, 

que atuam nos crustáceos decápodes.  

Paralelamente, estudos de caracterização cinética da V-ATPase também 

encontrada no tecido branquial de crustáceos capazes de adaptar-se à água doce poderão 

contribuir para o esclarecimento do papel desta enzima no processo osmorregulatório de 

animais deste grupo.   

 

Contribuição do trabalho para o tema em estudo 

 

 O trabalho que está inserido no projeto (Na
+
,K

+
)-ATPase de microssoma de 

brânquias de crustáceos: um marcador molecular para avaliar a adaptação a 
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biótopos de diferentes salinidades foi iniciado em 1997, com a caracterização 

bioquímica da (Na
+
,K

+
)-ATPase do tecido branquial do camarão de água doce 

Macrobrachium olfersii. O estudo sistemático realizado com a enzima mostrou que as 

suas características cinéticas são consistentes com o modelo proposto para a captura de 

íons Na
+
 através do epitélio branquial deste animal em água doce e que, a baixa 

afinidade aparente da enzima por Na
+
 pode refletir a recente invasão desse ambiente por 

este animal (Furriel et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

Foi mostrado também que além da (Na
+
,K

+
)-ATPase, no tecido branquial existe 

uma V-ATPase que corresponde à cerca de 18% da atividade ATPase total. 

Aparentemente essa V-ATPase desempenha um papel crucial para a captura de íons a 

partir do meio externo nos crustáceos capazes de adaptar-se à água doce. Resultados 

recentes de nosso laboratório mostraram que uma V-ATPase também está presente no 

tecido branquial do camarão marinho Xiphopenaeus kroyeri, correspondendo a 18% da 

atividade ATPase total da fração microsomal (Leone et al., 2005b). Este fato sugere que 

nesse camarão marinho essa V-ATPase pode apresentar uma função distinta daquela 

proposta para os caranguejos.  

 

Painel 7. Representação do ambiente aquático e a distribuição de espécies de 

crustáceos aquático encontrados no Estado de São Paulo que estão sendo 

estudadas no nosso laboratório.   
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A utilização do substrato sintético p-nitrofenilfosfato permitiu caracterizar a 

atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
,K

+
)-ATPase do tecido branquial de M. olfersii 

demonstrando que ele pode ser usado em estudos comparativos de osmorregulação 

apresentando uma excelente correlação com a atividade ATPase da enzima (Furriel et 

al., 2001). 

A (Na
+
,K

+
)-ATPase também foi caracterizada no tecido branquial do siri 

portunídeo Callinectes danae e, ao contrário do que tem sido relatado para as (Na
+
,K

+
)-

ATPases dos invertebrados, a enzima apresenta um sítio de alta afinidade para o ATP 

similarmente à enzima dos mamíferos e também é estimulada sinergisticamente pelo K
+
 

e NH4
+
 (Masui et al., 2002). Este fato pode ter um importante significado fisiológico do 

ponto de vista do processo de excreção de amônio pelos crustáceos, que ocorre através 

das brânquias (Furriel et al., 2004), e é coerente com o modelo proposto para outros 

caranguejos estuarinos. O estudo da modulação da atividade da enzima por diferentes 

cátions revelou que e a (Na
+
,K

+
)-ATPase pode ter um importante papel na excreção de 

amônia e resultou na proposição de um modelo que é mostrado no Painel 8 (Masui et 

al., 2005a). Embora o efeito sinergístico desses íons não tenha sido observado para a 

atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
,K

+
)-ATPase desses animais (Masui et al., 2005b), a 

análise por Western blot de preparações de C. danae aclimatado a salinidade de 15‰ 

revelou um aumento expressivo da (Na
+
,K

+
)-ATPase comparado com a de animais 

aclimatados a 33‰ (Masui et al.. 2005b).  

Finalmente, a caracterização cinética da (Na
+
,K

+
)-ATPase de siris C. ornatus 

recém capturados, mostrou uma estimulação sinergística por K
+
 e NH4

+
, porém com um 

mecanismo de excreção diferente do apresentado em C. danae, demonstrando possuir 

um ajuste mais fino para esse mecanismo (Garçon et al., 2007). A estimulação 

sinergística por K
+
 e NH4

+ 
também foi observada utilizando PNPP como substrato, um 

dado inédito na literatura, que pode ter um importante significado fisiológico. 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                           Objetivos 
 

20 

 

 

 

 

Painel 8. Modelo hipotético para a excreção ativa de amônia através das brânquias 

do siri eurialino Callinectes danae.  

 A principal força bombeadora para o transporte de NH4
+
 para fora da célula é a 

(Na
+
,K

+
)-ATPase localizada na membrana basolateral. Em adição, uma forca extra-

bombeadora inibida por magnésio para a excreção de NH4
+
 está representada por um 

segundo sítio de NH4
+
, o qual aparece quando a bomba é completamente saturada por 

K
+
.  Canais de K

+
 sensíveis a Cs

+
 localizados na membrana basolateral não 

distinguem entre K
+
 e NH4

+
.  Junção Septada.  Transportador Na

+
/NH4

+
(H

+
), 

particularmente ativo durante a excreção transcelular de NH4
+
.  Presumivelmente, 

estruturas semelhantes a canais, sensíveis a amiloride e permeáveis a cátions na cutícula 

permitem a difusão de NH4
+ 

para o meio externo. A NH3 citoplasmática é difundida 

para dentro das vesículas contendo uma bomba de prótons (V-ATPase), o qual acidifica 

seu interior levando a formação de NH4
+
. A NH3 é excretada para o espaço subcuticular 

via exocitose.  Um tipo de proteína semelhante a encontrada em rhesus, um suposto 

transportador de amônia de localização desconhecida pode sustentar o mecanismo 

vesicular de captura ácida. Modificado de Weihrauch et al. (2004). 
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2.2 Objetivos Específicos 

 Os objetivos específicos deste projeto foram: 

 i) preparação da (Na
+
,K

+
)-ATPase do tecido branquial de animais mantidos a 

salinidade de 21‰ e a 33 ‰ (controle); 

ii) caracterização cinética da atividade K
+
-fosfatase com relação aos ligantes: sódio, 

potássio, magnésio e amônio; 

iii) caracterização cinética da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase com relação aos ligantes: 

sódio, potássio, magnésio e amônio;  

iv) efeito de poliaminas na atividade da enzima; 

v) medida da concentração iônica e osmolalidade da hemolinfa; 

vi) determinação da seqüência de nucleotídeos para a subunidade ; 

vii) diferença na expressão da subunidade  durante a aclimatação. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

ATP (sal de Tris), p-nitrofenilfosfato (PNPP), ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-etanol 

sulfônico (Hepes), imidazol, tris(hidroximetil)aminometano (Tris), ditiotreitol (DTT), 

ouabaína, ortovanadato de sódio, tapsigargina, aurovertina B, bafilomicina A1, 

alameticina, 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP), nitroblue tetrazolium (NBT), ácido 

etacrínico, fosfoenolpiruvato (FEP), NAD
+
, NADH, piruvato quinase (PQ), lactato 

desidrogenase (LDH), fosfoglicerato quinase (FGQ), gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAFDH), 3-fosfogliceraldeído dietil acetal e padrão de peso molecular 

para eletroforese (30-200 KDa) foram adquiridos da Sigma. Trietanolamina, ácido 

etilenodiamino tetracético (EDTA) e dimetilsulfóxido (DMSO) foram adquiridos da 

Merck. O coquetel de inibidores de protease (leupeptina 5 μmol L
-1

, antipaína 5 μmol L
-1

, 

benzamidina 1 mmol L
-1

 e pepstatina A 1 μmol L
-1

) foi adquirido da Calbiochem. O 

anticorpo monoclonal α5 contra a subunidade α da (Na,K)-ATPase de aves (todas as 

isoformas) foi adquirido do Developmental Studies Hybridoma Bank (Iowa, USA). O 

anticorpo secundário anti IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina foi 

adquirido da Promega Corporation (USA). A resina AG50WX-8 foi adquirida da Biorad 

(USA). Trizol, Superscript II e Oligo (dT)12-18 foram adquiridos da Invitrogen. SYBR 

Green foi adquirido da Applied Biosystems. DNase foi adquirida da Promega (Madison, 

USA).  Os demais reagentes utilizados nesse trabalho são de grau analítico e as soluções 

foram preparadas usando água tratada sucessivamente em aparelhos MilliRO e MilliQ 

(Millipore Co.,USA).  

 

3.1. Coleta e aclimatação dos animais 

 Machos e fêmeas adultos de siri Callinectes ornatus foram coletados na baía de 

Ubatuba (23°26’S, 45°02’W) no litoral norte do estado de São Paulo. Os animais foram 

transportados e aclimatados em laboratório por um período de 10 dias em tanques a 25°C, 

contendo água a salinidade de 33‰ e 21‰. A salinidade da água foi ajustada pela 

diluição da água do mar (33‰) com água deionizada, sendo monitorada periodicamente 

com um refratômetro PZO-RL3 (Warszawa, Poland). Os animais foram alimentados em 

dias alternados com pedaços de camarão. 
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3.2. Coleta da hemolinfa dos animais.  

 Amostras da hemolinfa (≈200 µL) de cada animal aclimatado a salinidade de 

21‰ em diferentes intervalos de tempo foram coletadas com uma seringa de insulina. 

 

3.3. Dissecção das brânquias  

 Para cada homogeneizado foram sacrificados de 5 a 7 animais. Esses animais 

foram anestesiados por resfriamento em gelo picado e imediatamente sacrificados através 

da retirada completa da carapaça dorsal. Os 6°, 7° e 8° pares de brânquias posteriores 

foram removidos, utilizando pinça de ponta curva, e transferidos rapidamente para 10 mL 

de tampão de homogeneização (tampão imidazol 20 mM, pH 6,8, contendo sacarose 250 

mM, EDTA 6 mM e um coquetel de inibidores de proteases contendo benzamidina 1 mM, 

antipaína 5 M, leupeptina 5 M e pepstatina A 1 M). A solução foi mantida em banho 

de gelo até o momento do uso.  

 

3.4. Preparação da fração microsomal do tecido branquial 

 O excesso de tampão foi retirado para a pesagem das brânquias. Após a adição de 

tampão de homogeneização (Imidazol 20 mM, pH 6,8 contendo sacarose 250 mM, Tris 6 

mM e EDTA 6 mM) as brânquias (20 mL/g de tecido úmido) foram cortadas e 

homogeneizadas em um homogeneizador Potter, ajustado para 600 rpm. O 

homogeneizado foi centrifugado a 20.000 g durante 35 minutos, a 4
o
C, em uma centrífuga 

Sorval RC5C Plus. O sobrenadante foi mantido em banho de gelo e o pellet resultante foi 

novamente homogeneizado em volume de tampão igual ao inicialmente empregado e 

submetido à nova centrifugação nas mesmas condições. Os sobrenadantes das duas 

centrifugações foram misturados e a suspensão resultante foi centrifugada a 100.000 g 

durante 2 horas, a 4
o
C em uma ultracentrífuga Hitachi 55P-72. O pellet resultante (fração 

microsomal) foi ressuspenso em um volume adequado de tampão imidazol 20 mM, pH 

6,8, contendo sacarose 250 mM (6 ml/g de tecido úmido). Alíquotas de 0,5 mL foram 

congeladas em nitrogênio líquido (ou mistura de gelo seco/acetona) e armazenadas a         

-20
o
C por um período não superior a 3 meses sem perda significativa da atividade.  
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3.5. Determinação da atividade PNPPase da fração microsomal 

A atividade PNPPase foi determinada continuamente, a 25°C, através da liberação 

do íon p-nitrofenolato ( 410 nm, pH 7,5 = 13.160 M
-1

 cm
-1

) em um espectrofotômetro Hitachi 

U-3000 equipado com células termostatizadas (Furriel et al., 2001). As condições padrão 

dos ensaios foram: tampão Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

, MgCl2 5 

ou 7 mmol L
-1 

e KCl 5 ou 10 mmol L
-1

, para C. ornatus aclimatado a 21 e 33‰ 

respectivamente, em um volume final de 1 mL. A atividade também foi determinada nas 

condições descritas acima, porém na presença de ouabaína 3 mmol L
-1

. A diferença entre 

os valores obtidos na ausência e na presença de ouabaína representa a atividade K
+
-

fosfatase da (Na
+
,K

+
)-ATPase. A reação sempre foi iniciada pela adição da enzima e 

controles sem adição de enzima foram empregados com a finalidade de se determinar a 

hidrólise espontânea do substrato nas condições dos ensaios. Todos os ensaios foram 

realizados em duplicata utilizando-se três diferentes preparações (N= 3). Uma unidade 

(U) de atividade enzimática foi definida como sendo a quantidade de enzima que hidrolisa 

1,0 nmol de substrato por minuto. 

 

3.6 . Determinação da atividade ATPase  

 A atividade ATPase foi determinada continuamente, a 25°C, empregando o 

sistema de associação PQ/LDH, nesse sistema a hidrólise do ATP é acoplada a oxidação 

do NADH (Rossi et al., 1978). 

 

 

 

 

 

  

 

 A oxidação do NADH a NAD
+
 foi acompanhada em 340 nm (340nm, pH 7,5= 6200 

M
-1

 cm
-1

), em um espectrofotômetro Hitachi U-3000 equipado com células 

termostatizadas. As condições padrão dos ensaios foram: tampão Hepes 50 mmol L
-1

, 

pH 7,5, contendo ATP 0,5 ou 1,0 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 ou 2,0 mmol L
-1

, KCl 5 ou 10 

mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U de PQ e 
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94 U de LDH, para Callinectes ornatus aclimatado a 21‰ e 33‰, respectivamente, em 

um volume final de 1 mL. 

 A atividade enzimática também foi medida utilizando o sistema de associação 

GAFDH/FGQ e a hidrólise do ATP é acoplada à redução do NAD
+
. 

 

 

 

 

 

 

  

A formação do NADH foi acompanhada em 340 nm ((340nm, pH 7,5= 6200 M
-1

   

cm
-1

). As condições padrão dos ensaios foram: tampão Hepes 50 mM, pH 7,5, contendo 

ATP 0,5 ou 1,0 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 ou 2,0 mmol L
-1

, KCl 5 ou 10 mmol L
-1

, NaCl 50 

mmol L
-1

, NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 

mmol L
-1

, 12 U GAFDH e 9 U FGQ, para Callinectes ornatus aclimatado a 21 e 33‰ 

respectivamente, em um volume final de 1 mL. A atividade ATPase insensível à 

ouabaína foi determinada nas mesmas condições descritas acima mas em presença de 

ouabaína em concentração suficiente para inibir completamente a atividade (Na
+
,K

+
)-

ATPase (3 mmol L
-1

). A diferença entre a atividade ATPase total (medida na ausência 

de ouabaína) e a atividade ATPase insensível à ouabaína corresponde à atividade 

(Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal.  

A reação foi iniciada pela adição de enzima ao meio de reação e controles sem 

adição de enzima foram empregados com a finalidade de se determinar a hidrólise 

espontânea do substrato nas condições dos ensaios. Uma unidade (U) de enzima foi 

definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1,0 nmol de substrato por min, em 

condições padrões. Todos os experimentos sempre foram feitos em duplicata usando-se 

pelo menos três preparações diferentes. A atividade ATPase também foi medida após 10 

min de pré-incubação da preparação com alameticina (1 mg/mg de proteína), a 25°C 

(Gostimskaya et al., 2003). Este ensaio foi realizado com o objetivo de verificar se na 

fração microsomal existem vesículas seladas. 
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3.7. Tratamento das enzimas dos sistemas de acoplamento 

 Suspensões cristalinas (500 L) de LDH e PQ foram centrifugadas a 20.000 g, a 

4°C, durante 15 min em uma centrífuga refrigerada Eppendorf 5810. O pellet foi 

ressuspenso em 500 L de Hepes 50 mmol L
-1

, pH 7,5 e após ser transferido para um 

filtro Microcon YM-10 foi lavado 5 vezes com o mesmo tampão através de 

centrifugação a 14.000 g, a 4°C, durante 15 min para completar a remoção de íons 

amônio (testada com reagente de Nessler). Finalmente, o pellet foi ressuspenso em 500 

L de tampão Hepes 50 mM pH 7,5. Para o sistema FGQ e GAFDH, a suspensão foi 

tratada exatamente como descrito acima exceto que o tampão utilizado foi 

Trietanolamina 50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo DTT 1 mmol L
-1

. 

 

3.8. Preparação da solução de ATP.  

A solução estoque de ATP (100 mmol L
-1

) foi preparada utilizando ATP sal de 

Tris. Esta solução foi neutralizada até pH 7,5 com trietanolamina (d= 1,12 g mL
-1

) e a 

sua concentração foi acertada através da determinação da absorbância em 260 nm (ε260 

nm, pH 7,0 15.400 (mol L
-1

)
-1

 cm
-1

). 

 

3.9. Preparação da solução de ortovanadato 

A solução estoque de ortovanadato de sódio 1 mM foi preparada de acordo com 

Gordon (1991). Uma solução de concentração aproximada de 1 mmol L
-1

, teve seu pH 

acertado em 10,0 e em seguida foi fervida em banho-maria até ficar translúcida. Após 

resfriamento, o pH dessa solução foi novamente reajustado em 10,0 e a concentração 

final da solução foi determinada espectrofotometricamente ( 260nm, pH 10,0 = 3.550 M
-1

   

cm
-1

). Finalmente, após ajustar a concentração para 1 mmol L
-1

, alíquotas de 1 mL 

foram congeladas em frascos plásticos e estocadas a – 20°C até o momento do uso. 

 

3.10. Dosagem de proteína 

A concentração de proteína foi determinada através do procedimento descrito 

por Read & Northcote (1981), usando soralbumina bovina como padrão.  
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3.11. Preparação do gliceraldeído-3-fosfato 

 A solução de gliceraldeído-3-fosfato 20 mmol L
-1

, foi preparada imediatamente 

antes do uso através da hidrólise de 12,5 mg de 3-fosfogliceraldeído dietil em 1 mL de 

água ultrapura, com 75 L de HCl concentrado (d= 1,18 g mL
-1

). A mistura foi mantida 

em banho de água fervente durante 2 min e finalmente neutralizada até pH 7,5 com 25 

L de trietanolamina (d= 1,12 g mL
-1

). 

 

3.12. Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 A eletroforese em condições desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizada em 

gradiente de poliacrilamida (5 a 20%) conforme descrito por Laemmli (1970). Após a 

eletroforese, metade do gel foi submetida a uma eletrotransferência e a outra foi corada 

com nitrato de prata. O padrão de peso molecular empregado foi Full-Range Rainbow 

GE Healthcare (Little Chalfont, UK).  

 

3.13. Western blotting 

 Após a eletroforese (SDS-PAGE), metade do gel foi submetida a 

eletrotransferência para uma membrana de nitrocelulose (Towbin et al., 1979). A 

membrana foi incubada por 10h, a 25°C, numa solução bloqueadora de leite desnatado 5 

% em tampão TBS-Tween (Tris/HCl 50 mmol L
-1

, pH 8,0, contendo NaCl 150 mmol   

L
-1

 e Tween 20 0,05 %), sob agitação. Terminado este período, a membrana foi lavada 

três vezes com tampão TBS-Tween e a seguir adicionou-se o anticorpo monoclonal -5 

(diluição 1:10 na mesma solução), procedendo-se a nova incubação, por 16h a 5ºC. 

Após três lavagens em tampão TBS-Tween a membrana foi incubada por 1h a 25ºC 

com anticorpo secundário anti IgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina 

(diluído 1:7500 no mesmo tampão). A incorporação específica de anticorpo foi revelada 

em Tris/HCl 100 mmol L
-1

, pH 9,5, contendo NaCl 100 mmol L
-1

, MgCl2 5 mmol L
-1

, 

NBT 0,2 mmol L
-1

 e BCIP 0,8 mmol L
-1

.  

 

3.14. Determinação da dosagem de íons e osmolalidade na hemolinfa dos animais.  

Cerca de 10 µL de amostra de hemolinfa foi diluída (1: 1000) em HCl 1%. A 

dosagem de íons na hemolinfa foi realizada através do método de absorção atômica. 

Foram utilizadas variadas concentrações conhecidas de íons Na
+
, K

+
, Ca

2+
 e Mg

2+
 na 

construção da curva padrão para cada íon, sendo adicionado em cada padrão CsCl 5 % a 
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fim de  eliminar interferência de ionização. Para a análise dos íons de cada hemolinfa de 

animais distintos e aclimatados a 21 ‰, foi adicionado CsCl 5%  e houve a adição de 

Ln 5% com a finalidade de eliminar interferência química. Na determinação da 

quantidade de íons presente na hemolinfa utilizou-se o espectrômetro de absorção 

atômica/emissão de chamas Shimadzu A-A680 acoplado a um registrador Shimadzu 

PR-5 Graphic printer. Para a medida da osmolalidade foram utilizados 10 µL de 

amostra em um osmômetro de pressão a vapor (Wescor, Modelo 5500). As 

determinações foram feitas em duplicata e os experimentos foram repetidos pelo menos 

três vezes, com hemolinfa de diferentes animais mantidos na mesma condição. 

 

3.15. Centrifugação em gradiente de densidade de sacarose.   

Uma alíquota da fração microsomal (0,5 mL) contendo aproximadamente 4 mg de 

proteína foi aplicada sobre um gradiente contínuo de 10 a 50% (p/p) de sacarose em 

tampão imidazol 20 mmol L
-1

, pH 6,8 e centrifugada a 180.000 g em uma centrífuga 

Hitachi 55P-72 usando um rotor vertical (PV50T2), durante 2 h, a 4ºC. Frações de 0,5 mL 

foram coletadas a partir do fundo do tubo, com o auxílio de uma bomba peristáltica. A 

concentração de proteína presente em cada fração foi determinada e a percentagem de 

sacarose também foi realizada, empregando um refratômetro de bancada RL3 (PZO, 

Poland). As análises das atividades foram efetuadas imediatamente após a coleta das 

frações.  

 

3.16. Tratamento dos dados cinéticos 

Os parâmetros cinéticos V (velocidade máxima), KM (constante de Michaelis-

Mentem), K0,5 (constante de dissociação aparente) e nH (coeficiente de Hill) foram 

calculados empregando o programa Sigraf (Leone et al., 2005a). As constantes de 

dissociação do complexo enzima-inibidor (KI) foram determinadas graficamente 

conforme descrito por Dixon (1953). Os experimentos foram realizados em duplicata e 

repetidos empregando-se três diferentes preparações de frações microsomais (N=3). Os 

parâmetros cinéticos apresentados no texto e nas tabelas são valores calculados e 

representam a média  desvio padrão. Cada figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de cada experimento realizado. 
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3.17. Obtenção de brânquias para extração de RNA total de C. ornatus 

 Cada animal foi anestesiado por resfriamento em gelo picado e imediatamente 

sacrificado através da retirada completa da carapaça dorsal. Os 6° e 7° pares de 

brânquias posteriores foram removidos, e colocados imediatamente em uma solução de 

Trizol para extração de RNA total (Invitrogen, Califórnia, EUA), mantida em gelo. 

Todo o procedimento ocorreu com a utilização de luvas e pinça esterilizadas para evitar 

contaminação do material com RNAse. 

 

3.18. Extração de RNA total 

 O RNA total foi extraído de cada brânquia separadamente. A brânquia foi 

homogeneizada com o auxílio de uma ponteira de micro-pipeta e armazenada no freezer 

a -80°C para extração de RNA. A brânquia em TRIzol mantida no freezer a -80°C foi 

retirada e deixada na bancada para descongelar, em seguida o material foi centrifugado 

durante 10 min à 4°C e 12.000 g e a extração foi efetuada de acordo com procedimentos 

padrões do Laboratório de Biologia e Genética de Desenvolvimento de Abelhas, da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto-USP, sob responsabilidade do Prof. Dr. Klaus 

Hartmann Hartfelder (Azevedo & Hartfelder, 2008) e segundo a orientação do 

fabricante (protocolo TRIzol-Invitrogen). Esse procedimento é eficiente para a 

extração de quantidades limitadas de material disponível. O RNA total extraído foi 

estocado em freezer a –80 °C.  

 

3.19. Quantificação da concentração de RNA total 

A concentração do RNA total foi estimada espectrofotometricamente  à 260 nm 

e 280 nm e a pureza do RNA foi considerada adequada quando a relação 260280 nm 

atingiu valores entre 1,4 - 1,7.  

 

3.20. Confecção do perfil de cDNA (Transcrição reversa) 

 Anteriormente a síntese do perfil de cDNA, 1µg de RNA total foi tratado com 1 

U de DNase (DnaseI, Invitrogen) por 1h a 37°C e em seguida a 65°C por 15 min, para 

desnaturar a enzima, seguindo protocolo do fabricante. Os perfis de cDNA de fita 

simples de cada amostra foram sintetizados a partir do 1 µg do RNA total, tratado com 

DNase, por incubação com 200 unidades de transcriptase reversa Superscript II 

(Invitrogen) e 0,8 mmol L
-1

 de primers oligo(dT)12-18 (Invitrogen). Após a confecção 
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dos perfis os mesmo serviram como molde nas reações de RT-PCR semi-quantitativa e 

quantitativa. 

  

3.21. Sequenciamento parcial dos genes codificadores da (Na
+
, K

+
)-ATPase e 

RPL10 

 Uma vez que as sequências de nucleotídeos correspondentes aos genes (Na
+
, 

K
+
)-ATPase e RPL10, em C. ornatus não estão disponíveis em nenhum banco de dados, 

as mesmas tiveram que ser obtidas para posteriores analises moleculares.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

 Para obtenção de uma sequência de nucleotídeo do gene codificador da proteína 

(Na
+
, K

+
)-ATPase  foi sequenciado um fragmento de DNA, produto da amplificação por 

RT-PCR do perfil de cDNA (da 6ª brânquia do animal aclimatado a 33‰ de salinidade) 

com primers degenerados baseados em seqüências conservadas da subunidade α da 

(Na
+
, K

+
)-ATPase, utilizado com sucesso em caranguejos (Towle et al., 2001). 

 Para obtenção de uma sequência de nucleotídeo do gene codificador da proteína 

ribossomal L10 (RPL10) foi sequenciado um fragmento de DNA, produto da 

amplificação do mesmo perfil de cDNA descrito acima com primers específicos para 

Callinectes sapidus, obtidos da literatura (Wynn, et al., 2004) e já utilizado com sucesso 

para M. amazonicum (Faleiros, 2007). 

 Os fragmentos de DNA obtidos foram submetidos a alinhamentos BLAST 

contra a assembléia de banco de dados NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), 

para confirmação das suas respectivas identidades. 

  

3.22. Desenho de primers específicos 

 Primers específicos para os genes de interesse foram desenhados utilizando dois 

programas diferentes, a fim de garantir uma boa qualidade dos mesmos. Os programas 

utilizados foram o Primer3, versão 4.0, disponível na rede 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ e o programa Gene Runner versão 3.05. 

Os primers foram desenhados sob as sequências obtidas no item 3.21 e 

apresentados na tabela 1. 
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Tabela 1 – Seqüência dos primers degenerados e específicos empregados para 

amplificar a subunidade α da (Na
+
, K

+
)-ATPase e a seqüência dos primers, baseados na 

seqüência de Callinectes sapidus e específicos para C. ornatus, para amplificar 

parcialmente o gene PRL10, codificador da proteína ribossomal L10, utilizado como 

controle interno de reação. 

  

Gene Primers Sequência Temperatura de 

anelamento 

(Na
+
, K

+
)-ATPase NaK_10F ATGACIGTIGCICAYATG 50 

(Na
+
, K

+
)-ATPase NaK_16R GGRTGRTCICCIGTIACCAT 50 

(Na
+
, K

+
)-ATPase NaK_Co_F GGCATCAGCATCAAAAGGAT 60 

(Na
+
, K

+
)-ATPase NaK_Co_R TTGGGATGAGGAGATGAAGG 60 

RPL10 RPL10_Cs_F AAGAACTGCGGCAAGGACCAGTTCC 50 

RPL10 RPL10RCs_R CGGTCAAACTTGGTAAAGCCCCACTT 50 

RPL10 RPL10_Co_F CAAGGACCAGTTCCATGTCC 60 

RPL10 RPL10_Co_R ATTTGAACCCTGGCTACCG 60 

 

 

Os primers foram desenhados sob as sequências obtidas no item 3.21.  A 

seqüência dos primers degenerados e específicos empregados para amplificar a 

subunidade α da (Na
+
, K

+
)-ATPase e a seqüência dos primers, baseados na seqüência de 

Callinectes sapidus e específicos para C. ornatus, para amplificar parcialmente o gene 

PRL10, codificador da proteína ribossomal L10, utilizado como controle interno de 

reação. 

 

3.23. RT-PCR (semi-quantitativa) 

 Para amplificação dos transcritos por RT-PCR utilizamos Taq DNA Polymerase 

(GE Healthcare), dNTP mix (Promega) e os primers degenerado para a (Na
+
, K

+
)-

ATPase e específico para RPL10 de C. sapidus. As reações continham os seguintes 

componentes, em um volume final de 25 µL: 

2,5µL – 10X PCR buffer (GE Healthcare) 

0,5µL – Nucleotídeo Mix (10 mM cada) 

1µL – Primer NaK_10F ou RPL10_Cs_F (100 pmolµL) 
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1µL – Primer NaK_10R ou RPL10_Cs_R (100 pmolµL) 

0,2 µL – Taq Polymerase (GE Healthcare) 

18,8 µL – H2O autoclavada 

1 µL – cDNA (6ª brânquia aclimatado a 33‰) 

 

 A reação de PCR foi efetuada em um termociclador PTC*200 (MJ Research) e o 

programa de amplificação usado foi: 

 

1) 94 °C - 5 minutos; 

2) 94 °C - 45 segundos; 

3) 50 ºC - 45 segundos; 

4) 72 ºC - 1 minuto; 

5) vai para 2 (39 vezes) 

6) 72 °C - 10 minutos; 

7) 4°C - tempo indeterminado. 

 

3.24. Preparação das células quimiocompetentes. 

Células competentes foram obtidas a partir de células bacterianas E.coli, da 

linhagem DH5, seguindo o protocolo do manual de laboratório de Sambrook et al. 

(1989). Foram inoculados 5 mL de meio LB (Luria Bertani) com células DH5 (-80º) e 

crescidas à 37ºC sob agitação (250 rpm) durante a noite. Para expansão, uma alíquota de 

50l do cultivo líquido foi inoculado em 50 mL de meio LB e deixado para crescer à 

37ºC sob agitação de 250 rpm, até atingir uma absorbância  de aproximadamente 0,3 – 

0,4 em 595 nm. Após atingir a absorbância desejada a amostra foi aliquotada em tubos 

estéreis Corex e centrifugada a 6000 rpm durante 5 min à 4ºC. O sobrenadante foi 

retirado e o precipitado de um dos tubos ressuspendido em 5 mL de CaCl2 0,1M. Após 

ressuspender o primeiro tubo, o conteúdo foi passado para o próximo tubo, para 

ressuspendê-lo, e assim por diante até o ultimo tubo. Após ressuspender todos os 

precipitados, a amostra foi centrifugada a 6000 rpm durante 5 min à 4ºC. O 

sobrenadante foi eliminado e o precipitado ressuspendido com 5 mL de CaCl2 0,1M 

contendo 15% de glicerol. A solução contendo as células competentes foi aliquotada em 
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tubos de crioproteção (250 L) e congelada à –80ºC. Toda a vidraria e soluções 

utilizadas foram autoclavadas à 120ºC durante 45 min. 

 

3.25. Clonagem e sequenciamento 

Os fragmentos obtidos por amplificação com os pares de primers NaK 

degenerados e RPL10 foram analisadas em gel de agarose 1,2%. As bandas foram 

retiradas do gel e o DNA purificado com a utilização do kit GFX
TM

 PCR DNA and Gel 

Band Purification Kit (GE Healthcare) seguindo o protocolo do fabricante. A inserção 

dos fragmentos em vetor pGEM-T (kit pGEM-T Easy Vector, Promega) foi feita de 

acordo com o protocolo do fabricante. A transformação das células competentes ocorreu 

por choque térmico (30 min no gelo - 1 min à 42ºC - gelo). Após a transformação as 

células foram incubadas à 37ºC durante aproximadamente 2 hs em meio líquido LB sem 

penicilina. Após a incubação, as células foram plaqueadas em meio de cultura LB-ágar 

(1,5%) contendo Ampicilina (USB; 100 µg/mL), X-Gal (5-Bromo-chloro-3 indolyl-B-

D-Galactoside- USB; 4 µg/mL), de maneira que apenas as células transformadas se 

desenvolveram no meio. As colônias transformadas contendo os fragmentos (colônias 

brancas) foram selecionadas e cultivadas, em tubos Falcon de 15 mL, overnight à 37ºC, 

sob agitação, em meio LB líquido com ampicilina (40 mg/mL). 

 Os vetores contendo os fragmentos foram retirados das células competentes 

utilizando-se o kit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) seguindo o protocolo do 

fabricante. Para verificar a presença do inserto o plasmídio foi clivado com a enzima 

EcoRI (digestão de 8l de DNA por 2 horas à 37ºC) e analisado em gel de agarose 1,2% 

com tampão 1x TBE, corado com brometo de etídio. 

 Os clones que possuíam o inserto foram submetidos à reação de PCR com o mix 

Big dye terminator (Perkin Elmer) utilizando os primers universais M13 forward (5’ 

CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3’) ou M13 reverse.(5’ CAG GAA ACA 

GCT ATG AC 3’), seguindo o método de Sanger. O DNA resultante da PCR foi 

transferido para microtubos de 1,5 mL e precipitado por adição de 40 L de isopropanol 

75% para cada volume de 10 L de reação. Após uma breve agitação os microtubos 

foram deixados 15 min à temperatura ambiente e em seguida foram centrifugados à 

temperatura ambiente por 20 min a 14.000 rpm. Os sobrenadantes foram retirados e aos 

precipitados foram adicionados 250 L de isopropanol 75%. As amostras foram 

agitadas rapidamente e centrifugadas durante 5 min à 14.000 rpm. Os sobrenadantes 
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foram retirados e todo o álcool foi evaporado em banho seco à 55ºC. Após secagem 

completa, o DNA foi ressuspendido em 12 L da solução Template Suppression 

Reagent (TSR) (ABI PRISM , Applied Biosciences). As amostras foram transferidas 

para tubos de sequenciamento e analisadas em um seqüenciador de capilar ABI 310 

(Applied Biosciences) e a centrífuga MiniSpin (Eppendorf). As seqüências obtidas 

foram submetidas a análises tipo BLAST contra os bancos de dados GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  

 

3.26. Análise in sílico 

As sequências obtidas do sequenciamento passaram por um processo de análise 

VecScreen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html) que retirou as 

sequências do vetor pGEN flanqueadoras dos insertos para os genes rpl10 e 

(Na+K+)ATPase. 

 Em seguida, as sequências isoladas dos insertos foram submetidas a 

alinhamentos BLASTX, que busca proteínas à partir da sequência de nucleotídeo 

traduzida, contra os bancos de dados disponíveis no Centro Nacional de Informação 

Biotecnológica (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 A confirmação da identidade das sequencias foi feita à partir da porcentagem de 

similaridade, considerando proteínas ortológas aquelas com mais de 70% de 

similaridade.  

 

3.27. qRT-PCR (quantitativa) 

Estudos de PCR quantitativa foram realizados utilizando a metodologia SYBR 

Green (Applied Biosystems) em sistema de análise Real-Time PRC 7500 (Applied 

Biosystems). A especificidade dos produtos amplificados foi confirmada pela curva de 

dissociação e por verificação do tamanho predito do fragmento por eletroforese em gel 

de agarose 1%. A eficiência dos primers foi verificada por diluição serial de amostras de 

cDNA, sendo considerados eficientes os primers com coeficiente de correlação r>0,95 e 

com valor de E próximo de 2 [E=10
(-1slope)

] (Pfaffl, 2001). Para análise das taxas de 

expressão relativa do gene (Na
+
, K

+
)-ATPase, os valores obtidos do programa do 

sistema de análise Real Time PCR foram normalizados pelos valores do gene RPL10 e 

um valor calibrador predeterminado, média dos CTs das amostras de 0 h da 6ª 

brânquia, pela fórmula taxa=2
-CT

 (Pfaffl, 2001). Todas as amostras foram analisadas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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em triplicata experimental e quintuplicata biológica. As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando os testes t-student e Anova 2-way com o auxílio do programa 

GrafPad PRISM, versão 5.0. 

Todas as análises foram realizadas no Departamento de Biologia Celular e 

Molecular e Bioagentes Patogênicos, no Laboratório de Biologia e Genética de 

Desenvolvimento de Abelhas, da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto-USP, sob 

responsabilidade do Prof. Dr. Klaus Hartmann Hartfelder. 
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4. RESULTADOS 

 

Callinectes ornatus é um siri eurialino encontrado principalmente em ambientes 

de salinidade moderada, entre 28 e 30‰ (Mantelatto, 1999). Embora existam relatos 

que a salinidade limite para essa espécie é próxima a 18‰, altas taxas de mortalidade 

ocorrem em animais submetidos a essa condição. Assim, foi usada como limite, 

salinidade de 21‰ e, nessas condições, a aclimatação durante 10 dias ocorreu com taxas 

de mortalidade inexpressíveis. Com o intuito de entender as modificações cinéticas da 

(Na
+
,K

+
)-ATPase durante a aclimatação desta espécie a ambientes de baixa salinidade, 

os animais foram mantidos durante um mesmo período de tempo em tanques contendo 

água a 33‰ e 21‰. Os parâmetros cinéticos da (Na
+
,K

+
)-ATPase de C. ornatus 

aclimatado a 21‰ e 33‰ foram comparados, eliminando outros fatores interferentes 

que poderiam influenciar nos resultados se a comparação fosse realizada com o animal 

recém-capturado.  
 

 

4.1.  Atividade K
+
-fosfatase da (Na,K)-ATPase branquial de Callinectes ornatus 

 

4.1.1. Callinectes ornatus aclimatado a 21‰ de salinidade 

 A fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 

21‰ apresentou uma atividade PNPPase total de aproximadamente 98 U mg
-1

. A 

preparação mostrou-se bastante estável quando armazenada a –20°C, não sendo 

observadas perdas significativas de atividade até 4 meses. No momento do uso, 

alíquotas foram descongeladas e mantidas em gelo picado e, nessas condições, a 

atividade manteve-se constante por períodos de até 10 h. 

 Com o intuito de verificar a existência de vesículas seladas na preparação de 

membranas, a atividade PNPPase foi determinada na presença e ausência de 

alameticina. Neste experimento, a enzima foi previamente incubada com o antibiótico 

durante 10 min a 25°C e a reação foi iniciada pela adição do substrato ao meio 

reacional. Não foram observadas variações na atividade PNPPase na presença de 

alameticina o que sugere fortemente a ausência de vesículas na preparação. 

 O efeito da concentração do PNPP sobre a atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
,K

+
)-

ATPase da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰ está 

mostrado na Figura 1. Em condições saturantes de Mg
2+

 (5 mmol L
-1

) e K
+
 (5 mmol     
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L
-1

), o aumento da concentração de PNPP resultou em uma única curva de saturação 

apresentando interações sítio-sítio (nH= 1,7). A atividade específica máxima estimada 

foi de 69,2  2,8 U mg
-1

 e o K0,5= 2,3  0,1 mmol L
-1

. A inserção da figura mostra que o 

aumento da concentração do PNPP estimula a atividade PNPPase total até valores 

próximos a 98 U mg
-1

 e a  atividade insensível a ouabaína em aproximadamente 30% da 

atividade total. 

 A Figura 2 mostra a modulação da atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
,K

+
)-ATPase 

da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰ pelos íons 

magnésio. Em condições saturantes de PNPP (10 mmol L
-1

) e KCl (5 mmol L
-1

), 

observou-se uma estimulação da atividade K
+
-fosfatase da enzima para concentrações 

de MgCl2 entre 10
-4

 e 10
-2

 mol L
-1

, resultando em uma curva de saturação monofásica 

que apresenta interações sítio-sítio (nH= 1,9). A atividade específica para a estimulação 

da atividade K
+
-fosfatase foi de 70,1  3,0 U mg

-1
 e o K0,5= 0,88  0,04 mmol L

-1
. Na 

inserção da figura observa-se que o aumento da concentração dos íons magnésio 

estimulam a atividade PNPPase insensível a ouabaína até 29 U mg
-1

, sugerindo a 

presença de outra(s) fosfohidrolase(s) na preparação, que são estimuladas por Mg
2+

. 

A modulação da atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal do tecido 

branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰ por K
+
 está mostrada na Figura 3. Em 

condições saturantes de PNPP (10 mmol L
-1

) e MgCl2 (5 mmol L
-1

), e na ausência de 

NH4
+
, a atividade específica máxima da enzima foi de V= 69,6  2,7 U mg

-1
 e o K0,5= 

1,6  0,07 mmol   L
-1

. O aumento da concentração dos íons potássio (10
-4

 mol L
-1

 a 10
-2

 

mol L
-1

) resultou em uma única curva de estimulação com nH= 2,0, sugerindo a 

ocorrência de interações sítio-sítio. A estimulação da atividade insensível à ouabaína, 

até valores de 28,6 U mg
-1

 (4% da atividade K
+
-fosfatase) sugere que outras ATPases 

diferentes da (Na
+
, K

+
)-ATPase  estão presentes na preparação, como a K

+
-ATPase.  

A estimulação da atividade K
+
-fosfatase pelos íons amônio está mostrada na 

Figura 4. Em condições saturantes de PNPP (10 mmol L
-1

) e Mg
2+ 

(5 mmol L
-1

) e na 

ausência de K
+
, a atividade da enzima estimada na presença de NH4

+
 (10

-3
 a 10

-1
 mol   

L
-1

) foi de 90,8  4,0 U mg
-1

 e a modulação da atividade por meio de interações sítio-

sítio (nH= 1,9), com K0,5= 9,2  0,3 mmol L
-1

. Concentrações de íons amônio superiores 

a 30 mmol L
-1

 provocaram inibição da atividade enzimática (não mostrado).  
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Figura 1. Efeito da concentração de PNPP sobre a atividade K
+
-fosfatase da fração 

microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo MgCl2 5 mmol L
-1

 e KCl 5 mmol L
-1

. A reação foi iniciada 

pela adição de 36,2 g de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. Os 

experimentos foram realizados em duplicata usando-se três diferentes homogeneizados 

de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de 

um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNPPase (); atividade 

PNPPase insensível à ouabaína (). 
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Figura 2. Efeito dos íons magnésio na atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal 

do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e KCl 5 mmol L
-1

.  A reação foi 

iniciada pela adição de 36,2 g de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 

Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se diferentes homogeneizados 

de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de 

um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNPPase (); atividade 

PNPPase insensível à ouabaína (). 
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Figura 3. Efeito dos íons potássio na atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal 

do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 5 mmol L
-1

.  A reação foi 

iniciada pela adição de 36,2 g de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 

Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se três diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNPPase 

(); atividade PNPPase insensível à ouabaína (). 
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Figura 4. Efeito dos íons amônio na atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal 

do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 5 mmol L
-1

.  A reação foi 

iniciada pela adição de 36,2 g de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 

Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se três diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNPPase 

(); atividade PNPPase insensível à ouabaína (). 
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A atividade insensível a ouabaína também foi estimulada por NH4
+
, na mesma 

faixa de concentração de NH4
+
, até valores de 28,2 U mg

-1
 (inserção da Figura 4), que 

corresponde a 30% da atividade PNPPase total. Esse resultado sugere a presença de uma 

ATPase estimulada por NH4
+
 na fração microsomal. 

Na Tabela 2 estão resumidos os valores dos parâmetros cinéticos calculados para 

a modulação da atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de C. 

ornatus aclimatado a 21‰ de salinidade pelos moduladores PNPP, Mg
2+

, K
+
 e NH4

+
. 

 

 

Tabela 2. Parâmetros cinéticos calculados para a modulação da atividade K
+
-

fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes ornatus 

aclimatado a 21‰ pelos moduladores PNPP, Mg
2+

, K
+
, NH4

+
. 

 

Efetor V (U mg
-1

) K0,5 (mmol L
-1

) nH 

PNPP 69,2  2,8 2,3   0,1 1,7 

Mg
2+ 

70,1  3,0  0,88   0,04 1,9 

K
+ 

69,6  2,7 1,6  0,07 2,0 

NH4
+ 

90,8  4,0 9,2  0,3 1,9 

 

 

 

A modulação da atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal de tecido 

branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰ por K
+
 na presença de concentrações fixas de 

NH4
+
 está mostrado na Figura 5. Para concentrações fixas de amônio (entre 0 e 30 mmol 

L
-1

), a atividade K
+
-fosfatase aumenta cerca de 27%. Isso sugere uma estimulação 

sinergística por NH4
+
 e K

+
, uma vez que na ausência de NH4

+
, a atividade K

+
-fosfatase 

da ordem de 69,6  2,8 aumenta para 88,8 ± 4,1 na presença de NH4
+ 

30 mmol L
-1

. 

Nessas condições observa-se também uma diminuição importante no valor de K0,5 que 

passou de 1,60 ± 0,07 mmol L
-1

 para 0,25 ± 0,01, embora a hidrólise do substrato ocorra 

por meio de cooperatividade positiva permaneça como anteriormente. 
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Figura 5. Efeito da concentração dos íons amônio, na modulação da atividade K
+
-

fosfatase da (Na
+
,K

+
)-ATPase microsomal do tecido branquial de Callinectes 

ornatus aclimatado a 21‰, pelos íons potássio. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 5 mmol L
-1

.  A reação foi 

iniciada pela adição de 36,2 g de proteína. Os experimentos foram realizados em 

duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (n= 3). Cada curva 

apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados. () 

sem NH4Cl. () NH4Cl 5 mmol L
-1

. () NH4Cl 10 mmol L
-1

. (Δ) NH4Cl 20 mmol L
-1

. 

() NH4Cl 30 mmol L
-1

. 
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A análise dos diferentes parâmetros cinéticos determinados para a atividade K
+
-

fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰ por 

K
+
, em diferentes concentrações de NH4

+
 está mostrada na Figura 6. Interações sítio-

sítio que apresentavam cooperatividade positiva foram observadas, independente da 

concentração de NH4
+
 utilizada (Fig. 6A). O aumento da concentração de NH4

+
 no meio 

de reação provocou uma diminuição de 6,4 vezes no valor do K0,5 (Fig. 6B), sugerindo 

uma maior afinidade  da enzima  por K
+
 na presença de concentrações crescentes de 

NH4
+
.  

A Figura 7 mostra o efeito da concentração dos íons amônio na modulação da 

atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal do tecido branquial de C. ornatus 

aclimatado a 21‰, na presença de concentrações fixas de íons potássio (0 a 5         

mmol L
-1

). Nestas condições a hidrólise do substrato ocorreu por meio de 

cooperatividade positiva, com aumento do valor de nH com o aumento da concentração 

de K
+
 (Fig. 8A). Observa-se também que para concentrações fixas de K

+
, o aumento da 

concentração dos íons amônio entre 0,1 mmol L
-1

 e 30 mmol L
-1

, não acarretou 

variações significativas na atividade específica da enzima: V= 90,8  4,0 U mg
-1

 (para 

K
+
= 0) e V= 90,1 ± 4,0 U mg

-1
 (K

+
= 5 mmol L

-1
) (Fig. 8C). O aumento da concentração 

de K
+
 no meio de reação provocou uma diminuição de aproximadamente 28 vezes no 

valor de K0,5 (Fig. 8B).  

 Na Tabela 3 foram resumidos os valores dos parâmetros cinéticos calculados 

para a modulação da atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de 

C. ornatus aclimatado a 21‰, pelos íons potássio e amônio. 

O efeito da concentração de ouabaína sobre a atividade PNPPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase 

da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰ está 

mostrado na Figura 9. Em condições saturantes de PNPP (10 mmol L
-1

), Mg
2+

 (5 mmol 

L
-1

) e K
+
 (5 mmol L

-1
), a curva obtida sugere a existência de um único sítio de fixação 

para o inibidor. Observa-se também que para concentrações de ouabaína da ordem de 

3,0 mmol L
-1

 a atividade PNPPase da fração microsomal é inibida cerca de 69%. O 

valor de KI determinado graficamente foi de 320,0  9,5 mol L
-1

 (inserção da Figura 

9). 
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Figura 6. Variação dos parâmetros cinéticos calculados para a modulação da 

atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes 

ornatus aclimatado a 21‰ pelos íons potássio, em diferentes concentrações de íons 

amônio. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 5 mmol L
-1

.  Cada ponto da 

figura corresponde a uma curva de saturação compreendendo pelo menos 10 

concentrações do substrato necessários para determinar V, K0,5 e nH. Os experimentos 

foram realizados em duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias 

(N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos 

homogeneizados.  
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Figura 7. Efeito da concentração dos íons potássio na modulação da atividade K
+
-

fosfatase da (Na
+
,K

+
)-ATPase microsomal do tecido branquial de Callinectes 

ornatus aclimatado a 21‰, pelos íons amônio. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 5 mmol L
-1

.  A reação foi 

iniciada pela adição de 36,2 g de proteína. Os experimentos foram realizados em 

duplicata usando-se três (N= 3) diferentes homogeneizados de brânquias. Cada curva 

apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados. () 

sem KCl. () KCl 1 mmol L
-1

. () KCl 2 mmol L
-1

. (Δ) KCl 3 mmol L
-1

. () KCl 5 

mmol L
-1

. 
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Figura 8. Variação dos parâmetros cinéticos calculados para a modulação da 

atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
,K

+
)-ATPase microsomal de tecido branquial de 

Callinectes ornatus aclimatado a 21‰, pelos íons amônio, em diferentes 

concentrações de íons potássio. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 5 mmol L
-1

. Cada ponto da 

figura corresponde a uma curva de saturação compreendendo pelo menos 10 

concentrações do substrato necessários para determinar V, K0,5 e nH. Os experimentos 

foram realizados em duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias 

(N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos 

homogeneizados. 
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Tabela 3. Parâmetros cinéticos calculados para a modulação da atividade K
+
-

fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes ornatus  

aclimatado a 21‰ de salinidade pelos íons potássio e amônio. 

 

[K
+
]  

(mmol L
-1

) 

[NH4
+
] 

(mmol L
-1

) 

V 

(U mg
-1

) 

K0,5  

(mmol L
-1

) 

nH V/K 

(U mg
-1

 mol L
-1

) 

Variável 0 69,6  2,8 1,60 ± 0,07 2,0 43500 

Variável 5 71,8 ± 3,2 0,78 ± 0,03 2,4 92051 

Variável 10 74,6 ± 3,5 0,64 ± 0,02 1,5 116562 

Variável 20 81,2 ± 3,7 0,25 ± 0,01 5,6 324800 

Variável 30 88,8 ± 4,1 - - - 

0 Variável 90,8  4,0 9,2 ± 0,4 1,9 9869 

1 Variável 92,5 ± 4,4 7,0 ± 0,3 2,5 13214 

2 Variável 92,2 ± 4,2 4,7 ± 0,2 2,1 19617 

3 Variável 92,4 ± 4,3 3,4 ± 0,2 3,0 27176 

5 Variável 90,1 ± 4,0 0,33 ± 0,01 4,1 273030 

 

O efeito do aumento da concentração de ouabaína sobre a atividade PNPPase da 

(Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 

21‰, na presença de NH4
+
 30 mmol L

-1
, é mostrado na Figura 10. Na presença de 

concentrações saturantes de PNPP (10 mmol L
-1

), Mg
2+

 (5 mmol L
-1

), K
+
 (5mmol L

-1
) e 

NH4
+
 (30 mmol L

-1
), a inibição pela ouabaína também ocorreu por meio de uma simples 

curva, sugerindo a presença de um único sítio de fixação para o inibidor e a inibição  foi 

73,3% ,  sugerindo  que  os  NH4
+
  não   influenciam  a  ação  da ouabaína. Da mesma 

forma, o valor do KI, da ordem de 240,0  7,5 mol L
-1

 (inserção da Figura 10), não 

sofreu mudanças significativas na presença de NH4
+
. 

Na Figura 11 é mostrado o efeito da concentração do Na
+
 sobre a atividade 

PNPPase da fração microsomal de tecido branquial C. ornatus aclimatado a 21‰. Em 

condições saturantes de PNPP (10 mmol L
-1

), K
+
 (5 mmol L

-1
) e Mg

2+
 (5 mmol L

-1
), os 

íons sódio inibiram 90,8% da atividade PNPPase total. O valor do KI calculado para a 

inibição da atividade PNPPase pelos Na
+
 foi de 9,2  0,4 mmol L

-1
 (inserção Figura 11). 
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Figura 9. Efeito da concentração de ouabaína sobre a aividade PNPPase da 

(Na
+
,K

+
)-ATPase de tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25°C, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

 pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

, MgCl2 5 mmol L
-1

 e KCl 5    mmol 

L
-1

. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 g de proteína. A atividade específica 

correspondente a 100% é 69,2  2,8 U mg
-1

. Os experimentos foram realizados em 

duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 

apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados. 

Inserção: representação de Dixon para o cálculo do KI. 
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Figura 10. Efeito da concentração de ouabaína sobre a atividade PNPPase da 

(Na
+
,K

+
)-ATPase de tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰, na 

presença de íons amônio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25°C, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

, MgCl2 5 mmol L
-1

, KCl 5 mmol L
-1

 

e NH4Cl 30 mmol L
-1

. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 g de proteína. A 

atividade específica correspondente a 100% é 90,8  4,0 U mg
-1

. Os experimentos 

foram realizados em duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias 

(N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos 

homogeneizados. Inserção: representação de Dixon para a determinação do KI. 
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Figura 11. Efeito da concentração de íons sódio sobre a atividade PNPPase da 

fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25°C, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

, MgCl2 5 mmol L
-1

 e KCl 5   mmol 

L
-1

. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 g de proteína. A atividade específica 

correspondente a 100% é 69,2  2,8 U mg
-1

. Os experimentos foram realizados em 

duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 

apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados. 

Inserção: representação de Dixon para a determinação do KI.  

 

 

 

 

 

 

25

50

75

100

123

 

 
A

ti
v
id

a
d

e
 R

e
s
id

u
a
l 
(%

)

- Log [NaCl] (mol.L
-1
)

30

25

20

15

2015105

1
/V

c
 (

U
/m

g
)-1

x
 1

0
3

 

 

- Log [NaCl] (mmol.L
-1
)



                                                                                                                                          Resultados 
 

 52 

4.1.2. Callinectes ornatus aclimatado a salinidade de 33‰  

 A fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 

33‰ foi preparada de acordo com a metodologia usada para os animais aclimatados a 

21‰ e, a atividade PNPPase total foi da ordem de 36 U mg
-1

.  

 A Figura 12 mostra a modulação da atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
K

+
)-ATPase 

da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a salinidade de 33‰ 

pelo PNPP. Em condições saturantes de K
+ 

(10 mmol L
-1

) e Mg
2+

 (7 mmol L
-1

), 

concentrações crescentes de PNPP estimularam a atividade por meio de uma única 

curva de saturação, envolvendo interações sítio-sítio (nH= 1,4), com uma velocidade 

máxima de 29,1 ± 1,4 U mg
-1

 e K0,5= 1,30 ± 0,06 mmol L
-1

. A atividade insensível à 

ouabaína também foi estimulada na mesma faixa de concentrações, até valores 

correspondentes a cerca de 24% da atividade PNPPase total (inserção da Figura 12).  

 O efeito da concentração dos íons magnésio sobre a atividade K
+
-fosfatase da 

fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a salinidade de 33‰ é 

mostrado na Figura 13. Concentrações crescentes de Mg
2+

, entre 0,05 mmol L
-1

 e 7 

mmol L
-1

, estimularam a atividade até um valor máximo de V= 27,8 ± 1,3 U mg
-1

 e 

K0,5= 1,00 ± 0,04 mmol L
-1

. A estimulação ocorreu por meio de interações sítio-sítio (nH 

= 1,7) e para concentrações superiores a 7 mmol L
-1

 foi observada inibição da atividade 

K
+
-fosfatase (não mostrado). É importante observar que a atividade PNPPase insensível 

à ouabaína também foi estimulada pelo Mg
2+

(9,0 U mg
-1

), na mesma faixa de 

concentração (inserção da Figura 13), sugerindo a presença de outro(s) tipo(s) de 

fosfohidrolase(s). 

 A Figura 14 mostra a estimulação pelo K
+
 da atividade K

+
-fosfatase da fração 

microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰, na presença de 

concentrações saturantes de PNPP (10 mmol L
-1

) e Mg
2+

 (7 mmol L
-1

). Os íons potássio 

estimularam a atividade da enzima até valores máximos de V= 28,0 ± 1,4 U mg
-1

. A 

cooperatividade positiva (nH = 1,9) observada sugere a presença de mais de uma família 

de sítios para K
+
 na molécula da enzima. O valor de K0,5 calculado foi 2,4 ± 0,1 U mg

-1
. A 

atividade insensível à ouabaína também foi estimulada por K
+
 na mesma faixa de 

concentrações, até valores de V= 8,9  0,4 U mg
-1

 (inserção da Figura 14), 

correspondendo a cerca de 24% da atividade PNPPase total, sugerindo a presença de uma 

K
+
-ATPase na preparação microsomal.  
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Figura 12. Efeito da concentração de PNPP sobre a atividade K
+
-fosfatase da 

fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo MgCl2 7 mmol L
-1

 e KCl 10 mmol L
-1

. A reação foi 

iniciada pela adição de 22,2 g de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 

Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se três diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNPPase 

(); atividade PNPPase insensível à ouabaína (). 
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Figura 13. Efeito dos íons magnésio sobre a atividade K
+
-fosfatase da fração 

microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e KCl 10 mmol L
-1

.  A reação foi 

iniciada pela adição de 22,2 g de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 

Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se diferentes homogeneizados 

de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de 

um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNPPase total (); 

atividade PNPPase insensível à ouabaína (). 
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Figura 14. Efeito dos íons potássio sobre a atividade K
+
-fosfatase da fração 

microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 7 mmol L
-1

.  A reação foi 

iniciada pela adição de 22,2 g de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 

Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se três diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNPPase 

(); atividade PNPPase insensível à ouabaína (). 
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A Figura 15 mostra a modulação pelo NH4
+
 da atividade K

+
-fosfatase da fração 

microsomal do tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰, na presença de 

concentrações saturantes de PNPP (10 mmol L
-1

) e Mg
2+

 (7 mmol L
-1

) e na ausência de 

K
+
. Observa-se uma única curva de estimulação, com valores máximos de V= 32,2 ± 1,5 

U mg
-1

 e K0,5= 12,3 ± 0,4 mmol L
-1

. A estimulação da atividade ocorreu com 

cooperatividade positiva (nH= 2,2), sugerindo a presença de mais de um sítio de ligação 

para NH4
+
 na molécula da enzima, tal como observado para K

+
. Uma atividade K

+
-

fosfatase desprezível foi observada para concentrações de NH4
+
 menores que 1 mmol L

-1
, 

enquanto concentrações superiores a 50 mmol L
-1

 inibiram a atividade da enzima (não 

mostrado). Os íons amônio estimularam a atividade PNPPase insensível à ouabaína até 

cerca de 8,9 U mg
-1

 (inserção da Figura 15).  

A Tabela 4 resume os valores dos parâmetros cinéticos calculados para a 

modulação da atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de C. 

ornatus aclimatado à salinidade de 33‰ pelo PNPP, K
+
, Mg

2+
 e NH4

+
. 

 

 

Tabela 4. Parâmetros cinéticos calculados para a modulação da atividade K
+
-

fosfatase da fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus 

aclimatado a 33‰, pelos moduladores PNPP, Mg
2+

, K
+
, NH4

+
. 

 

 

Efetor V (U mg
-1

) K0,5 (mmol L
-1

) nH 

PNPP 29,1   1,4  1,3  0,06 1,4 

Mg
2+ 

27,8   1,3 1,0   0,04 1,7 

K
+ 

28,0  1,4 2,4  0,1 1,9 

NH4
+ 

32,2  1,5 12,3  0,4 2,2 

 

 

  

A modulação da atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal de tecido 

branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰, por K
+
 na presença de concentrações fixas 

de NH4
+
 está mostrada na Figura 16. Observa-se que para concentrações fixas de 

amônio (entre 0 e 50 mmol L
-1

), o aumento da atividade específica foi de apenas 11%. 

Juntos, o NH4
+
 e o K

+
 estimularam sinergisticamente a atividade PNPPase, uma vez que 

sem NH4
+
 a atividade K

+
-fosfatase foi de 28,0 ± 1,4 U mg

-1
,  enquanto na presença de 
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NH4
+
 50 mmol L

-1
 esse valor aumentou para 31,0 ± 1,5 U mg

-1
 (K

+
= 10

-4
 mol L

-1
). 

Nessas condições foi observado uma diminuição no valor de K0,5 que passou de 2,4 ± 

0,1 mmol L
-1

 para 0,25 ± 0,01 mmol L
-1

, sugerindo um aumento da atividade da enzima 

pelo K
+
 quando em presença de NH4

+
. 

A variação dos parâmetros cinéticos calculados para a estimulação da atividade 

K
+
-fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a uma 

salinidade de 33‰, por K
+
, em diferentes concentrações de NH4

+
 está mostrada na 

Figura 17. No intervalo de concentrações utilizado, o valor de nH aumenta 

consideravelmente com o aumento da concentração de NH4
+
 (Fig. 17A). O aumento da 

concentração de NH4
+
 no meio de reação provocou uma diminuição do valor do K0,5 da 

ordem de 9,6 vezes (Fig. 17B), sugerindo uma maior afinidade  da enzima  por K
+
 na 

presença de concentrações crescentes de NH4
+
.  

 A Figura 18 mostra o efeito da concentração dos íons amônio na modulação da 

atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal do tecido branquial de C. ornatus 

aclimatado a 33‰, na presença de concentrações fixas de íons potássio (0 a 10       

mmol L
-1

). Observa-se que para concentrações fixas de K
+
, o aumento da concentração 

dos íons amônio entre 0,1 mmol L
-1

 e 50 mmol L
-1

, não acarretou variações 

significativas na atividade específica da enzima: V= 32,2 ± 1,5 U mg
-1

 (para K
+
= 0) e 

V= 32,5 ± 1,5 U mg
-1

 (K
+
= 10 mmol L

-1
). Nestas condições, as interações heterotrópicas 

referentes aos íons amônio corresponderam a efeitos de cooperatividade positiva, 

independentemente da concentração de K
+
, e o valor de K0,5 diminuiu de 12,3 mmol L

-1
 

(para K
+
= 0) para 3,2 mmol L

-1
 (K

+
= 5 mmol L

-1
). 

 A variação dos parâmetros cinéticos calculados para a estimulação da atividade 

K
+
-fosfatase do tecido branquial de C. ornatus aclimatado a salinidade de 33‰ por 

NH4
+
 na presença de concentrações fixas de K

+
, é mostrada na Figura 19. Observa-se 

que nH permaneceu praticamente constante (nH= 1,7) em todo o intervalo de 

concentração estudado (Fig. 19A), enquanto a afinidade da enzima aumentou cerca de 4 

vezes (Fig. 19B).  
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Figura 15. Efeito dos íons amônio na atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal 

do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 7 mmol L
-1

.  A reação foi 

iniciada pela adição de 22,2 g de proteína, conforme descrito em Materiais e Métodos. 

Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se três diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade PNPPase 

(); atividade PNPPase insensível à ouabaína (). 
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Figura 16. Efeito da concentração dos íons amônio na modulação da atividade K
+
-

fosfatase da fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus 

alimatado a 33‰ pelos íons potássio. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 7 mmol L
-1

.  A reação foi 

iniciada pela adição de 22,2 g de proteína. Os experimentos foram realizados em 

duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (n= 3). Cada curva 

apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados. () 

sem NH4Cl. () NH4Cl 10 mmol L
-1

. () NH4Cl 20 mmol L
-1

. (Δ) NH4Cl 30        

mmol L
-1

. () NH4Cl 50 mmol L
-1

. 
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Figura 17. Variação dos parâmetros cinéticos obtidos para a modulação da 

atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes 

ornatus aclimatado a 33‰ pelos íons potássio, em diferentes concentrações de íons 

amônio. 

 A atividade da enzima foi medida continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 7 mmol L
-1

.  Cada ponto da 

figura corresponde a uma curva de saturação compreendendo pelo menos 10 

concentrações do substrato necessários para determinar V, K0,5 e nH. Os experimentos 

foram realizados em duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias 

(N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos 

homogeneizados.  
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Figura 18. Efeito da concentração dos íons potássio na modulação da atividade K
+
-

fosfatase da fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus 

aclimatado a 33‰ pelos íons amônio. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 7 mmol L
-1

.  A reação foi 

iniciada pela adição de 22,2 g de proteína. Os experimentos foram realizados em 

duplicata usando-se três (N= 3) diferentes homogeneizados de brânquias. Cada curva 

apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados. () 

sem KCl. () KCl 1 mmol L
-1

. () KCl 2 mmol L
-1

. (Δ) KCl 3 mmol L
-1

. () KCl 5 

mmol L
-1

. () KCl 10 mmol L
-1

. 
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Figura 19. Variação dos parâmetros cinéticos obtidos para a modulação da 

atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes 

ornatus aclimatado a 33‰ pelos íons amônio, em função de diferentes 

concentrações de íons potássio. 

 A atividade da enzima foi estimada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 

mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

 e MgCl2 7 mmol L
-1

. Cada ponto da 

figura corresponde a uma curva de saturação compreendendo pelo menos 10 

concentrações do substrato necessários para determinar V, K0,5 e nH. Os experimentos 

foram realizados em duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias 

(N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos 

homogeneizados.  
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Na Tabela 5 foram resumidos os resultados obtidos no estudo da modulação da 

atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus 

aclimatados a salinidade de 33‰, pelos íons potássio e amônio. 

 

 

 

Tabela 5. Parâmetros cinéticos calculados para a modulação da atividade K
+
-

fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes ornatus 

aclimatado a 33‰ pelos íons potássio e amônio. 

 

[K
+
]  

(mmol L
-1

) 

[NH4
+
] 

(mmol L
-1

) 

V         

(U mg
-1

) 

K0,5  

(mmol L
-1

) 

nH V/K            

(U mg
-1

mol L
-1

) 

Variável 0 28,0 ± 1,4 2,4 ± 0,1 1,9 11666 

Variável 10 28,4 ± 1,4 1,00 ± 0,05 2,0 28400 

Variável 20 29,9 ± 1,5 1,1 ± 0,06 3,5 27182 

Variável 30 30,2 ± 1,5 0,25 ± 0,01 3,9 120800 

Variável 50 31,0 ± 1,5 - - - 

0 Variável 32,2 ± 1,5 12,3 ± 0,4 2,2 2618 

1 Variável 32,7 ± 1,6 7,9 ± 0,2 1,7 4139 

2 Variável 32,8 ± 1,7 7,4 ± 0,1 1,4 4432 

3 Variável 32,9 ± 1,7 2,30 ± 0,06 1,4 14304 

5 Variável 32,5 ± 1,5 3,2 ± 0,1 1,7 10156 

10  Variável 32,5 ± 1,5 - - - 
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O efeito da concentração da ouabaína sobre a atividade PNPPase total da fração 

microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰ é mostrado na Figura 

20. Em condições saturantes de PNPP (10 mmol L
-1

), Mg
2+

 (7 mmol L
-1

) e K
+
 (10 mmol 

L
-1

), a curva obtida sugere a presença de uma única isoforma de (Na
+
K

+
)-ATPase na 

preparação. A atividade foi inibida 76% para concentrações de ouabaína da ordem de 4 

mmol L
-1

 e o valor de KI, determinado graficamente, foi de 315,0 ± 15,0 mol L
-1

 

(inserção da Figura 20). 

 O efeito do aumento da concentração de ouabaína sobre a atividade PNPPase da 

fração microsomal de tecido branquial, em presença de NH4
+
 50 mmol L

-1
, é mostrado 

na Figura 21. Na presença de concentrações saturantes de PNPP, Mg
2+

, K
+
 e NH4

+
, a 

inibição pela ouabaína também ocorreu por meio de uma simples curva, sugerindo a 

presença de um único sítio de fixação para o inibidor. A inibição foi de 79% na 

presença de ouabaína 3 mmol L
-1

 e o valor do KI igual a 112,9 ± 5,6 mol L
-1

 

determinado graficamente (inserção da Figura 21). Independente da presença de NH4
+
, a 

atividade residual permanece praticamente invariável, sugerindo que o aumento da 

atividade na presença de NH4
+
 representa de fato um aumento da atividade K

+
-fosfatase 

da (Na
+
,K

+
)-ATPase. 

 Na Figura 22 é mostrado o efeito da concentração do Na
+
 sobre a atividade 

PNPPase da fração microsomal de tecido branquial C. ornatus. Em condições saturantes 

de PNPP (10 mmol L
-1

), K
+
 (10 mmol L

-1
) e Mg

2+
 (7 mmol L

-1
), os íons sódio inibiram 

cerca de 88% a atividade K
+
-fosfatase. O valor de KI calculado para a inibição da 

atividade PNPPase pelo Na
+
 foi de 4,7  0,2 mmol L

-1
 (inserção da Figura 22). 

 Uma comparação dos parâmetros cinéticos calculados para animais recém-

capturados, aclimatados a 21‰ e a 33‰ estão reunidos na Tabela 6. 
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Figura 20. Efeito da concentração de ouabaína sobre a aividade PNPPase da 

(Na
+
,K

+
)-ATPase de tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25°C, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

, MgCl2 7 mmol L
-1

 e KCl 10 mmol 

L
-1

. A reação foi iniciada pela adição de 22,2 g de proteína. A atividade específica 

correspondente a 100% é 29,1  1,4 U mg
-1

. Os experimentos foram realizados em 

duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 

apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados. 

Inserção: representação de Dixon para o cálculo do KI. 
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Figura 21. Efeito da concentração de ouabaína sobre a atividade PNPPase da 

(Na
+
,K

+
)-ATPase de tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰, na 

presença de íons amônio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25°C, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo PNPP 10 mmol L
-1

, MgCl2 7 mmol L
-1

, KCl 10  mmol 

L
-1

 e NH4Cl 50 mmol L
-1

. A reação foi iniciada pela adição de 22,2 g de proteína. A 

atividade específica correspondente a 100% é 32,2  1,5 U mg
-1

. Os experimentos 

foram realizados em duplicata usando-se três diferentes homogeneizados de brânquias 

(N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos 

homogeneizados. Inserção: representação de Dixon para a determinação do KI. 
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Figura 22. Efeito da concentração de íons sódio sobre a atividade PNPPase da 

fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25°C, em tampão Hepes 

50 mM, pH 7,5, contendo PNPP 10 mM, MgCl2 7 mM e KCl 10 mM. A reação foi 

iniciada pela adição de 22,2 g de proteína. A atividade específica correspondente a 

100% é 29,1  1,4 U mg
-1

. Os experimentos foram realizados em duplicata usando-se 

três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde 

a uma curva representativa de um dos homogeneizados. Inserção: representação de 

Dixon para a determinação do KI.   
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Tabela 6. Parâmetros cinéticos calculados para a modulação da atividade K
+
-fosfatase da fração microsomal de tecido branquial de 

Callinectes ornatus recém-capturado, aclimatado a 21‰ e a 33‰ pelo PNPP, Mg
2+

, K
+
, NH4

+
 e ouabaína. 

 

 

 

 

Efetor V (U mg
-1

) K (mmol L
-1

) nH 

 Recém- 

capturado 

21‰ 33‰ Recém- 

capturado 

21‰ 33‰ Recém-

capturado 

21‰ 33‰ 

PNPP 52,0  2,0 69,2  2,8 29,1  1,4 1,1  0,1 2,3  0,1 1,3  0,06 1,6 1,7 1,4 

Mg
2+

 52,3  2,3 70,1  3,0 27,8  1,3 1,1  0,05 0,88  0,04 1,0  0,04 1,4 1,9 1,7 

K
+ 

51,4  2,5 69,6  2,7 28,0  1,4 2,3  0,1 1,6  0,07 2,4  0,1 2,1 2,0 1,9 

NH4
+ 

56,7  2,6 90,8  4,0 32,2  1,5 9,8  0,4 9,2  0,3 12,3  0,4 2,4 1,9 2,2 

Ouabaína (K
+
)    201,4  8,1 320,0  9,5 315,0  15,0    

Ouabaína (NH4
+
)    194,8  7,5 240,0  7,5 112,9  5,6    
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4.2.  Atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase branquial de Callinectes ornatus 

 

4.2.1. Callinectes ornatus aclimatado a 21‰ de salinidade 

 A fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 

21‰ apresentou atividade ATPase total de 207,5 ± 8,3 U mg
-1

 e perdas significativas de 

atividade não foram observadas nas preparações estocadas a -20°C por um período de 4 

meses. Somente foram usadas amostras que foram descongeladas imediatamente antes 

dos experimentos e mantidas em banho de gelo até 10 h.  

 Com a finalidade de verificar a existência de vesículas seladas na preparação de 

membranas nas condições de dosagem da atividade ATPase, foram realizados ensaios 

na presença de alameticina (0-20 g totais). A preparação foi pré-incubada com o 

antibiótico durante 10-20 min a 25°C, e a reação iniciada pela adição de substrato ao 

meio reacional. Não foram observadas variações significativas nas atividades 

determinadas na presença e ausência dessa droga, sugerindo a inexistência de vesículas 

seladas nesta preparação. 

  A análise da fração microsomal do tecido branquial do siri Callinectes ornatus 

aclimatado a 21‰ em gradiente contínuo de sacarose (0-50%) está mostrada na Figura 

23. Observa-se a existência de dois picos protéicos, o primeiro compreendido entre 18 e 

24% de sacarose não apresentou atividade ATPase. O gradiente mostrou ainda a 

presença de dois picos de atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase, o pico I (26 a 36% de sacarose) 

apresentou uma alta atividade ATPase total e uma baixa concentração de proteína. O 

pico II (39 a 43% de sacarose) apresenta uma atividade ATPase total menor que 

coincide com o segundo pico de proteína. A atividade ATPase insensível a ouabaína 

corresponde a aproximadamente 12% da atividade ATPase total. Estes resultados 

contrastam com o único pico de atividade e proteína encontrado para a fração 

microsomal das brânquias de animais recém capturados.  

 A eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes revela que 

houve uma variação no perfil protéico durante a aclimatação (Fig. 24). A transferência 

de C. ornatus para ambiente de menor salinidade acarretou um aumento da quantidade 

de algumas proteínas ( 32kDa e  25kDa) e diminuição de outras ( 20kDa). A 

presença de uma única banda imunorreativa (~109 kDa) na análise por Western blot 

sugeriu a presença de uma única isoforma da subunidade  da (Na
+
,K

+
)-ATPase.  
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Figura 23. Centrifugação da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes 

ornatus aclimatado a 21‰, em gradiente contínuo de sacarose. 

 Uma amostra de 2 mg de proteína foi aplicada no gradiente de sacarose (10-

50%) em tampão imidazol 20 mmol L
-1

 pH 6,8, e centrifugada a 180000g durante 3 

horas, a 4ºC. Alíquotas de 0,5 mL foram coletadas a partir do fundo do tubo e em cada 

uma delas foram analizadas: () atividade ATPase total; () atividade ATPase da 

(Na
+
,K

+
)-ATPase; () atividade insensível a ouabaína; () dosagem de proteína e () 

% de sacarose, conforme descrito em Materiais e Métodos. O experimento foi realizado 

empregando-se pelo menos três diferentes preparações de (Na
+
,K

+
)-ATPase de 

brânquias. A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos 

homogeneizados.    
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Figura 24. Western blot e eletroforese em gel de poliacrilamida em condições 

desnaturantes (SDS-PAGE) da fração microsomal de tecido branquial de 

Callinectes ornatus aclimatado a 33 e 21‰.  

 A eletroforese foi realizada em gradiente de gel de poliacrilamida de 5 a 20% 

usando 3 g de proteína para a revelação com prata e 60 g de proteína para a análise 

por Western blotting. Após a corrida, uma das metades do gel foi corada com nitrato de 

prata e a outra submetida à eletrotransferência para membrana de nitrocelulose. A 

membrana de nitrocelulose foi incubada com anticorpo monoclonal alfa-5 (diluído 1:10) 

durante 1h, a 25°C, com o anticorpo secundário anti IgG de camundongo, acoplado a 

fosfatase alcalina. Western blotting: A- C. ornatus aclimatado a 33‰. B- C. ornatus 

aclimatado a 21‰. Coloração com nitrato de prata. C- C. ornatus aclimatado a 33‰. D- 

C. ornatus aclimatado a 21‰. 
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A proporção relativa 2,45 vezes maior desta subunidade nos microsomas de 

animais aclimatados a 21‰ pode estar relacionada às atividades (Na
+
, K

+
)-ATPase 

específicas cerca de 2,4 vezes maior, sugerindo que alterações na síntese e/ou 

degradação da enzima podem estar envolvidas na regulação da sua atividade em 

resposta à alteração da salinidade do meio externo. 

A Figura 25 mostra o efeito do aumento da concentração de ATP sobre a 

atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal do tecido branquial de C. ornatus 

aclimatado a 21‰, em concentrações saturantes de K
+ 

(5 mmol L
-1

), Na
+
 (50 mmol L

-1
) 

e Mg
2+

 (0,7 mmol L
-1

). Nestas condições foi observada uma única família de sítios e a 

variação da velocidade da reação com a concentração de ATP seguiu uma cinética 

Michaeliana, com V= 182,6 ± 7,1 U mg
-1

 e KM= 50,0 ± 2,0 µmol L
-1

. Nota-se também 

que a atividade insensível à ouabaína foi estimulada pelo ATP na mesma faixa de 

concentração (inserção da Figura 25), representando 11,6% da atividade ATPase total e 

sugerindo a presença de outras ATPases. 

 A modulação da atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido 

branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰, pelos íons magnésio está mostrada na Figura 

26. Concentrações crescentes de Mg
2+ 

entre 0,1 mmol L
-1

 e 1 mmol L
-1

, em condições 

saturantes de ATP (0,5 mmol L
-1

), K
+
 (5 mmol L

-1
) e Na

+
 (50 mmol L

-1
), estimularam a 

atividade até um valor máximo de V= 178,2 ± 6,7 U mg
-1

 e K0,5= 0,27 ± 0,01 mmol L
-1

, 

com interações sítio-sítio (nH= 5,8). Concentrações de íons magnésio superiores a 2 

mmol L
-1

 inibiram fortemente a atividade ATPase. Na inserção da Figura 26 está 

mostrado o efeito do aumento dos íons magnésio na atividade ATPase total e na 

atividade insensível a ouabaína. Pode-se observar uma estimulação de cerca de 9% da 

atividade insensível a ouabaína pelo Mg
2+

 nessa mesma faixa de concentração. 

 A Figura 27 mostra o efeito da concentração dos íons potássio sobre a atividade 

(Na
+
, K

+
)-ATPase da fração microsomal do tecido branquial do siri Callinectes ornatus 

aclimatado a 21‰. Na presença de concentrações saturantes de ATP (0,5 mmol L
-1

), 

Mg
2+ 

(0,7 mmol L
-1

) e Na
+
 (50 mmol L

-1
), os íons potássio estimularam a atividade da 

enzima por meio de interações sítio-sítio (nH= 1,5). Na faixa de concentração de K
+
 

entre 0,1 mmol L
-1

 e 10 mmol L
-1

, a hidrólise do ATP ocorreu com V= 181,8 ± 6,9 U 

mg
-1

 e K0,5= 0,89 ± 0,03 mmol L
-1

. Nesse mesmo intervalo de concentração, a 

estimulação da atividade ATPase insensível à ouabaína pelos íons potássio, pode ser 

considerada desprezível (3% da atividade ATPase total, inserção da Figura 27).  
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Figura 25. Efeito da concentração de ATP sobre a atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-

ATPase da fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus 

aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, KCl 5  mmol 

L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi 

iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. Os experimentos foram realizados em 

duplicata empregando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 

apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados. 

Inserção: atividade ATPase total (); atividade insensível a ouabaína (). 
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Figura 26. Efeito dos íons magnésio na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da 

fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, KCl 5 mmol L
-1

, 

NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada 

pela adição de 36,2 μg de proteína. O experimento foi realizado em duplicata usando-se 

diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a 

uma curva representativa de um dos homogeneizados. Inserção: atividade ATPase total 

(); atividade ATPase insensível à ouabaína (). 
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Figura 27. Efeito dos íons potássio na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da 

fração microsomal de tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão TEA 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol 

L
-1

, NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol 

L
-1

, 12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. 

O experimento foi realizado empregando-se três diferentes preparações de (Na
+
,K

+
)-

ATPase de brânquias. A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de 

um dos homogeneizados. Inserção: atividade ATPase total (); atividade insensível a 

ouabaína (). 
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 Entretanto, essa pequena estimulação sugere a presença de K
+
-ATPase na fração 

microsomal. 

A dependência da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal branquial 

de C. ornatus aclimatado a 21‰ em relação aos íons sódio (Fig. 28) foi caracterizada 

por uma única curva de saturação, com V= 175,9 ± 6,3 U mg
-1

, K0,5= 4,18 ± 0,16 mmol 

L
-1

 que apresentou interações sítio-sítio (nH= 2,5). Todavia, a atividade insensível à 

ouabaína não foi estimulada por Na
+
 (inserção da Figura 28), o que descarta a presença 

de Na
+
-ATPase na preparação microsomal. 

A Figura 29 mostra a modulação da atividade da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de C. ornatus pelos íons amônio. Observa-se que na 

presença de concentrações saturantes de ATP (0,5 mmol L
-1

), Na
+
 (50 mmol L

-1
) e Mg

2+ 

(0,7 mmol L
-1

) e na ausência de K
+
, a enzima apresentou interações sítio-sítio (nH= 1,4). 

O aumento da concentração de NH4
+
 entre 0,1 mmol L

-1
 e 50 mmol L

-1
 provocou um 

aumento na atividade até valores máximos de V= 240,7 ± 11,2 U mg
-1

 e K0,5= 4,44 ± 

0,17 mmol L
-1

. A atividade ATPase insensível à ouabaína (inserção da Figura 29) é 

inibida por concentrações de NH4
+
 superiores a 10 mmol L

-1
. 

 A Tabela 7 reúne os valores dos parâmetros cinéticos calculados para a 

modulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase pelo ATP e íons magnésio, potássio, sódio e 

amônio. 

 

Tabela 7. Parâmetros cinéticos calculados para a modulação da atividade 

(Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus 

aclimatado à salinidade de 21‰ pelo ATP, Mg
2+

, K
+
, Na

+
 e NH4

+
. 

 

Efetor V (U mg
-1

) K 0,5 (mmol L
-1

) nH V/K 

ATP 182, 6 ± 7,1 0,050 ± 0,002 1,0 3652 

Mg
+2

 178,2 ± 6,7 0,27 ± 0,01 5,8 660 

K
+
 181,8 ± 6,9 0,89 ± 0,03 1,5 204 

Na
+
 175,9 ± 6,3 4,18 ± 0,16 2,5 42 

NH4
+
 240,7 ± 11,2 4,44 ± 0,17 1,4 54 

 

 

  

 

 

 



                                                                                                                                                     Resultados 
 

 77 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Efeito dos íons sódio na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da 

fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, KCl 5  mmol 

L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi 

iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. O experimento foi realizado em duplicata 

usando-se diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada 

corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de brânquias. 

Inserção: atividade ATPase total ();  atividade ATPase insensível à ouabaína (). 
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Figura 29. Efeito dos íons amônio na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da 

fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão TEA 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol 

L
-1

, NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol 

L
-1

, 12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. 

O experimento foi realizado em duplicata usando-se diferentes homogeneizados de 

brânquias (N= 3). A Figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um 

dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade ATPase total (); atividade 

ATPase insensível à ouabaína (). 
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A modulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido 

branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰ pelo K
+
, na presença de diferentes 

concentrações de NH4
+
 está mostrada na Figura 30. Observa-se que para concentrações 

crescentes de NH4
+
, a estimulação da atividade (Na

+
,K

+
)-ATPase pelo K

+
 assume 

aumento de 181,8  6,9 U mg
-1

 ([NH4
+
]= zero), para 238,3 ± 9,2 U mg

-1
 ([NH4

+
]= 30 

mmol L
-1

). Os resultados sugerem que quando a enzima está saturada por NH4
+
, o K

+
 

consegue deslocar o NH4
+
 de seu sítio e se ligar à enzima. Entretanto, na presença de 

NH4
+
 30 mmol L

-1
, o K

+
 não consegue mais deslocar o NH4

+
 deste sítio. 

A variação dos parâmetros cinéticos calculados para a estimulação da atividade 

(Na
+
,K

+
)-ATPase por K

+
 na presença de concentrações fixas de NH4

+
 está mostrado na 

Figura 31. Observa-se que o valor de nH permaneceu praticamente constante com o 

aumento da concentração de NH4
+
, e para todas as concentrações de NH4

+
 foi observada 

cooperatividade positiva (Fig. 31A). O aumento da concentração de NH4
+
 no meio de 

reação provocou uma diminuição progressiva e significativa no valor de K0,5, passando 

de 0,89 ± 0,03 mmol L
-1

 para 0,16 ± 0,01 mmol L
-1

 quando a concentração de amônio 

variou de 1 e 10 mmol L
-1

 (Fig. 31B), sugerindo que a enzima apresenta uma maior 

afinidade pelo K
+
 na presença de concentrações crescentes de NH4

+
.  

A modulação da atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal 

de C. ornatus aclimatado a 21‰ pelo NH4
+
 na presença de concentrações crescentes de 

K
+
 está mostrado na Figura 32. Ao contrário do observado anteriormente, na presença 

de NH4
+
 30 mmol L

-1
, o K

+
 estimula a atividade (Na

+
,K

+
)-ATPase até valores da ordem 

de 240 U mg
-1

, sugerindo que o NH4
+
 pode se ligar tanto em seu sítio quanto no sítio 

para K
+
. 

 A variação dos parâmetros cinéticos calculados para a estimulação da atividade 

(Na
+
,K

+
)-ATPase por NH4

+
 na presença de concentrações fixas de K

+
 está mostrada na 

Figura 33. Observa-se que o aumento da concentração de K
+
 no meio de reação não 

provocou alterações significativas no valor da cooperatividade do sistema (Fig. 33A), 

nem na velocidade máxima da reação (Fig. 33C). 

Na Tabela 8 foram resumidos os valores dos parâmetros cinéticos calculados 

para a modulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido 

branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰ pelos íons potássio e amônio. A estimulação 

da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase por K

+
 em concentrações crescentes de NH4

+
 apresentou 

um aumento na eficiência catalítica da enzima. Entretanto a estimulação da atividade 
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(Na
+
,K

+
)-ATPase pelo NH4

+
 em concentrações fixas e crescentes de K

+
, não apresentou 

mudanças significativas na eficiência catalítica.  

 

 

 

 

 

Tabela 8. Parâmetros cinéticos calculados para a modulação da atividade ATPase 

da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes ornatus  aclimatado a 

21‰ pelos íons potássio e amônio. 

 

 

[K
+
]  

(mmol L
-1

) 

[NH4
+
] 

(mmol L
-1

) 

V 

(U mg
-1

) 

K0,5  

(mmol L
-1

) 

nH V/K  

Variável 0 181,8  6,9 0,89 ± 0,03 1,5 205 

Variável 1 191,6 ± 8,5 0,92 ± 0,03 2,2 208 

Variável 5 203,6 ± 9,2 0,75 ± 0,02 1,6 271 

Variável 10 218,9 ± 9,6 0,16 ± 0,01 1,5 1368 

Variável 30 238,3 ± 9,2 - - - 

0 Variável 240,7  11,2 4,4 ± 0,2 1,4 55 

1 Variável 240,6 ± 9,6 4,8 ± 0,3 1,6 50 

3 Variável 238,3 ± 9,2 4,0 ± 0,2 1,9 59 

5 Variável 237,0 ± 9,0 4,9 ± 0,3 2,0 48 
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Figura 30. Efeito da concentração dos íons amônio na modulação da atividade 

ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de 

Callinectes ornatus aclimatado a 21‰, pelos íons potássio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão TEA 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol 

L
-1

, NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol 

L
-1

, 12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. 

O experimento foi realizado empregando-se três (N= 3) diferentes preparações de 

(Na
+
,K

+
)-ATPase de brânquias.  Cada curva apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados. () sem NH4Cl. () NH4Cl 1 mmol L
-1

. 

() NH4Cl 5 mmol L
-1

.  ()NH4Cl 10 mmol L
-1

. ()NH4Cl  30 mmol L
-1

. 

 

 

 

 

 

50

100

150

200

2345

 

 

U
 m

g
-1

- Log [KCl] (mol L
-1
)



                                                                                                                                                     Resultados 
 

 82 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Variação dos parâmetros cinéticos calculados para a modulação da 

atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal do tecido branquial 

de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰ pelos íons potássio, em diferentes 

concentrações de íons amônio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão TEA 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol 

L
-1

, NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol 

L
-1

, 12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. 

O experimento foi realizado em duplicata usando-se diferentes homogeneizados de 

brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um 

dos homogeneizados. Cada ponto representa uma curva de saturação necessária para 

determinar V, K0,5 e nH. 
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Figura 32. Efeito da concentração dos íons potássio na modulação da atividade 

ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de 

Callinectes ornatus aclimatado a 21‰ pelos íons amônio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão TEA 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol 

L
-1

, NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol 

L
-1

, 12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. 

O experimento foi realizado empregando-se três (N= 3) diferentes preparações de 

(Na
+
,K

+
)-ATPase de brânquias.  Cada curva apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados. () sem KCl. () KCl 1 mmol L
-1

. () 

KCl 3 mmol L
-1

.  () KCl 5 mmol L
-1

. 

 

 

50

100

150

200

250

234

 

 
U

 m
g

-1

- Log [NH
4
Cl] (mol L

-1
)



                                                                                                                                                     Resultados 
 

 84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Variação dos parâmetros cinéticos calculados para a modulação da 

atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial 

de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰ pelos íons amônio, em diferentes 

concentrações de íons potássio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão TEA 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol 

L
-1

, NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol 

L
-1

, 12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. 

O experimento foi realizado em duplicata usando-se diferentes homogeneizados de 

brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um 

dos homogeneizados de brânquias. Cada ponto representa uma curva de saturação 

necessária para determinar V, K0,5, nH e V/K0,5. 
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O efeito da concentração de ouabaína sobre a atividade ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰ é mostrado na Figura 

34. Em concentrações saturantes de ATP, Mg
2+

, Na
+ 

e K
+
, a curva monofásica obtida 

sugere a existência de um único sítio de fixação para o inibidor. Observa-se também que 

concentrações de ouabaína da ordem de 3 mmol L
-1

 inibiram cerca de 88% da atividade 

ATPase. O valor da constante de dissociação calculada para o complexo enzima-

ouabaína foi 110,0  2,6 µmol L
-1

 (inserção da Figura 34). 

 O efeito do aumento da concentração de ouabaína sobre a atividade ATPase da 

fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰, na presença de 

NH4
+
, é mostrado na Figura 35. Na presença de concentrações saturantes de ATP, Mg

2+
, 

Na
+
, K

+ 
e NH4

+
, a inibição pela ouabaína também ocorreu por meio de uma simples 

curva, sugerindo a existência de um único sítio de fixação para o inibidor. Na presença 

de NH4
+
, o efeito da ouabaína foi mais eficiente, visto que concentrações da ordem de 

0,5 mmol L
-1

 inibiram 93% da atividade ATPase da fração microsomal. Na presença de 

NH4
+
, a constante de dissociação do complexo enzima-ouabaína foi estimada em 44,9  

0,8 mol L
-1

 (inserção da Figura 35). 

Para esclarecer a natureza das demais ATPases (insensíveis à ouabaína) 

presentes na fração microsomal do tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰, 

foram empregados diferentes inibidores nos ensaios da atividade. Os resultados obtidos 

estão apresentados na Tabela 9 e na Figura 36. A atividade ATPase residual na presença 

de ouabaína 3 mmol L
-1

 é cerca de 12%, indicando que a (Na
+
,K

+
)- ATPase é 

responsável por 88% da atividade ATPase total. Um valor similar foi estimado na 

presença de ortovanadato, o que elimina a presença de outras ATPases do tipo P. Os 

valores estimados na presença de ouabaína mais tapsigargina e ouabaína mais EGTA, 

foram similares aos obtidos para a ouabaína, e portanto, excluem a presença de Ca-

ATPase. A inibição parcial da atividade ATPase insensível à ouabaína por oligomicina 

ou aurovertina sugere fortemente a presença de uma ATPase do tipo F na preparação, 

correspondendo a cerca de 5% da atividade ATPase total.  
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Figura 34. Efeito da concentração de ouabaína na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-

ATPase da fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus 

aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol 

L
-1

, KCl 5 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. 

A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. O experimento foi realizado 

em duplicata usando-se diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 

apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de 

brânquias. Inserção: representação de Dixon para a determinação do KI.    

 

 

 

 

50

100

150

200

345

 

 
U

 m
g

-1

- Log [Ouabaína] (mol L
-1
)

20015010050

12

14

10

8

 

 

1
/V

C
(U

/m
g

)-1
x
1

0
3

[Ouabaína] (mol L
-1
)



                                                                                                                                                     Resultados 
 

 87 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Efeito da concentração de ouabaína na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-

ATPase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes ornatus 

aclimatado a 21‰, na presença de íons amônio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol 

L
-1

, KCl 5 mmol L
-1

,  NH4Cl 30 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 

U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. Os 

experimentos foram realizados em duplicata empregando-se três diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados. Inserção: representação de Dixon para a 

determinação do KI.    
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Figura 36. Efeito de diversos inibidores sobre a atividade ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰. 

A atividade da fração microsomal foi realizada usando-se 36,2 µg de proteína em 

tampão Hepes 50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, 50 

mmol L
-1

 NaCl e 5 mmol L
-1

 KCl num volume final de 1,0 mL. Os dados obtidos 

representam a média  desvio padrão e foram calculados a partir de três preparações 

diferentes (N= 3). Atividade ATPase total (  ); Atividade residual relativa ao(s) 

inibidor(es) (    ); Atividade  ATPase  contaminante  (     ) e Atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase 

(   ). Ctl: controle, Oua: ouabaína, Van: ortovanadato, Aur: Aurovertina, Eta: ácido 

etacrínico, Oli: oligomicina, DMSO: dimetilsulfóxido, Tap: tapsigargina, Baf: 

bafilomicina e Teo: teofilina. 

  

    

 

Oua + Teo

Oua + Baf

Oua + Tap

Oua + Oli

Oua + Eta

Oua + EGTA

Oua + Conc

Oua + Etanol

Oua + DMSO

Oua + Van

Oua + Aur

Van

Oua

Ctl

--
0 25 50 75 100

 

 

 % Atividade ATPase

 

  

 



                                                                                                                                                     Resultados 
 

 89 

 

O valor de atividade ATPase estimado na presença de ouabaína mais ácido 

etacrínico sugere a presença de Na
+
- ou K

+
-ATPase. Entretanto, os dados da inserção da 

Figura 28 permitem excluir a presença de Na
+
-ATPase, pois a atividade ATPase 

insensível à ouabaína não foi estimulada por Na
+
. Isso significa que aparentemente a 

preparação apresenta cerca de 3% de K
+
-ATPase, pois como pode ser observado na 

inserção da Figura 27, a atividade insensível á ouabaína foi estimulada em 3% por K
+
.  

Valores de atividade estimados na presença ouabaína e bafilomicina ou concanamicina 

mostraram uma inibição da atividade insensível a ouabaína (3% da atividade ATPase 

total), sugerindo a presença de V-ATPase. 

 

Tabela 9. Efeito de diversos inibidores sobre a atividade ATPase da fração 

microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

  

Inibidor V (U mg
-1

) Atividade 

residual (%) 
Controle 240,7 100 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) 28,0 11,6 

Vanadato (100 mol L
-1

) 27,2 11,3 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + etanol (10  L mL
-1

) 26,5 11,0 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + DMSO (20 L mL
-1

) 28,7 11,9 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Oligomicina (1 g mL
-1

) 16,6 6,9 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Aurovertina B (10 mol L
-1

) 15,9 6,6 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Tapsigargina (0,5 mol L
-1

)  28,7 11,9 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + EGTA (1 mmol L
-1

) 28,0 11,6 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Bafilomicina A1 (0,4 mol L
-1

) 19,7 8,2 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Concanamicina (1 mol L
-1

) 22,7 9,4 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Ácido etacrínico (2 mmol L
-1

) 21,2 8,8 

Ouabaína + Teofilina (5 mmol L
-1

) 27,2 11,3 
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4.2.2. Callinectes ornatus aclimatado a 33‰ de salinidade 

 C. ornatus foram aclimatados em tanques com água a 33‰, durante 15 dias e 

submetidos às mesmas condições de luminosidade e alimentação que os animais 

aclimatados a 21‰. A fração microsomal do tecido branquial de C. ornatus aclimatado 

a 33‰ apresentou atividade ATPase total da ordem de 88 U mg
-1

.  

 A Figura 37 mostra a análise da fração microsomal de tecido branquial de C. 

ornatus aclimatado a 33‰ em gradiente contínuo de sacarose (0-50%). Observa-se a 

presença de 2 picos de atividade  (Na
+
,K

+
)-ATPase. O pico I (24 a 35% de sacarose) 

apresentou uma atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da ordem de 15 U mL

-1
 e uma quantidade 

muito baixa de proteína. Já o pico II (41 a 47% de sacarose) possui uma maior atividade 

ATPase total. A presença do pico de atividade ATPase insensível a ouabaína sugere que 

estão presentes na preparação ATPases diferentes da (Na
+
,K

+
)-ATPase, as quais são 

capazes de hidrolisar ATP nas condições empregadas. A presença de dois picos de 

atividade em diferentes regiões do gradiente de sacarose sugere fortemente que na 

preparação estão presentes frações de membrana de densidade distintas contendo 

(Na
+
,K

+
)
_
ATPase. 

 O efeito do aumento da concentração de ATP sobre a atividade (Na
+
,K

+
)-

ATPase da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰, em 

concentrações saturantes de Mg
2+

 (2 mmol L
-1

), Na
+
 (50 mmol L

-1
) e K

+
 (10 mmol L

-1
) 

está mostrado na Figura 38. Nestas condições foi observada uma única família de sítios 

para o ATP e a variação da velocidade da reação com a concentração de ATP seguiu 

uma cinética Michaeliana, com V= 76,2  3,5 U mg
-1

 e KM= 46,0  2,0 mol L
-1

. Nota-

se também que a atividade ATPase insensível à ouabaína foi estimulada nessa mesma 

faixa de concentração de ATP (inserção da Figura 38) até valores da ordem de 12,7% 

(11,6 U mg
-1

), o que sugere a presença de outras ATPases na preparação. 

 O efeito da concentração de íons magnésio sobre a atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase 

da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰ é mostrado 

na Figura 39. Concentrações crescentes de Mg
+2

, entre 0,1 mmol L
-1

 e 2 mmol L
-1

, 

estimularam a atividade até um valor máximo de V= 74,5  3,1 U mg
-1

 e K0,5= 0,33 ± 

0,02 mmol L
-1

. A estimulação envolveu interações sítio-sítio (nH = 3,0). É importante 

observar que a atividade ATPase insensível à ouabaína também foi estimulada pelo 

Mg
2+ 

até valores de 10,9 U mg
-1

 , na mesma faixa de concentrações (inserção da Figura 

39). 
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Figura 37. Centrifugação da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes 

ornatus aclimatado a 33‰, em gradiente contínuo de sacarose. 

 Uma amostra de 2 mg de proteína foi aplicada no gradiente de sacarose (10-

50%) em tampão imidazol 20 mmol L
-1

 pH 6,8, e centrifugada a 180000g durante 3 

horas, a 4ºC. Alíquotas de 0,5 mL foram coletadas a partir do fundo do tubo e em cada 

uma delas foram analizadas: () atividade ATPase total; () atividade ATPase da 

(Na
+
,K

+
)-ATPase; () atividade insensível a ouabaína; () dosagem de proteína e () 

% de sacarose, conforme descrito em Materiais e Métodos. O experimento foi realizado 

empregando-se pelo menos três diferentes preparações de (Na
+
,K

+
)-ATPase de 

brânquias. A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos 

homogeneizados.    
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Figura 38. Efeito da concentração de ATP sobre a atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-

ATPase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes ornatus 

aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo MgCl2 2,0 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, KCl 10 mmol 

L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi 

iniciada pela adição de 22,2 μg de proteína. Os experimentos foram realizados em 

duplicata empregando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 

apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados. 

Inserção: atividade ATPase total (); atividade insensível a ouabaína (). 
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Figura 39. Efeito dos íons magnésio na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da 

fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

 pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, KCl 10 mmol L
-1

, 

NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada 

pela adição de 22,2 μg de proteína. O experimento foi realizado em duplicata usando-se 

diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a 

uma curva representativa de um dos homogeneizados. Inserção: atividade ATPase total 

(); atividade ATPase insensível à ouabaína (). 
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A Figura 40 apresenta a modulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰ pelos íons potássio. Na 

presença de concentrações saturantes de ATP (1 mmol L
-1

), MgCl2 (2 mmol L
-1

) e Na
+
 

(50 mmol L
-1

), os íons potássio estimularam a atividade da enzima por meio de 

interações sítio-sítio (nH= 1,7). Na faixa de concentração de K
+
 entre 0,1 mmol L

-1
 e 10 

mmol L
-1

, a hidrólise do ATP ocorreu com V= 76,4  3,0 U mg
-1

 e K0,5= 1,03  0,05 

mmol L
-1

. Para o mesmo intervalo de concentração, a atividade ATPase insensível à 

ouabaína foi estimulada cerca de 7% da atividade ATPase total (V= 11,6 U mg
-1

), 

sugerindo a presença de K
+
-ATPase. 

A modulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido 

branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰ pelos íons sódio, está mostrada na Figura 41. 

Em concentrações saturantes de ATP (1 mmol L
-1

), MgCl2 (2 mmol L
-1

) e KCl (10 

mmol L
-1

), a enzima foi estimulada até valores máximos de V= 76,4  3,0 U mg
-1

 e 

K0,5= 5,3  0,2 mmol L
-1

. No intervalo de concentração de Na
+
 entre 1 mmol L

-1
 e 100 

mmol L
-1

 a estimulação da enzima ocorreu com interações sítio-sítio (nH= 1,9). Para o 

mesmo intervalo de concentração, a atividade ATPase insensível à ouabaína não foi 

estimulada por Na
+
, o que descarta a presença de Na

+
-ATPase (inserção da Figura 41). 

A modulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido 

branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰ pelos íons amônio está mostrada na Figura 

42. Observa-se que na presença de concentrações saturantes de ATP (1 mmol L
-1

), Mg
2+

 

(2 mmol L
-1

) e Na
+
 (50 mmol L

-1
) e na ausência de K

+
, a enzima apresentou interações 

sítio-sítio (nH= 1,7). O aumento da concentração de NH4
+
 entre 0,1 mmol L

-1
 e 50 mmol 

L
-1

 provocou um aumento na atividade até valores máximos de V= 98,9  3,9 U mg
-1

, 

com K0,5= 4,1  0,2 mmol L
-1

. A atividade ATPase insensível à ouabaína representada 

(inserção da Figura 42) não foi estimulada com o aumento da concentração de NH4
+
. 

 Na Tabela 10 estão resumidos os parâmetros cinéticos calculados para a 

modulação da atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase de animais aclimatados a salinidade de 33‰, 

pelos diferentes efetores estudados. 
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Figura 40. Efeito dos íons potássio na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da 

fração microsomal de tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L
-1

, MgCl2 2 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, 

NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol L

-1
, 

12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 22,2 μg de proteína. O 

experimento foi realizado empregando-se três diferentes preparações de (Na
+
,K

+
)-

ATPase de brânquias. A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de 

um dos homogeneizados. Inserção: atividade ATPase total (); atividade insensível a 

ouabaína (). 
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Figura 41. Efeito dos íons sódio na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da 

fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L
-1

, MgCl2 2 mmol L
-1

, KCl 10 mmol L
-1

, 

NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada 

pela adição de 22,2 μg de proteína. O experimento foi realizado em duplicata usando-se 

diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a 

uma curva representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade 

ATPase total ();  atividade ATPase insensível à ouabaína (). 
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Figura 42. Efeito dos íons amônio na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da 

fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L
-1

, MgCl2 2 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, 

NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol L

-1
, 

12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 22,2 μg de proteína. O 

experimento foi realizado em duplicata usando-se diferentes homogeneizados de 

brânquias (N= 3). A Figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um 

dos homogeneizados de brânquias. Inserção: atividade ATPase total (); atividade 

ATPase insensível à ouabaína (). 

 

 

 

20

40

60

80

100

23

 

 
U

 m
g

-1

- Log [NH
4
Cl] (mol L

-1
)

20

40

60

80

100

123

 

 

U
 m

g
-1

- Log [NH
4
Cl] (mol L

-1
)



                                                                                                                                                     Resultados 
 

 98 

Tabela 10. Parâmetros cinéticos calculados para a modulação da atividade 

(Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de C. ornatus 

aclimatado à salinidade de 21‰ pelo ATP, Mg
2+

, Na
+
, K

+
 e NH4

+
. 

 

Efetor V (U mg
-1

) K0,5 (mmol L
-1

) nH V/K 

ATP 76,2  3,5 0,046  0,002 1,1 1656 

Mg
2+ 

74,5  3,1 0,33 ± 0,02 3,0 226 

K
+ 

76,4  3,0 1,03  0,05 1,7 74 

Na
+ 

76,4  3,0 5,3  0,2 1,9 14 

NH4
+ 

98,9  3,9 4,1  0,2 1,7 24 

 

 

A modulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase, da fração microsomal de tecido 

branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰, por K
+
 em diferentes concentrações de NH4

+
 

está mostrada na Figura 43. Observa-se que para concentrações crescentes de NH4
+
, a 

estimulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase por K

+
 aumenta de 76,4  3,0 U mg

-1
 

([NH4
+
]= 0) para 98,8 ± 3,9 U mg

-1
 ([NH4

+
]= 50mmol L

-1
). Os resultados sugerem que 

quando a enzima está saturada por NH4
+
, o K

+
 consegue deslocar o primeiro íon de seu 

sítio e se ligar à enzima, porém na presença de 50 mmol L
-1

 de NH4
+
, o K

+
 não 

consegue mais deslocar o NH4
+
 deste sítio. 

Independente da concentração de NH4
+
 adicionada no meio reacional, a 

estimulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase por K

+
 apresentou cooperatividade positiva 

(Fig. 44A). O valor do K0,5 diminui progressiva e significativamente de 1,03 mmol L
-1

 

para 0,005 mmol L
-1

 com (Fig. 44B), sugerindo uma maior afinidade da enzima pelo K
+
 

na presença de concentrações crescentes de NH4
+
. A estimulação sinergistica da 

atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase foi de 29,3% (Fig. 44C), aumentando de 76,4 U mg

-1
 

([NH4
+
]= zero) para 98,8 U mg

-1
 ([NH4

+
]= 50 mmol L

-1
). 

A modulação da atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase, da fração microsomal 

de C. ornatus aclimatado a 33‰, pelos íons NH4
+
 na presença de concentrações fixas de 

íons K
+
 está mostrada na Figura 45. Observa-se que na presença de NH4

+
 50 mmol L

-1
, 

a atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase foi estimada em torno de 99 U mg

-1
, independentemente 

da presença de K
+
. Isso sugere que o NH4

+
 pode se ligar tanto em seu sítio, quanto no 

sítio para K
+
. 

 



                                                                                                                                                     Resultados 
 

 99 

 

 

 

 

 

Figura 43. Efeito da concentração dos íons amônio na modulação da atividade 

ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de 

Callinectes ornatus aclimatado a 33‰, pelos íons potássio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L
-1

, MgCl2 2 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, 

NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol L

-1
, 

12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 22,2 μg de proteína. O 

experimento foi realizado empregando-se três (N= 3) diferentes preparações de 

(Na
+
,K

+
)-ATPase de brânquias.  Cada curva apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados. () sem NH4Cl. () NH4Cl 5 mmol L
-1

. 

() NH4Cl 10 mmol L
-1

.  ()NH4Cl 20 mmol L
-1

. ()NH4Cl  50 mmol L
-1

. 
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 Figura 44. Variação dos parâmetros cinéticos calculados para a modulação da 

atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal do tecido branquial 

de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰ pelos íons potássio, em diferentes 

concentrações de íons amônio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L
-1

, MgCl2 2 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, 

NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol L

-1
, 

12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 22,2 μg de proteína. O 

experimento foi realizado em duplicata usando-se diferentes homogeneizados de 

brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um 

dos homogeneizados. Cada ponto representa uma curva de saturação necessária para 

determinar V, K0,5, nH e V/K0,5. 
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Figura 45. Efeito da concentração dos íons potássio na modulação da atividade 

ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial de 

Callinectes ornatus aclimatado a 33‰ pelos íons amônio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L
-1

, MgCl2 2 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, 

NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol L

-1
, 

12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 22,2 μg de proteína. O 

experimento foi realizado empregando-se três (N= 3) diferentes preparações de 

(Na
+
,K

+
)-ATPase de brânquias.  Cada curva apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados. () sem KCl. () KCl 1 mmol L
-1

. () 

KCl 3 mmol L
-1

.  () KCl 10 mmol L
-1

. 
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Figura 46. Variação dos parâmetros cinéticos calculados para a modulação da 

atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial 

de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰ pelos íons amônio, em diferentes 

concentrações de íons potássio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L
-1

, MgCl2 2 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, 

NAD
+
 2,17 mmol L

-1
, fosfato de sódio 1 mmol L

-1
, gliceraldeído-3-fosfato 2 mmol L

-1
, 

12 U GAFDH e 9 U FGQ. A reação foi iniciada pela adição de 22,2 μg de proteína. O 

experimento foi realizado em duplicata usando-se diferentes homogeneizados de 

brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um 

dos homogeneizados de brânquias. Cada ponto representa uma curva de saturação 

necessária para determinar V, K0,5, nH e V/K0,5. 
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A variação dos parâmetros cinéticos calculados para a estimulação da atividade 

(Na
+
,K

+
)-ATPase pelo NH4

+
 na presença de concentrações fixas de K

+
, está mostrado 

na Figura 46 e é praticamente similar ao relatado para os animais aclimatados a 21‰.  

Na Tabela 11 foram resumidos os valores dos parâmetros cinéticos calculados 

para a modulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido 

branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰ pelos íons potássio e amônio. A estimulação 

da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase por K

+
 em concentrações crescentes de NH4

+
 apresentou 

um aumento na eficiência catalítica da enzima (VK), embora a estimulação da 

atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase por NH4

+
 em concentrações crescentes de K

+
, não tenha 

resultado em mudanças significativas na eficiência catalítica.  

 

 

Tabela 11. Parâmetros cinéticos calculados para a modulação da atividade ATPase 

da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes ornatus  aclimatado a 

33‰ pelos íons potássio e amônio. 

 

[K
+
] (mmol 

L
-1

) 

[NH4
+
] 

(mmol L
-1

) 

V 

(U mg
-1

) 

K0,5 

(mmol L
-1

) 

nH V/K  

Variável 0 76,4 3,0 1,03 ± 0,05 1,7 71 

Variável 5 82,5 ± 3,3 0,31 ± 0,01 1,5 266 

Variável 10 89,5 ± 3,5 0,13 ± 0,01 2,0 688 

Variável 20 97,6 ± 3,9 0,0055 ± 0,0001 1,8 19520 

Variável 50 98,8 ± 3,9 - - - 

0 Variável 98,9  3,9 4,1 ± 0,2 1,7 24 

1 Variável 99,9 ± 4,0 6,0 ± 0,2 1,6 16 

3 Variável 98,5 ± 3,8 6,4 ± 0,2 1,7 16 

10 Variável 99,7 ± 3,9 6,7 ± 0,3 1,7 15 
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Na presença de concentração saturante de K
+ 

(10 mmol L
-1

), concentrações 

crescentes de ouabaína (10
-6 

- 10
-2

 mol L
-1

) inibiram a atividade ATPase total da fração 

microsomal do tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰ até valores em torno 

de 11 U mg
-1

 (Fig. 47), o mesmo valor encontrado quando NH4
+
 (50 mmol L

-1
) é 

adicionado no meio. Este resultado indica que a estimulação sinérgica da atividade 

ATPase por íons NH4
+
 e K

+
 reflete uma estimulação da própria (Na

+
,K

+
)-ATPase e não 

de uma das outras ATPases detectadas nesta preparação microsomal, responsáveis pela 

atividade ATPase insensível à ouabaína (Fig. 48). As curvas obtidas sugerem a presença 

de um único sítio de ligação para a ouabaína, independentemente da presença de íons 

NH4
+
. Entretanto, os valores de KI, estimados graficamente, foram de 114,9 ± 5,6 mol 

L
-1

 e 28,8  1,3 µmol L
-1

, na ausência (inserção da Figura 47) e presença de íons NH4
+ 

(inserção da Figura 48), respectivamente.  

Assim como relatado para C. ornatus aclimatado a 21‰, animais aclimatados a 

33‰ mostraram uma atividade insensível a ouabaína da ordem de 12%. Com a 

finalidade de esclarecer a natureza dessas ATPases insensíveis a ouabaína presentes 

nesta preparação, foi realizado um estudado utilizando diferentes inibidores na presença 

de ouabaína em concentração suficiente para inibir totalmente a atividade (Na
+
K

+
)-

ATPase. Os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 12 e Figura 49. A atividade 

ATPase residual na presença de ouabaína 4 mmol L
-1

 foi de 12,7%, indicando que a 

(Na
+
K

+
)-ATPase é responsável por cerca de 87% da atividade ATPase total. Já os 

valores determinados na presença de ortovanadato e ortovanadato associado à ouabaína 

(atividade residual de 12,7%) descartam a presença de outras P-ATPases na fração de 

membranas, diferentes da (Na
+
,K

+
)
_
ATPase. Considerando que tapsigargina e EGTA 

não inibiram a atividade insensível à ouabaína podemos desconsiderar esta atividade 

como sendo de uma Ca
2+

-ATPase de retículo. Por outro lado, a inibição parcial da 

atividade ATPase insensível à ouabaína por oligomicina e aurovertina indica a presença 

de uma ATPase do tipo F na preparação, correspondendo a 5% da atividade ATPase 

total. Os valores estimados na presença de ouabaína e bafilomicina A1 ou ouabaína e 

concanamicina sugerem a presença de V-ATPase, em uma proporção de 2,12%. A 

atividade ATPase insensível a ouabaína não foi inibida pela presença de teofilina 

indicando ausência de fosfatases alcalinas. Finalmente, a inibição da atividade 

insensível à ouabaína por ácido etacrínico sugere a presença de uma atividade Na
+
- e/ou 

K
+
-ATPase na preparação microsomal, correspondendo a 6,8% da atividade ATPase 
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total. Este resultado é consistente com aquele apresentado na inserção da Figura 40, 

mostrando que a atividade insensível à ouabaína é levemente estimulada por íons K
+
. 

 Uma comparação dos parâmetros cinéticos calculados para animais recém-

capturados, aclimatados a 21‰ e a 33‰ estão reunidos na Tabela 13. 

 

 

Tabela 12. Efeito de diversos inibidores sobre a atividade ATPase da fração 

microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰. 

 

Inibidor V (U mg
-1

) Atividade 

residual (%) 
Controle 85,73 100 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) 10,89 12,7 

Vanadato (100 mol L
-1

) 10,89 12,7 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + etanol (10 L mL
-1

) 10,89 12,7 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + DMSO (20 L mL
-1

) 11,62 13,6 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Oligomicina (1 g mL
-1

) 7,26 8,5 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Aurovertina B (10 mol L
-1

) 7,26 8,5 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Tapsigargina (0,5 mol L
-1

)  10,89 12,7 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + EGTA (1 mmol L
-1

) 10,89 12,7 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Bafilomicina A1 (0,4 mol L
-1

) 10,17 11,9 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Concanamicina (1 mol L
-1

) 9,45 11,0 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Ácido etacrínico (2 mmol L
-1

) 5,81 6,8 

Ouabaína (3 mmol L
-1

) + Teofilina (5 mmol L
-1

) 10,89 12,7 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                     Resultados 
 

 106 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Efeito da concentração de ouabaína na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-

ATPase da fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus 

aclimatado a 33‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L
-1

, MgCl2 2 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, 

KCl 10 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. A 

reação foi iniciada pela adição de 22,2 μg de proteína. O experimento foi realizado em 

duplicata usando-se diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura 

apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos homogeneizados de 

brânquias. Inserção: representação de Dixon para a determinação do KI.    
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Figura 48. Efeito da concentração de ouabaína na atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-

ATPase da fração microsomal de tecido branquial de Callinectes ornatus 

aclimatado a 33‰, na presença de íons amônio. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L
-1

, MgCl2 2 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, 

KCl 10 mmol L
-1

, NH4Cl 50 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U 

PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição de 22,2 μg de proteína. Os 

experimentos foram realizados em duplicata empregando-se três diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados. Inserção: representação de Dixon para a 

determinação do KI.    
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Figura 49. Efeito de diversos inibidores sobre a atividade ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 33‰. 

A atividade da fração microsomal foi realizada usando-se 22,2 µg de proteína em tampão 

Hepes 50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 1 mmol L
-1

, MgCl2 2 mmol L
-1

, NaCl 50 

mmol L
-1

 e KCl 10 mmol L
-1

 num volume final de 1,0 mL. Os dados obtidos representam 

a média  desvio padrão e foram calculados a partir de três preparações diferentes (N= 

3). Atividade ATPase total (    ); Atividade residual relativa ao(s) inibidor(es) (    ); 

Atividade  ATPase  contaminante  (   ) e Atividade  (Na
+
,K

+
)-ATPase (   ).  Ctl: 

controle, Oua: ouabaína, Van: ortovanadato, Aur: Aurovertina, Eta: ácido etacrínico, 

Oli: oligomicina, DMSO: dimetilsulfóxido, Tap: tapsigargina, Baf: bafilomicina e Teo: 

teofilina. 
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Tabela 13. Parâmetros cinéticos calculados para a modulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial 

de Callinectes ornatus recém-capturado, aclimatado a 21‰ e a 33‰ pelo ATP, Mg
2+

, Na
+
, K

+
, NH4

+
 e ouabaína. 

 

 

 

 

 

Efetor V (U mg
-1

) K (µmol L
-1

) nH 

 Recém- 

capturado 

21‰ 33‰ Recém- 

capturado 

21‰ 33‰ Recém- 

capturado 

21‰ 33‰ 

ATP 116,3  5,4 187,7  7,1 76,2  3,5 160,9  10,0 50,0  2,5 46,0  1,9 0,9 1,0 1,1 

Mg
2+

 111,0  4,7 183,5  6,7 74,5  3,1 530,0  24,9 266,0  10,1 333,4  16,1 1,7 5,8 3,0 

K
+ 

116,0  4,9 181,8  6,9 76,4  3,3 1460,0  58,7 996,4  49,5 1028,4  47,2 1,3 1,5 1,7 

Na
+
 110,6  6,1 175,9  6,3 76,4  3,0 6300,0  240,0 4180,0  152,0 5272,6  236,8 1,8 2,5 1,9 

NH4
+ 

173,3  6,9 240,7  11,2 98,9  3,9 5420,0  170,0 4440,0 ± 170,0 4144,0  153,0 1,4 1,4 1,7 

Ouabaína (K
+
)    74,5  1,2 110,0  2,6 114,9  3,8    

Ouabaína (NH4
+
)    26,6  0,8 44,9  0,8 28,8  0,6    
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4.3. Efeito de poliaminas na atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase branquial de Callinectes 

ornatus aclimatado a 21‰ de salinidade 

 

 A Figura 50 mostra o efeito da espermina e espermidina na atividade ATPase 

total da fração microsomal das brânquias de C. ornatus. Concentrações crescentes de 

espermidina (5.10
-4

 a 10
-2

 mol L
-1

) diminuíram a atividade ATPase de 207 U mg
-1

 para 

valores inferiores a 1 U mg
-1

 (Fig. 50A). Entretanto, a variação da concentração de 

espermina entre 10
-6

 e 10
-2

 mol L
-1

 provocou uma inibição da hidrólise do ATP até 

valores de 120 U mg
-1

 (Fig. 50B) 

 A modulação da atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido 

branquial de C. ornatus pelo ATP foi afetada na presença de poliaminas (Fig. 51). Na 

presença de 10 mmol L
-1

 de espermidina a estimulação da atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase 

foi consideravelmente inibida (Fig. 51A). Concentrações crescentes de ATP, entre 10
-6

 e 

5.10
-4

 mol L
-1

, estimularam a atividade até um valor máximo de 88,5  3,0 U mg
-1

, em 

contraste com o valor de 187,7  7,1 U mg
-1

 estimado na ausência de poliamina (Tabela 

14). Na presença de 10 mmol L
-1

 de espermina, a inibição foi menor que a observada 

para espermidina, resultando em uma velocidade máxima de 94,3  4,1 U mg
-1

 no 

mesmo intervalo de concentração de ATP. Os insets das figuras mostram as atividades 

ATPase total e ATPase insensível a ouabaína. Na presença de poliaminas a enzima 

hidrolisa o ATP através de interações sítio-sítio, enquanto na ausência de ambos, 

espermina e espermidina, a hidrólise ocorre obedecendo uma cinética Michaeliana 

(Tabela 14). Além disso, o valor de K0,5 foi 2,5 (23.0  1.0 µmol L
-1 

para espermina) e 5 

vezes (10.5  0.4 µmol L
-1

 para espermidina) menor que o valor de KM (50.0  2.5µmol 

L
-1

) estimado na ausência de poliaminas. 

 A modulação por magnésio da atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase da fração 

microsomal de tecido branquial de C. ornatus também foi afetada pela presença de 

espermina e espermidina (Fig. 52). A estimulação da atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase por 

Mg
2+

 na presença de espermina (Fig. 52A) foi 46,5% daquela estimada na ausência da 

poliamina. A Figura 52B mostra que a estimulação da enzima na presença de 10 mM de 

espermidina alcançou uma velocidade de 94,7  4,4 U mg
-1

. Nenhuma mudança 

significativa foi observada nos valores de K0,5 independentemente da presença da 

poliamina (Tabela 14). 
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Figura 50. Efeito da concentração de espermidina (A) e espermina(B) sobre a 

atividade ATPase da fração microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus 

aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,2 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol 

L
-1

, KCl 5 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. 

A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. Os experimentos foram 

realizados em duplicata empregando-se três diferentes homogeneizados de brânquias 

(N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva representativa de um dos 

homogeneizados. 
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Figura 51. Efeito da concentração de ATP na presença de espermidina (A) e 

espermina (B) sobre a atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração 

microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo espermidina ou  espermina 10 mmol L
-1

, MgCl2 0,7 

mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, KCl 10 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol 

L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. Os 

experimentos foram realizados em duplicata empregando-se três diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados. Inserção: Atividade ATPase total (); 

atividade insensível a ouabaína (). 
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Figura 52. Efeito da concentração de MgCl2 na presença de espermidina (A) ou 

espermina (B) sobre a atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração 

microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo espermidina ou espermina 10 mmol L
-1

, ATP 0,2  mmol 

L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, KCl 10 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 

U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. Os 

experimentos foram realizados em duplicata empregando-se três diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados. Inserção: Atividade ATPase total (); 

atividade insensível a ouabaína (). 
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 A estimulação da atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase por Na

+
 (Fig. 53) e K

+
 (Fig. 54) 

na presença de poliamina resultou em uma mudança significativa nos valores de K0,5. 

Na faixa de concentração de Na
+
 entre 1 mmol L

-1
 e 100 mmol L

-1
 os valores calculados 

para K0,5 na presença de espermidina (Fig. 53A) ou espermina (Fig. 53B) foram cerca 

de 3 vezes menores que o observado na ausência de poliamina (Tabela 14). Para a 

estimulação por K
+
, a afinidade da enzima aumentou 9 vezes (107,0 ± 4,9 µmol L

-1
) e 6 

vezes (167,0 ± 8,0 µmol L
-1

) na presença de espermidina (Fig. 54A) e espermina (Fig. 

54B), respectivamente. A velocidade máxima estimada para a estimulação por K
+
 (97,5 

± 4,8 U mg
-1 

 e 91,0 ± 3,3 U mg
-1

, para espermina e espermidina, respectivamente) e por 

Na
+
 (97,5 ± 4,6 U mg

-1
 e 89,1 ± 3,1 U mg

-1
, para espermina e espermidina, 

respectivamente) foram similares. 

 Na presença de 10 mmol L
-1

 de espermidina (Fig. 55A), concentrações 

crescentes de ouabaína (10
-5

 a 5.10
-3

 mol L
-1

) inibiram a atividade ATPase total da 

fração microsomal do tecido branquial de C. ornatus (estimada em 110,9  3,3 U mg
-1

) 

até valores de 24,0  0,7 U mg
-1

. Nessas condições o valor de KI determinado 

graficamente foi muito próximo ao calculado na ausência de poliamina (Tabela 14). Na 

presença de 10 mmol L
-1

 de espermina, o aumento da concentração de ouabaína na 

mesma faixa de concentração provocou uma diminuição na atividade que passou de 

120,1  3,6 U mg
-1

 para 28,6  0,8 U mg
-1

, porém o valor de KI foi 2 vezes maior que o 

calculado na ausência de poliamina (Tabela 14). 
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Figura 53. Efeito da concentração de NaCl na presença de espermidina (A) ou 

espermina (B) sobre a atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração 

microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo espermidina ou espermina 10 mmol L
-1

, ATP 0,2 mmol 

L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, KCl 10 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 

49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. Os 

experimentos foram realizados em duplicata empregando-se três diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados. Inserção: Atividade ATPase total (); 

atividade insensível a ouabaína (). 
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Figura 54. Efeito da concentração de KCl na presença de espermidina (A) ou 

espermina (B) sobre a atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração 

microsomal do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo espermidina ou espermina 10 mmol L
-1

, ATP 0,2 mmol 

L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 

49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. Os 

experimentos foram realizados em duplicata empregando-se três diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados. Inserção: Atividade ATPase total (); 

atividade insensível a ouabaína (). 
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Figura 55. Efeito da concentração de ouabaína na presença de espermidina (A) ou 

espermina (B) na atividade ATPase da fração microsomal do tecido branquial de 

Callinectes ornatus aclimatado a 21 ‰. 

 A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo espermidina ou espermina 10mmol L
-1

, ATP 0,2 mmol 

L
-1

, MgCl2 0,7 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, KCl 5 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, 

FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg 

de proteína. O experimento foi realizado em duplicata usando-se diferentes 

homogeneizados de brânquias (N= 3). A figura apresentada corresponde a uma curva 

representativa de um dos homogeneizados de brânquias. Inserção: representação de 

Dixon para a determinação do KI.  
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Tabela 14. Parâmetros cinéticos calculados para a modulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de tecido branquial 

de Callinectes ornatus aclimatado a 21‰ e na presença de espermina e espermidina, pelo ATP, Mg
2+

, Na
+
,  K

+
, NH4

+
 e ouabaína.  

 

 

 

Efetor V (U mg
-1

) K (µmol L
-1

) nH 

 Controle Espermina Espermidina Controle Espermina Espermidina Controle Espermina Espermidina 

ATP 187,7  7,1 94,3  4,1 88,5  3,0 50,0  2.5 23,0  1,0 10,5  0,4 1,0 1,4 1,3 

Mg
2+

 183,5  6,7 94,7  4,4 85,4  2,8 266,0  10,1 230,0  8,7  230,0  8,5 5,8 4,2 4,8 

Na
+ 

175,9  6,3 97,5  4,6 89,1  3,1 4180,0  152,0 1230,0  50,1 1380,0  50,3 1,5 4,2 2,8 

K
+
 181,8  6,9 97,5  4,8 91,0  3,3 996,4  49.5 167,0  8,0 107,0  4,9 2,5 1,82 2,5 

Ouabaína     110,0  2,6 190,8  9,2 115,0  5,2    
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4.4. Efeito do tempo de aclimatação na concentração de cátions e osmolalidade da 

hemolinfa 

 Os animais foram aclimatados por 15 dias em tanques contendo 32 L de água do 

mar com salinidade de 33‰. Após o período de aclimatação os animais foram 

transferidos para tanques de igual capacidade contendo água a 21‰. A hemolinfa dos 

animais foi retirada antes da transferência (t= 0) e após 1h, 5h, 24h, 120h e 360h, 

utilizando uma seringa de insulina. 

 A osmolalidade da hemolinfa foi similar entre o animal recém-capturado (853,7 

± 1,2 mOsm kg H2O
-1

) e aclimatado a 33‰ (830,5 ± 30,8 mOsm kg H2O
-1

), porém 

houve um diminuição no valor encontrado após 15 dias de aclimatação dos animais a 

21‰ (681,8 ± 21,6 mOsm kg H2O
-1

). 

 A concentração de Na
+
 na hemolinfa do animal aclimatado a 33‰ é 

significativamente maior que a concentração deste íon na água a 21‰. A transferência 

dos animais aclimatados a 33‰ para 21‰ provocou um decréscimo acentuado na 

concentração de Na
+
 1 h após serem transferidos. Esse valor permaneceu abaixo da 

concentração do meio externo por um período de 2 dias. A concentração de Na
+
 ficou 

estável 5 dias após a transferência, assumindo um valor próximo a 330 mmol L
-1

 (Fig. 

56A). 

 Independente da condição a que o animal está submetido, a concentração de 

Ca
2+

 é sempre superior na hemolinfa do animal comparada com a água à salinidade de 

21‰. A transferência dos animais aclimatados a 33‰ para 21‰ faz com que a 

concentração de Ca
2+

 diminua de 18,6  0,35 mmol L
-1

 (t= 0) para 10,7  0,45 mmol L
-1 

depois de 1 h de aclimatação. A concentração de Ca
2+

 permanece baixa durante 24 h 

quando o animal começa a recuperar o íon perdido após a transferência, porém não 

consegue voltar ao valor encontrado no animal aclimatado a 33‰ (Fig. 56B). 

 A concentração de K
+
 na hemolinfa de C. ornatus não é regulada durante o 

período de aclimatação, a concentração deste íon diminui continuamente de 14,4  0,8 

mmol L
-1

 (t= 0) para 9,6  0,2 mmol L
-1

 (t= 360 h), ficando estável após 120 h em 

contato com água a 21‰. Porém mesmo com o declínio na concentração de K
+
 na 

hemolinfa do animal durante a aclimatação, a concentração deste íon na hemolinfa é 

sempre superior a concentração na água a 21‰ (Fig. 56C). 

 A concentração de Mg
2+

 na hemolinfa do animal assume um valor mínimo 24 h 

após a transferência para a água a 21‰ (12,1  0,3 mmol L
-1

). Após 360 h de 
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aclimatação ocorre uma recuperação (14,3  0,4 mmol L
-1

). Entretando a recuperação 

de Mg
2+

 pelo animal é parcial, não conseguindo atingir a concentração encontrada no 

animal aclimatado a 33‰ de 19,8  0,3 mmol L
-1

 (Fig. 56D). Nas condições de estudo a 

concentração de Mg
2+

 na hemolinfa é sempre inferior a do meio externo a 21‰ de 

salinidade. 

 Na Tabela 15 estão resumidos os resultados obtidos para animais recém 

capturados e aclimatados. 

 

 

 

 

Tabela 15. Concentração de íons na hemolinfa de C. ornatus aclimatado a 33‰ e 

transferido para 21‰ de salinidade 

 

Tempo (h) [Na
+
] 

(mmol L
-1

) 

[Ca
2+

] 

(mmol L
-1

) 

[K
+
] 

(mmol L
-1

) 

[Mg
2+

] 

(mmol L
-1

) 

recém-capturado 372,0  16,3 13,6  1,0 12,2  0,7 19,2  0,3 

0 405,0  9,9 18,6  0,6 14,4  0,8 19,8  0,3 

1 243,0  4,3 10,7  0,8 15,2  0,4 15,7  0,4 

5 285,0  10,0 13,1  0,6 12,7  0,3 13,8  0,2 

24 250,0  6,8 11,5  0,6 12,5  0,3 12,1  0,3 

120 352,0  6,0 14,9  0,4 9,0  0,4 15,5  0,3 

360 329,0  8,8 15,6  0,6 9,6  0,2 14,3  0,4 
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Figura 56. Concentração de íons na hemolinfa de C. ornatus aclimatado a 33‰ e 

transferidos para 21‰ de salinidade. 

A- concentração de Na
+
. B- concentração de Ca

2+
. C- concentração de K

+
. D- 

concentração de Mg
2+

. () animais recém-capturados. () concentração de íons após a 

transferência dos animais aclimatados a 33‰ para 21‰ de salinidade. A leitura foi 

realizada utilizando três diferentes amostras de hemolinfa (N= 3). A linha pontilhada 

representa a concentração do íon na água a salinidade de 21‰. 
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4.5. Efeito do tempo de aclimatação na atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase nas brânquias 

posteriores de C. ornatus 

 Os animais foram aclimatados durante 15 dias em tanques a 33‰ de salinidade e 

em seguida transferidos para tanques contendo água a 21‰. Os animais foram 

sacrificados e as brânquias posteriores foram removidas e o homogeneizado preparado 

como descrito em Materiais e Métodos. A atividade foi determinada para cada 

homogeneizado de animais antes da transferência (t= 0) e após 1, 5, 24, 120 e 240 h da 

mudança de salinidade (Fig. 57). 

 Podemos observar uma diminuição na atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase 

imediatamente após a transferência dos animais para salinidade de 21‰ (1 h), 

retomando a atividade inicial (animais aclimatados a 33‰) 24 h após serem submetidos 

a salinidade menor. A atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase assume valores 2,4 vezes maior 

quando o animal está aclimatado por 240 h a 21‰, não variando mais após esse 

período. 

 A Tabela 16 reúne os valores de atividade ATPase total, insensível a ouabaína e  

(Na
+
,K

+
)-ATPase para Callinectes ornatus aclimatado a 33‰ e imediatamente 

transferidos a 21‰ de salinidade. 

 

Tabela 16. Atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal do tecido branquial 

posterior (6º, 7º e 8º pares) de Callinectes ornatus aclimatados a 33‰ e 

imediatamente transferidos para 21‰ de salinidade. 

 

Tempo 

(h) 

ATPase Total    

 (U mg
-1

) 

Insensível a ouabaína 

(U mg
-1

) 

(Na
+
,K

+
)-ATPase  

(U mg
-1

) 

0  86,9  3,0 10,9  0,3 76,0  2,5 

1 63,2  2,2 9,7  0,3 53,5  1,8 

5 79,5  2,7 13,6  0,4 65,9  2,1 

24 96,0  3,4 9,8  0,3 86,2  3,3 

120 129,5  4,0 11,9  0,4 117,6  4,0 

240 203,3  6,5 18,3  0,5 185,0  5,9 
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Figura 57. Atividade ATPase da (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal do tecido 

branquial de Callinectes ornatus aclimatado a 33‰ e transferidos para 21‰ de 

salinidade. 

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 

50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo ATP 0,5 mmol L
-1

, NaCl 50 mmol L
-1

, KCl 5 mmol L
-1

, 

MgCl2 2 mmol L
-1

, NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 49 U PQ e 94 U LDH. A 

reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. O experimento foi realizado 

usando-se diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

40

80

120

160

 

 

24012024510

U
 m

g
-1

Tempo (h)



                                                                                                                                                     Resultados 
 

 124 

 
 

4.6. Efeito da aclimatação a baixa salinidade sobre a concentração e atividade da 

(Na
+
,K

+
)-ATPase nas brânquias individuais (6

a
 e 7

a
 brânquia) 

 SDS-PAGE revelou que houve uma variação não só no perfil protéico durante a 

aclimatação (Fig. 24), mas também entre as brânquias 6 e 7 de animais submetidos a 

mesma salinidade externa (Fig. 58). Quando o animal está aclimatado a 33‰, a 

concentração de proteínas com peso molecular de 225 e 150 kDa é maior na 7ª brânquia 

(A2) que na 6ª brânquia (A1). Da mesma forma para o animal aclimatado a 21‰, a 

concentração de algumas proteínas também variam para a 6ª (A3) e 7ª (A4) brânquia. A 

presença de uma única banda imunorreativa (Mr 109 kDa) para ambas as brânquias 6ª 

(B1 e B3) e 7ª (B2 e B4) e ambas as condições 33‰ (B1 e B2) e 21‰ (B3 e B4), sugere 

a presença de uma única isoforma da subunidade  da (Na
+
,K

+
)-ATPase. Nota-se que, 

independente da brânquia estudada, a quantidade da subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase é 

maior quando o animal está aclimatado a 21‰. Da mesma forma, independente da salinidade, a 

quantidade da subunidade  também é maior na 7ª que na 6ª brânquia (Fig.58). 

 A modulação por ATP da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal da 

6ª e 7ª brânquia separadas para C. ornatus aclimatado a 21 e 33‰ de salinidade está 

mostrada na Tabela 17. A variação da concentração de ATP de (10
-6

 a 10
-3

 mol L
-1

), 

estimulou a atividade por meio de interações sítio-sítio (nH1,0) para ambas as 

amostras. Independente da concentração salina, a atividade da 6ª brânquia é sempre 

maior que a atividade da 7ª brânquia, em cerca de 30%. Da mesma forma, a aclimatação 

a uma salinidade inferior produz um aumento de 60% no valor de atividade, 

independente da brânquia testada. A aclimatação em meio diluído produz um aumento 

da afinidade da (Na
+
, K

+
)-ATPase pelo ATP, porém a 6ª brânquia apresenta um valor de 

K0,5 sempre menor quando comparado com o da 7ª brânquia, tornando a eficiência 

catalítica maior na 6ª brânquia. Ao contrário do observado para a modulação pelo ATP, 

a 7ª brânquia apresenta maior afinidade pela ouabaína, de cerca de 40% maior que a da 

6ª brânquia, independente da salinidade do meio.  
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Figura 58. SDS-PAGE e Western blot da fração microsomal da 6ª e 7ª brânquia de 

Callinectes ornatus aclimatado a 33 e 21‰ por 10 dias.  

 A eletroforese foi realizada em gradiente de gel de poliacrilamida de 5 a 20% 

usando 3 g de proteína para a revelação com prata e 60 g de proteína para a análise 

por Western blotting. Após a corrida, uma das metades do gel foi corada com nitrato de 

prata e a outra submetida à eletrotransferência para membrana de nitrocelulose. A 

membrana de nitrocelulose foi incubada com anticorpo monoclonal alfa-5 (diluído 1:10) 

durante 1h, a 25°C, com o anticorpo secundário anti IgG de camundongo, acoplado a 

fosfatase alcalina. A- Coloração com nitrato de prata. B- Western blotting. 1 e 2: C. 

ornatus aclimatado a 33‰. 3 e 4: C. ornatus aclimatado a 21‰. 1 e 3: 6ª brânquia. 2 e 

4: 7ª brânquia. 
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Tabela 17. Parâmetros cinéticos calculados para a estimulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase pelo ATP e ouabaína da 6ª e 7ª brânquias 

de Callinectes ornatus aclimatado a 21 e 33‰ de salinidade durante 10 dias. 

A atividade da enzima foi determinada continuamente a 25ºC, em tampão Hepes 50 mmol L
-1

, pH 7,5, contendo  MgCl2 0,7 mmol L
-1

 (ou 2,0 mmol 

L
-1 

para 33‰), KCl 5 mmol L
-1 

(ou 10 mmol L
-1 

para 33‰) e NaCl 50 mmol L
-1

 (ambas as salinidades), NADH 0,20 mmol L
-1

, FEP 3,2 mmol L
-1

, 

49 U PQ e 94 U LDH em um volume final de 1 mL. A reação foi iniciada pela adição de 36,2 μg de proteína. Os experimentos foram realizados 

empregando-se três diferentes homogeneizados de brânquias (N= 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EfetorInibidor V (U
 
 mg

-1
) K0.5 or KI  (µmol L

-1
) nH V/K 

 21 ‰ 33 ‰
 

21 ‰ 33 ‰
 

21 ‰ 33‰
 

21 ‰ 33‰
 

ATP 6ª brânquia 200,5 ± 7,1 83,5 ± 2,6 26,0 ± 0,9 37,0 ± 1,3 1,3 1,2 7,7 2,3 

ATP 7ª brânquia
 

145,2 ± 5,0 55,6 ± 2,0 38,7 ± 1,3 44,0 ± 1,5 1,7 1,2 3,8 1,3 

Ouabaína 6ª brânquia
 

- - 147,5 ± 5,1 117,3 ± 4,0 - - - - 

Ouabaína 7ªbrânquia
 

- - 88,8 ± 3,2 62,6 ± 2,2 - - - - 
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4.7. Análises moleculares 

 

4.7.1. Identificação dos genes codificadores das proteínas (Na
+
, K

+
)-ATPase e 

RPL10 em Callinectes ornatus 

 Com a finalidade de identificar os genes codificadores das proteínas (Na
+
, K

+
)-

ATPase e RPL10 em Callinectes ornatus  foram feitas análises por RT-PCR utilizando 

os primers degenerados NaK_10F e NaK_16R [baseados em sequências conservadas da 

subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase de alguns braquiúrus] e os primers RPL10Cs_F e  

RPL10Cs_R (de Callinectes sapidus) das quais foram obtidos um produto de 

aproximadamente 700pb para a (Na
+
, K

+
)-ATPase e um produto de aproximadamente 

300pb para a proteína RPL10 (Fig. 59), as amplificações apresentam os pesos esperados 

obtidos para outras espécies de crustáceo, como Chasmagnathus granulatus, Eriocheir 

sinensis, Pachygrapsus marmoratus e Homarus americanus. 

Os fragmentos de DNA obtidos pelas reações de PCR foram clonados em 

vetores pGEM-T (Promega), transformados em bactérias E. coli quimiocompetentes e 

os plasmídios contendo os fragmentos de PCR para os genes da subunidade  da (Na
+
, 

K
+
)-ATPase (~700pb) e da RPL10 (~300pb) foram digeridos com EcoR1 a fim de 

confirmar a presença do inserto. Para a proteína RPL10 o observado foi um único 

fragmento do tamanho esperado, enquanto para a subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase 

foi observado a divisão do inserto em dois fragmentos de aproximadamente 550 e 150 

pb, que ocorreu devido a existência de um sítio de restrição interno para EcoRI (Fig. 60 

e 61), esse sítio de restrição interno já havia sido observado para o gene da subunidade 

 da (Na
+
, K

+
)-ATPase em M. amazonicum (Faleiros, 2007).  

As identidades das sequências obtidas através do seqüenciamento foram 

confirmadas por alinhamento BLASTX contra os bancos de dados disponíveis pelo 

Centro Nacional de Informação Biotecnológica (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov). Para a 

subunidade α da (Na
+
, K

+
)-ATPase foram observadas altas similaridades com as 

enzimas de outros crustáceos como: Callinectes sapidus (caranguejo estuarino) (número 

de acesso ao GenBank AAG47843.1|AF327439_1) com similaridade de 84%, Penaeus 

monodon (camarão marinho e estuarino) (número de acesso ao GenBank ABV65906.1) 

com similaridade de 83%, Pachygrapsus marmoratus (caranguejo entremarés) (número 

de acesso ao GenBank ABA02167.1) com similaridade de 82%, Carcinus maenas (siri 

estuarino e marinho) (número  de acesso  ao GenBank AAK62046.1)  com  similaridade  
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Figura 59. Análise da reação de PCR em gel de agarose 1%, correspondente à 

amplificação das subunidades α da (Na
+
, K

+
)-ATPase e do gene RPL10 tendo como 

molde o cDNA total, produzido a partir da extração de RNA total das brânquias 

de C. ornatus.  

1- Fragmento da subunidade α da (Na
+
, K

+
)-ATPase de ~700 pb, amplificado 

com os primers degenerados NaK_10F e NaK_16R. M- marcador molecular 1 kb. 2- 

Fragmento de ~300 pb do gene RPL10 amplicado com os primers para Callinectes 

sapidus RPL10Cs_F e  RPL10Cs_R. 
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Figura 60. Eletroforese em gel de agarose 1% das amostras de DNA após digestão 

com a enzima de restrição EcoRI. 

1- Presença de dois fragmentos de ~150 pb e ~550 pb, que juntos produzem um 

fragmento de ~700 pb resultado da amplificação do cDNA utilizando os primers 

degenerados NaK_10F e NaK_16R. 2- Marcador molecular de 100 pb. 3- Marcador 

molecular de 1kb. 4- Fragmento de ~320 pb amplificado com os primers do gene 

RPL10 específicos para Callinectes sapidus. 
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de 81% e Homarus americanus (lagosta vermelha marinha) (número de acesso ao 

GenBank AAN17736.1) com similaridade de 80%. 

Para obtenção de primers específicos para a subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase 

de C. ornatus foi utilizado como sequencia molde o produto de aplificação dos primers 

degenerados seqüenciados (Figura 61 e Tabela 1), os primers específicos (NaK_Co_F e 

NaK_Co_R, para a (Na
+
, K

+
)-ATPase; RPL10_Co_F e RPL10_Co_R para a RPL10) 

amplificam um fragmento de 139 pb. 

Uma vez obtido os primers específicos para a subunidade  da (Na
+
, K

+
)-

ATPase de C. ornatus, o mesmo foi feito para o gene da proteína RPL10 e para isso um 

dos clones contendo o fragmento de ~330 pb, obtido a partir da amplificação de cDNA 

total com os primers baseados na sequência de nucleotídeos do gene RPL10 de 

Callinectes sapidus (RPL10_Cs_F e RPL10_Cs_R), foi sequenciado (Fig. 62), teve a 

sequência submetida a alinhamento BLAST, e sua identidade confirmada à partir das 

similaridades com as sequência da proteína ribossomal L10 de outras espécies como: 

Callinectes sapidus (caranguejo estuarino) (número de acesso ao GenBank 

AY822650.1) com similaridade de 91%; Homo sapiens (espécie humana) (número de 

acesso ao GenBank AB528224.1) com similaridade de 82%, Papio anubis (Babuíno) 

(número de acesso ao GenBank NM_001168802.1) com similaridade de 81%, Pongo 

abelii (orangotango) (número de acesso ao GenBank NM_001132532.1) com 

similaridade de 81% e Rattus norvegicus (ratazana) (número de acesso ao GenBank 

NM_031100.1) com similaridade de 80%. 

Os primers específicos para a proteína RPL10 de C. ornatus foram desenhados 

baseados utilizando-se como molde a sequência obtida com a utilização dos primers 

específicos para C. sapidus (Figura 62 e Tabela 1), os primers específicos amplificaram 

um fragmento de 150 pb. 

 

4.7.2. Análise da transcrição do gene da subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase 

durante a aclimatação 

 As análises por qRT-PCR com os primers específicos para a subunidade  da 

(Na
+
, K

+
)-ATPase foram realizadas nas amostras de 6ª e 7ª brânquia dos animais 

aclimatados a salinidade de 33‰ e após serem transferidos a salinidade de 21‰ em 

tempos predeterminados de 0, 1, 2, 5, 24, 48, 120 e 240h. 
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Clone NaK 

 

CNATCGCCAGCTATTTAGGTGANANTATAGAAATNNTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTG 

GGATCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGGGTGATC 

GCCNGTGACCATGATGACCTTGATACCAGCAGAACGGCACTTGGCCACGGCGTCGGGCAC 

AGCAGCACGGGGAGGATCAATCATGGACATGAGGCCGACGAATCGAAGACCATGCACGGG 

GAAGTTAATGGCATCAGCATCAAAAGGATAGCCGAGGGGGTACTTGTCAGAGGGCAGAAC 

ATAGTCGCAGAAGCCCAGCACACGCTCTCCCAGCCCACCCAATTCCAAGTAAGCATTGTT 

GAAAGCTTCCTTCATCTCCTCATCCCAAAGGCTTCTCCTCACCATTCATGAAANATGGGG 

GAGCATCGTTTCAANGGATCCTTCTCTGGANCACCCNTCATCACGAGCAGGTAGCGGNAN 

GTCATTTCTTGGTCCNGGGNNCNCGNGGAAANAAAACNTGGGNACTTNGTTGGGTGGAAN 

TGAAANGAANTNCCAAANACCNTNTTTATTTGCNGGGAAACCCNGGCCCCNTCNNGTTTC 

CNAATAACAAGTTTCCCACNCCCNTTCNGCNGAANACANCCCCCNAAANNTTTCCCCNTT 

TCCCCCTTTTCGTTTTAAAANNGGGAAAATTNTTCCTTAACNTTTTTGAAATTNCNCCCG 

GNTNNNAAAANAGANANTNCNGGNNGNAANCCNTCCTCCCCCNAAAANNTTTNCTATNGG 

NCACCCTAATGGGCCNCCAAANNACCCCCCNACAAGGGGTNTTNAAAAANTNTNGCCCCC 

NNNNNANNATTTCCCGGNCCCCNTNGGGGNNGNAATNNAAAANNGCGCATCNCCCTTTNA 

NGGAATANNAANANCNGGNTNTTTTANCAGGGTNGANAAACCCGGCCCNCCANNATCNNG 

NANCCCNCNTNNGGGGGGANGAAGAGCNCCNCCCCC 

 

 

 

Figura 61. Sequência parcial específica da subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase do 

tecido branquial do siri C. ornatus. 

Sequência obtida com a utilização dos primers degenerados NaK_10F e 

NaK_16R. A sequência em verde representa o primer NaK_Co_F e a sequência em azul 

representa o primer NaK_Co_R, primers específicos para a sequência de C. ornatus. A 

sequência em vermelho representa o sítio interno de restrição para a enzima EcoRI 

(GAATTC). 
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Clone RPL10 

 

CNANCGCCAAGCTATTTAGGTGNACTATAGAATNNCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGG 

NTCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTAAGAACTGCG 

NCAAGGACCAGTTCCATGTCCGCGTCCGGCTCCACCCCTTCCACGTGATCCGCATTAACA 

AGATGTTGTCCTGTGCTGGGGCTGATAGGCTCCAGACCGGGATGCGCGGAGCCTTTGGCA 

AGCCCCAGGGGACGGTAGCCAGGGTTCAAATCGGCCAGCCTATCATGTCGGCTCGCACCC 

ACGACAGGCACAAGGCCCACGTCATTGAGGCGCTGAGGAGGGCCAAGTTCAAGTACCCCG 

GCAGGCAGAAGATCTACGTGTCGCGCAAGTGGGGCTTTACCAAGTTTGACCAATCGAATT 

NCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGGAGCATGCGACGTCNGGCCCAATTCGCCCTATAGT 

GAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTANACGTCGTGAACTGGAAAANCCTGGGG 

TTACCNACTTNATCCCTTGGAACNATCCCCNTTTGCCAGCTNGGGTANANCNAAAAGCCC 

NCNCNAATCCCCTTCCAAAAATTNCCCACCCTTNATGGCAANNNACCCCCCTTTAAANGG 

NCCATNAACCCGGGGGGGGGNNNGGTTAACCCAAAGGNNACCCTTTAATTTGNNGGGCCN 

TANGCCCNGCCCCTTTGNGTTTTTCCCCTCCTTTTTCCNNANTTNCCGGGTTTCCCCCAA 

AATTTNAANNGGGGGGNNCTTTNNGGT 

 

 

 

 

Figura 62. Sequência parcial específica da proteína ribossonal L10 do tecido 

branquial do siri C. ornatus. 

Sequência obtida com a utilização de primers específicos para a sequência da 

proteína para Callinectes sapidus (RPL10_Cs_F e RPL10_Cs_R). A sequência em 

verde representa o primer RPL10_Co_F e a sequência em azul representa o primer 

RPL10_Co_R, específicos para a sequência de C. ornatus. 
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 Para as comparações dos níveis de transcrições entre os diferentes tempos de 

aclimatação a salinidade de 21‰ e as diferentes brânquias, todos os valores do CT 

foram calibrados pela média dos CTs das amostras de 0h da 6ª brânquia. 

 Para a 6ª brânquia foi observado uma manutenção no nível dos transcritos até 2h 

após os animais serem transferidos para uma menor salinidade, ocorrendo um súbito 

aumento 5h após a transferência, mantendo-se alto por um período de 24h.  Após 48 

horas na salinidade de 21‰ o nível dos transcritos retornou aos valores iniciais (0h), 

voltando a aumentar após 120 horas e seguindo alto até 240h de aclimatação (Figura 

63). As variações observadas entre os diferentes tempos de aclimatação foram 

analisadas estatisticamente pelo teste t-student, comparando todas as amostras 

individualmente à amostra de 0h. As análises estatísticas foram significantes (p0,05) 

para as amostras de 5h (p0,0001), 24h (p=0,0313), 120h (p=0,0244) e 240h 

(p=0,0176). 

 Para a 7ª brânquia foi observado a manutenção em níveis baixos até 2h após os 

animais serem transferidos para uma menor salinidade, seguido por um aumento 

acentuado em 5h após a transferência. O nível dos transcritos se manteve alto até o 

período de 24h, caindo aos níveis próximos aos iniciais 48h após a transferência, 

seguido de  um novo aumento após 120h e finalizando com uma queda 240h após a 

transferência (Figura 64). As variações observadas entre os diferentes tempos de 

aclimatação foram analisadas estatisticamente pelo teste t-student comparando todas as 

amostras individualmente à amostra de 0h. As análises estatísticas foram significantes 

(p0,05) para as amostras de 5h (p=0,0356) e 120h (p=0,0291) 

Quando comparados em um mesmo gráfico a 6ª e 7ª brânquia para o mesmo 

período de aclimatação (Figura 65) foi observado que em ambas as brânquias os 

padrões de transcrição foram  parecidos. Uma vez submetidos à análise Anova 2-way os 

resultados não indicaram diferença nos níveis de transcrição entre as 6ª e 7ª brânquias 

(p0,05), porém os níveis de transcritos de ambas as brânquias demonstraram variação 

ao longo do tempo (p=0,0029). 
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Figura 63. Decurso temporal do efeito da aclimatação à salinidade de 21‰ sobre a 

expressão de RNAm da subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase presente na 6ª 

brânquia do siri C. ornatus. 

A análise por qRT-PCR usando o sistema SYBR Green (Applied Biosystems) 

dos transcritos na 6ª brânquia durante o período de 0h à 240h de aclimatação. As 

amostras foram calibradas para a amostra de 0h e as diferenças verificadas pelo teste t-

student. 
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Figura 64. Decurso temporal do efeito da aclimatação à salinidade de 21‰ sobre a 

expressão de RNAm da subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase presente na 7ª 

brânquia do siri C. ornatus. 

A análise por qRT-PCR usando o sistema SYBR Green (Applied Biosystems) 

dos transcritos na 7ª brânquia durante o período de 0h à 240h de aclimatação. As 

amostras foram calibradas para a amostra de 0h e as diferenças verificadas pelo teste t-

student. 
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Figura 65. Análise da expressão de RNAm da subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase 

entre a 6ª e 7ª brânquia durante a aclimatação à salinidade de 21‰ do siri C. 

ornatus 

A análise por qRT-PCR usando o sistema SYBR Green (Applied Biosystems) 

dos transcritos na 6ª e 7ª brânquia durante o período de 0h à 240h de aclimatação. As 

amostras foram calibradas para a amostra de 0h e as diferenças verificadas pelo teste 

Anova 2-way. 
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5. DISCUSSÃO 

Tem sido objeto de estudo de alguns autores, a relação entre a variação da 

salinidade do meio externo e a atividade específica da (Na
+
, K

+
)-ATPase presente no 

tecido branquial dos crustáceos. Sabe-se que essa atividade específica varia 

grandemente em resposta a alteração na salinidade do meio externo, aumentando 

quando animais que habitam água salgada são expostos a ambientes mais diluídos 

(Péqueux, 1995; Lucu & Towle, 2003). Além de atuar na regulação osmo-iônica dos 

crustáceos expostos a diferentes salinidades, essa enzima também participa diretamente 

da excreção de amônia no epitélio branquial (Wiehrauch, 2004). 

 Embora esses fatores já estejam estabelecidos, ainda não se conhecem os 

mecanismos utilizados na regulação da atividade em resposta à alteração da salinidade 

do ambiente, nem os mecanismos moleculares envolvidos no processo de excreção de 

amônia. A fim de contribuir para o esclarecimento dessas questões, comparamos as 

propriedades cinéticas e moleculares da (Na
+
, K

+
)-ATPase expressa nas frações 

microsomais do tecido branquial de Callinectes ornatus aclimatado em duas diferentes 

salinidades, 21 e 33‰.  

 

5.1. Estudo da fração microsomal 

A alteração do padrão de proteínas presentes nas frações microsomais do tecido 

branquial de C. ornatus, em resposta à aclimatação a diferentes salinidades, foi 

evidenciada tanto pelos perfis de centrifugação em gradiente sacarose (Figs. 23 e 37), 

quanto pela análise eletroforética comparativa (Fig. 24). Os perfis de centrifugação em 

gradiente sacarose obtidos para os animais aclimatados a salinidade de 21 e 33‰ são 

diferentes, inclusive do perfil observado para os animais recém-capturados (Garçon et 

al., 2007). Para os animais recém-capturados foi observado um único pico protéico, 

compreendido entre 35 e 45% de sacarose, já para os animais aclimatados em ambas as 

condições, dois picos protéicos foram observados nas mesmas concentrações de 

sacarose, apresentando concentrações de proteína semelhante. Uma mudança 

significativa na atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase foi observada no pico II, sugerindo que a 

aclimatação a diferentes salinidades resultou em uma mudança no micro-domínio da 

membrana, onde essa proteína é distribuída em membranas de maior densidade. 

Contudo outros estudos são necessários para elucidar a mudança na composição lipídica 

da membrana. 
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 A presença de apenas uma banda imunorreativa (~109 kDa) na análise por 

Western blot sugere a presença de uma única isoforma da subunidade  da (Na
+
, K

+
)-

ATPase no tecido branquial do animal em ambas as condições salinas, ou que as 

isoformas presentes não apresentam grande variação de massa e portanto não podem ser 

separadas nas condições empregadas. A proporção relativa desta subunidade nos 

microsomas de animais aclimatados a salinidade de 21 ‰ é 2,45 vezes maior quando 

comparada aos aclimatados a salinidade de 33 ‰, esses resultados coincidem com o 

aumento da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase. Resultados similares foram encontrados para 

outras espécies de siris e caranguejos onde um aumento da expressão da subunidade  

da (Na
+
,K

+
)-ATPase no tecido branquial foi observado em resposta a aclimatação a 

meios diluídos (Lucu & Flik, 1999; Lovett et al., 2002; Masui et al., 2005b). Em 

contraste, uma pequena variação da expressão da subunidade  foi observada no tecido 

branquial do siri Callinectes sapidus em resposta à aclimatação do animal a diferentes 

salinidades, a despeito de grandes alterações na atividade enzimática (Towle et al., 

2001), enquanto pequenas alterações na atividade específica foram observadas no tecido 

branquial do caranguejo C. granulatus em resposta à aclimatação a meios diluídos, a 

despeito de um aumento de 35-50% no RNAm para esta subunidade (Luquet et al., 

2005). A atividade K
+
-fosfatase diminui 2,1 vezes quando M. olferssi é transferido da 

água doce para uma salinidade de 21‰, porém a expressão relativa da subunidade  é 

muito semelhante (Mendonça et a., 2007). Para M. amazonicum, Belli (2009) observou 

uma diminuição de 2,5 vezes na expressão da subunidade , coincidindo com a 

diminuição na atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase, comparando animais mantidos em água 

doce e aclimatados a 21‰, porém Faleiros (2007) determinou níveis semelhantes de 

RNAm para a subunidade  da (Na
+
, K

+
)-ATPase no tecido branquial de animais 

mantidos em água doce ou aclimatados por 10 dias a 25‰. Esta diversidade de 

resultados sugere não só que diferentes espécies podem usar mecanismos distintos de 

regulação da atividade da enzima, mas torna também evidente a necessidade de um 

maior número de estudos para avaliar a real importância de alterações na síntese e/ou 

degradação da enzima para a regulação da sua atividade em resposta à alteração da 

salinidade do meio externo. 
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5.2. Atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
, K

+
)-ATPase branquial de C. ornatus 

A capacidade da (Na
+
, K

+
)-ATPase em hidrolisar o p-nitrofenilfosfato (PNPP), 

tem sido foco de estudo para vários pesquisadores (Gache et al., 1977; Glynn, 1985; 

Berberian & Beaugé, 1992; Specht et al., 1997; Furriel et al., 2001; Homareda & 

Ushimaru, 2005). Entretanto, existem controvérsias a respeito do mecanismo de reação 

da enzima quando esse substrato não fisiológico é utilizado. Está bem estabelecido que, 

a atividade PNPPase da enzima é estimulada por K
+
 proveniente do lado intracelular da 

membrana, enquanto a atividade ATPase é estimulada por K
+ 

extracelular (Drapeau & 

Blostein, 1980; Glynn, 1985). A forma E2 aparentemente é a principal conformação 

envolvida na hidrólise do PNPP, que parece não estar associada ao transporte de íons 

através da membrana (Glynn, 1985; Robinson & Pratap, 1991; Berberian & Beaugé, 

1992; Jorgensen et al., 1998). Recentemente, Gatto et al. (2007) sugeriram que a 

conformação predominante da enzima em presença de K
+
 e PNPP corresponderia à 

forma E2(K)PNPP, na qual os K
+
 estariam ocluídos no domínio transmembrana. Por 

outro lado, há algumas evidências de que o PNPP é capaz de fosforilar a enzima 

(Yamazaki et al., 1994; Homareda & Ushimaru, 2005), embora este ponto seja alvo de 

alguma controvérsia (Glynn, 1985).  

Estudos de caracterização cinética da enzima em brânquias de crustáceos 

empregando o PNPP como substrato são muito escassos (Furriel et al., 2001; Masui et 

al., 2003, 2005b). O estudo da atividade K
+
-fosfatase em frações de membrana do 

tecido branquial do siri C. danae e do camarão M. olfersii proporcionaram novos 

enfoques para utilização do substrato PNPP na caracterização cinética da (Na
+
,K

+
)-

ATPase como uma forte ferramenta para ser empregada em estudos mecanísticos, bem 

como para estudos comparativos da atividade da enzima nos tecidos branquiais dos 

crustáceos em condições normais ou aclimatados a diferentes salinidades (Furriel et al., 

2001, 2004; Masui et al., 2003, 2005b).  

 A atividade K
+
-fosfatase do tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21‰ 

estimada em 98 U mg
-1

 é aproximadamente 3 vezes maior que a atividade estimada para 

C. ornatus aclimatado a 33‰.  Esses resultados são coerentes com dados disponíveis na 

literatura, comprovando que, quanto menor a salinidade, maior a atividade específica da 

enzima (Harris & Bayliss, 1988; Corotto & Holliday, 1996; Henry et al, 2002; Lucu & 

Towle, 2003). Resultados semelhantes onde a atividade K
+
-fosfatase aumenta 

aclimatando o animal a baixa salinidade foram descritos para C. danae. A atividade 

varia de 55 U mg
-1

 para 102,9 U mg
-1

 aclimatando o animal a 33 e 15‰, 
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respectivamente (Masui et al., 2005b). M. olfersii, um camarão de água doce, quando 

aclimatado a uma salinidade mais elevada, apresenta redução de 2 vezes na atividade 

K
+
-fosfatase (Mendonça et al., 2006). A afinidade aparente (Km) da enzima pelo PNPP 

foi da ordem de 2,3 ± 0,1 e 1,3 ± 0,06 mM para o animal aclimatado a 21 e 33 ‰, 

respectivamente. A afinidade da enzima pelo substrato sintético parece não variar muito 

com a salinidade. Também, valores similares foram relatados para a enzima do tecido 

branquial de M. olfersii (Furriel et al., 2001), C. danae (Masui et al., 2002), 

Xiphopenaeus kroyeri (Leone et al, 2005b), de membranas axonais de Cancer pagurus 

(Gache et al., 1976; 1977) e para a enzima de vertebrados (Beaugé & Berberian, 1983; 

Davis & Robinson, 1988). 

Os íons magnésio são essenciais para a atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
,K

+
)-

ATPase de diferentes fontes (Rossi et al., 1978; Gache et al., 1979; Glynn, 1985; 

Robinson & Pratap, 1991; Berberian & Beaugé, 1992; Gatto et al., 2007) e a inibição da 

atividade em concentrações elevadas destes íons pode ser atribuída à competição com os 

íons K
+
 pela ligação aos sítios de transporte, na molécula da enzima (Gatto et al., 2007). 

A estimulação da atividade K
+
-fosfatase pelos íons magnésio para a enzima de C. 

ornatus aclimatados a 21 e 33‰ apresentou valores de K0,5 iguais a 0,88 ± 0,04 mM e 

1,00 ± 0,04 mM, respectivamente, similares aos observados para a enzima branquial de 

M. olfersii recém coletado (Furriel et al., 2001) ou aclimatado à salinidade de 21‰ 

(Mendonça et al., 2006); de C. danae recém capturado (Masui et al., 2003) ou 

aclimatado a 15‰ (Masui et al., 2005b) e Xiphopenaeus kroyeri (Leone et al, 2005b). 

Valores próximos também foram relatados para a enzima de membranas axonais de C. 

pagurus obtida de diferentes fontes (Gache et al., 1976, 1979) bem como para a enzima 

de vertebrados (Robinson, 1981; Beaugé & Berberian, 1983). 

Altas concentrações de íons sódio inibem a atividade K
+
-fosfatase 

aparentemente devido à competição com os íons potássio pelos sítios de ligação (Glynn, 

1985; Robinson & Pratap, 1991), têm sido sugerido que os íons Na
+
 em excesso 

também ocupam o(s) sítio(s) de ligação dos íons Mg
2+

, contribuindo para a inibição 

(Drapeau & Blostein, 1980; Robinson & Pratap, 1991). Nenhum efeito inibitório foi 

observado em controles realizados com cloreto de colina na mesma faixa de 

concentração, descartando a possibilidade de inibição por efeitos de força iônica. A 

atividade K
+
-fosfatase da enzima do tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21 e 

33‰ foi inibida por altas concentrações de íons Na
+
, similarmente ao relatado para 
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enzima de outras fontes (Gache et al., 1976; Glynn, 1985; Furriel et al., 2001; Masui et 

al., 2003; Mendonça et al., 2006).  

 Os valores de 1,6 mM e 2,4 mM determinados para Ko,5 devido a estimulação 

pelo K
+
,  da atividade K

+
-fosfatase do tecido branquial de C. ornatus aclimatados a 21 e 

33‰ respectivamente, são similares aos relatados para a enzima obtida do tecido 

branquial de M. olfersii recém capturados ou aclimatados a salinidade de 21‰ (Furriel 

et al., 2001; 2004;  Mendonça et al., 2006), C. danae (Masui et al., 2003), Xiphopenaeus 

kroyeri (Leone et al, 2005b), de membranas axonais de C. pagurus (Gache et al., 1976, 

1979), e tecidos de vertebrados (Robinson, 1981; Glynn, 1985).  

Está estabelecido que os íons amônio podem substituir os íons potássio na 

estimulação da atividade da (Na
+
,K

+
)-ATPase de vertebrados (Robinson, 1970; Kurtz & 

Balaban, 1986; Skou & Esmann, 1992) e de crustáceos (Holliday, 1985; Towle et al., 

1976; Wall, 1996; Towle & Weihrauch, 2001; Weihrauch et al., 2004; Masui et al., 

2002, 2003; Furriel et al., 2004; Mendonça et al., 2007; Weiner & Hamm, 2007). K0,5= 

9,2 e 12,3 mM determinados para a estimulação da atividade K
+
-fosfatase da (Na

+
,K

+
)-

ATPase do tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21 e 33‰, respectivamente, é 

semelhante ao relatado para a enzima de C. danae recém capturado (Masui et al., 2003) 

e aclimatado a 15 ‰ (Masui et al., 2005b); M. olfersii capturado em seu habitat natural 

(Furriel et al., 2004) ou aclimatado a 21‰ (Mendonça et al., 2006); Xiphopenaeus 

kroyeri (Leone et al, 2005b); para enzima de membranas axonais de caranguejo C. 

pagurus (Skou, 1960; Rossi & Lazdunski, 1978), e de cérebro de rato (Robinson, 1970). 

 A (Na
+
,K

+
)-ATPase de C. ornatus aclimatado a salinidade de 21 e 33‰ mostrou 

uma estimulação sinergística da atividade  K
+
-fosfatase por K

+
 e NH4

+
 (ver Figuras 5 

e16). Essa estimulação é um resultado inédito para todas as (Na
+
,K

+
)-ATPase já 

descritas. Além disso, este comportamento sugere, que para a (Na
+
,K

+
)-ATPase de C. 

ornatus um segundo sítio de ligação do NH4
+
 na forma E2 da enzima está acessível aos 

íons em solução. Esses resultados não foram observados para C. danae (Masui et al., 

2002) e Xiphopenaeus kroyeri (Leone et al, 2005b), onde o sítio de ligação para o NH4
+
 

só é observado utilizando o substrato ATP.  Por outro lado, a estimulação da atividade 

da enzima por NH4
+
 a valores similares, tanto em presença quanto ausência de íons K

+
 

(ver Figura 6 e 17), sugere fortemente que os íons NH4
+
 podem ocupar tanto seu sítio 

como o sítio para os íons K
+
. Como não foi observada nenhuma inibição da atividade da 

enzima por excesso de íons potássio quando na presença de íons amônio, pode-se 
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sugerir que não ocorre competição entre esses dois cátions (Robinson, 1970; Gache et 

al., 1976; Masui et al., 2005a).  

A estimulação na atividade K
+
-fosfatase da enzima por K

+
 com incrementos na 

concentração de NH4
+
, promove um aumento na atividade específica simultaneamente a 

uma significativa diminuição no valor de K0,5, esses dados sugerem que o K
+ 

desloca o 

NH4
+
 deste sítio e o NH4

+
 se liga ao sítio recentemente exposto pela mudança de 

conformação, originando uma conformação com alta afinidade por K
+
. Finalmente 

quando a enzima está completamente saturada com NH4
+
 (30 ou 50 mM para C. ornauts 

aclimatado a 21 e 33 ‰, respectivamente) não é observado o deslocamento de NH4
+
 por 

K
+
 para concentrações de K

+
 compreendidas entre 10

-6
 e 10

-2 
M.  

A inibição parcial da atividade PNPPase total  pela ouabaína sugere a presença 

de outras enzimas nos microsomas, diferentes da (Na
+
,K

+
)-ATPase, capazes de 

hidrolisar o PNPP nas condições experimentais usadas. Relatos da literatura mostram 

que o valor da constante de inibição aparente para a inibição da atividade K
+
-fosfatase 

da (Na
+
,K

+
)-ATPase pela ouabaína pode variar de 3 M (Robinson 1981) a 200 M 

(Gache et al., 1976). Os valores de KI encontrados para a enzima de C. ornatus 

aclimatado a 21 e 33‰ apresentaram valores pouco discrepantes, porém estudos futuros 

poderão esclarecer se a variação é significativa. KI semelhantes foram relatados para C. 

danae aclimatado a 15‰ (Masui et al., 2005b) e aclimatado a 33‰, como também para 

Xiphopenaeus kroyeri (Leone et al, 2005b), mas é cerca de 4 vezes menor quando 

comparado ao valor relatado para a enzima de C. danae recém capturado (Masui et al., 

2003) e M. olfersii (Furriel et al., 2002). 

A caracterização cinética da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase das frações de 

membrana do tecido branquial de C. ornatus utilizando o substrato PNPP apresenta 

vantagens em relação à utilização do substrato fisiológico ATP, pois utiliza um método 

espectrofotométrico contínuo simples e direto, não necessitando o emprego de técnicas 

indiretas de medida da atividade hidrolítica da enzima como a dosagem do fosfato 

inorgânico (Heinonen & Lathi, 1981) ou método espectrofotométrico contínuo acoplado 

indireto (Masui et al., 2002; Furriel et al., 2000, 2004). Além disso, esses resultados são 

de grande utilidade para uma rápida comparação entre a enzima de organismos 

diferentes ou aclimatados a diferentes condições.  
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5.3. Atividade ATPase da (Na
+
, K

+
)-ATPase branquial de C. ornatus 

Para os vertebrados, a estimulação da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase pelo ATP 

ocorre através de duas famílias de sítios, uma de alta afinidade, apresentando valores de 

K0,5 entre 0,1 e 1 M e outra de baixa afinidade, com K0,5 entre 0,07 e 0,4 mM (Glynn, 

1985; Ward & Cavieres, 1998). Entretanto, a localização destes sítios na molécula da 

enzima e a caracterização cinética dos sítios de alta afinidade ainda são controversas 

(Fedosova & Esmann, 2007). As estruturas de alta resolução obtidas para a enzima e 

também para o domínio N isolado não incluem o nucleotídeo ligado, ou correspondem à 

forma de baixa afinidade pelo ATP (Hilge et al., 2003; Hakansson, 2003; Morth et al., 

2007). Por outro lado, as atividades máximas correspondentes aos sítios de alta 

afinidade representam apenas 1-10% das atividades totais (Glynn, 1985; Ward & 

Cavieres, 1998; Martin & Sachs, 2000). Igualmente ao reportado para a enzima de 

vertebrados, algumas enzimas de crustáceos também apresentam dois sítios de ligação 

para o ATP, como a enzima do siri C. danae (Masui et al., 2002), do ermitão entre-

marés Clibanarius vittatus (Gonçalves et al., 2006) e do camarão M. amazonicum 

mantido em água doce (Santos et al., 2007) ou aclimatado a 21‰ de salinidade (Belli, 

2008). Contudo a enzima do tecido branquial de C. ornatus apresentou apenas uma 

família de sítio, como reportado para as enzimas de membranas axonais de Cancer 

pagurus (Gache et al., 1977), de brânquias do camarão de água doce M. olfersii (Furriel 

et al., 2000) e C. sapidus (Wheatly & Henry, 1987) e de certos caranguejos braquiúros 

eurialinos (Holliday, 1985; D'Orazio & Holliday, 1985; Corotto & Holliday, 1996). Os 

valores de K0,5 para o ATP determinados para a enzima branquial de C. ormauts 

aclimatado a 21 e 33‰ são muito similares, porém cerca de 3 vezes menor que para C. 

ornatus recém-capturado. Os valores de K0,5 para o animal aclimatado a 21 e 33‰ (50,0 

e 46,0 M, respectivamente) são similares ao valor de K0,5 para o sítio de baixa 

afinidade de M. amazonicum aclimatado a 21‰ [34,1 µM (Belli, 2008)], C. danae [55 

µM (Masui et al., 2002)] e C. vittatus [44,1 µM (Gonçalves et al., 2006)] mantidos em 

33‰ de salinidade.  

 A hidrólise do ATP para a enzima de C. ornatus, independente da salinidade, 

ocorreu segundo uma cinética Michaeliana, assim como observado para o sítio de baixa 

afinidade das enzimas de C. danae (Masui et al., 2002) e C. vittatus (Gonçalves et al., 

2006) e para outras (Na
+
,K

+
)-ATPases já estudadas (Lucu & Towle, 2003, Leone et al., 

2005b).  
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Na ausência de íons magnésio a enzima não é capaz de hidrolisar o ATP, pois o 

complexo Mg-ATP é o verdadeiro substrado da (Na
+
,K

+
)-ATPase (Glynn, 1985; Furriel 

et al., 2000; Karlish, 2003; Garçon et al., 2007). Porém excesso de ATP ou Mg
2+

 livre, 

inibem a atividade ATPase, como observado nesse estudo e em diversas fontes 

(Robinson, 1981; Robinson & Pratap, 1991; Tentes & Stratakis, 1991; Furriel et al., 

2000; Masui et al., 2002; Gonçalves et al., 2006; Garçon et al., 2007; Santos et al., 

2007). Aparentemente, os íons Mg
2+

 interagem com os domínios N, P e A da enzima, 

contribuindo para a estabilização e orientação do fosfato  do ATP e também para a 

coordenação do fosfato ligado covalentemente à enzima, além de atuarem de forma 

crucial nas mudanças conformacionais envolvidas no acoplamento entre a hidrólise do 

ATP e o transporte dos íons K
+
 e Na

+
 através da membrana (Jorgensen et al., 

2001,2003; Patchornik et al., 2002; Horisberger, 2004). A afinidade da enzima de tecido 

branquial de C. ornatus, aclimatado a 21 e 33‰ ou recém-capturado, pelos íons 

magnésio é muito similar aos valores relatados para a enzima de vertebrados (Glynn, 

1985; Robinson & Pratap, 1991), membranas axonais de caranguejo (Gache et al., 1976; 

Rossi et al., 1978) e tecido branquial de M. olfersii (Furriel et al., 2000), C. danae 

(Masui et al., 2002), C. vittatus (Gonçalves et al., 2006) e X. kroyeri (Leone et al., 

2005). Porém para outros caranguejos braquiúros eurialinos os valores encontrados são 

maiores, em torno de 2,6 a 3,5 mM (Corotto & Holliday, 1996; Holliday, 1985; Dórazio 

& Holliday, 1985). Similarmente ao observado para a enzima da membrana axonal de 

caranguejo (Gache et al., 1976) e para a enzima de tecido branquial de C. danae (Masui 

et al, 2002), o aumento da velocidade de hidrólise do ATP com o aumento da 

concentração de íons magnésio ocorre segundo uma cinética cooperativa (nH= 1,3), 

sugerindo a existência de múltiplos sítios ligantes para os íons magnésio. 

As várias isoformas da subunidade  da (Na
+
,K

+
)-ATPase dos vertebrados 

apresentam afinidades aparentes diferentes por ATP, Na
+
 e K

+
 (Levenson, 1994; 

Therien et al., 1996; Blanco & Mercer, 1998; Sweeney & Klip, 1998; Crambert et al., 

2000; Segall et al 2001; Lopez et al., 2002). Diferentes afinidades por Na
+
 e K

+
 também 

foram descritas para isoenzimas constituídas pela mesma isoforma da subunidade  mas 

associadas a diferentes isoformas da subunidade  (Blanco et al., 1999; Therien et al., 

1996; Geering, 2001). Essas diferenças de afinidade aparente parecem ainda ser tecido-

específicas e variar conforme o organismo em que a isoenzima é expressa, o que sugere 

que fatores pós-traducionais ou a composição da membrana também podem modular as 
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propriedades cinéticas da (Na
+
,K

+
)-ATPase (Sweadner, 1989; Levenson, 1994; Therien 

et al., 1996; Lopez et al., 2002). Mais recentemente tem sido proposto que a relevância 

fisiológica desta grande diversidade de isoformas da (Na
+
,K

+
)-ATPase encontrada nos 

vertebrados não está diretamente relacionada às diferenças cinéticas entre elas, que 

parecem ser sutis, mas a interações isoforma-específicas com diversas proteínas 

regulatórias (Pressley et al., 2005). Em contraste com os vertebrados, pouco se conhece 

sobre a ocorrência de isoformas da enzima nos crustáceos e ainda menos sobre 

diferenças cinéticas e funcionais entre elas.  

 A afinidade aparente da (Na
+
,K

+
)-ATPase, extraída de diversas fontes, para os 

íons sódio varia entre 0,06 e 41,6 mM (Robinson & Pratap, 1991; Vilsen, 1995; Therien 

et al, 1996; Specht et al., 1997; Lucu & Towle, 2003).Entre as enzimas branquiais de 

crustáceos estudadas até o momento, a afinidade aparente por íons Na
+
 é bastante 

variável e até recentemente acreditava-se estar correlacionada com a salinidade do 

habitat do animal, sendo maior em animais bem estabelecidos em água doce. Com base 

nos poucos dados disponíveis, propôs-se que a seleção evolutiva de uma (Na
+
,K

+
)-

ATPase com alta afinidade por íons Na
+ 

no epitélio branquial poderia ser uma adaptação 

importante para o estabelecimento de diferentes espécies de crustáceos na água doce, 

contribuindo para o desenvolvimento de um sistema eficiente de captura de íons a partir 

do meio externo diluído (Harris & Bayliss, 1988; Péqueux, 1995). Entretanto, com o 

aumento do número de trabalhos sobre o assunto, esta hipótese vem sendo questionada. 

Analisando os dados atualmente disponíveis para (Na
+
,K

+
)-ATPases branquiais de 

crustáceos marinhos, observa-se que as enzimas de certas espécies, como C. pagurus e 

Macropipus puber, apresentam constantes de afinidade aparente para Na
+
 de 34,6 mM e 

41,6 mM, respectivamente, enquanto outras espécies apresentam valores 7-8 vezes 

menores (Leone et al., 2005b). Da mesma forma, entre as espécies dulcícolas os valores 

de K0,5 variam entre 0,06 e 6 mM (Leone et al., 2005b), com o agravante de que a 

disponibilidade de informação é menor, dificultando uma análise mais fundamentada. 

Certamente, parte destas variações pode ser atribuída a diferenças metodológicas, o que 

implica na necessidade de outros estudos no sentido de esclarecer este ponto. Os valores 

de afinidade aparente, para os íons sódio, da enzima das brânquias de C. ornatus 

aclimatado a 21 e 33‰‰ ou recém-capturados são muito similares, assim como os 

relatados para Carcinus maenas aclimatado a 10‰, M. olfersii e C. danae (Lucu & 

Towle, 2003). A afinidade aparente da enzima de C. ornatus para os íons sódio é 

semelhante às de certos crustáceos estabelecidos em água doce e estuários. Essa 
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afinidade é significativamente maior quando comparada com a de outras espécies 

estabelecidas em água salgada, como Carcinus maenas (aclimatado a 35‰), C. pagurus 

e Macropipus puber, cujos valores de K0,5 são 14, 34,6 e 41,6 mM respectivamente 

(Lucu & Towle, 2003). Já para X. kroyeri (Leone et al., 2005b), um camarão marinho, 

valores semelhantes de afinidade foram relatados.   

 A afinidade da (Na
+
,K

+
)-ATPase branquial dos crustáceos por íons K

+ 
(1 a 6,5 

mM) varia menos que a afinidade por íons Na
+
, nas diferentes espécies estudadas (Lucu 

& Towle, 2003; Leone et al., 2005b). Não ouve mudanças significativas na afinidade 

aparente por K
+
 determinada para a enzima branquial de C. ornatus aclimatado a 21 e 

33‰, esse valor é similar ao relatado para o de C. danae, aclimatado a salinidade 15‰ 

(Masui et al., 2002) ou recém-capturado a 33‰ (Masui et al., 2005b), como para a 

enzima branquial de P. potamios (Tentes & Stratakis, 1991), M. olfersii (Furriel et al., 

2000), C. sapidus (Neufeld et al., 1980), X. kroyeri (Leone et al., 2005b) e para a 

enzima de membranas axonais de C. pagurus (Gache et al., 1976), sugerindo portanto 

que a afinidade da enzima pelos íons potássio não varia com a salinidade do meio que o 

animal habita preferencialmente. Porém, é importante salientar que valores elevados 

para a constante de afinidade para K
+
 foram relatados para Uca minax (Wanson et al., 

1984) e Carcinus maenas (Winkler, 1986). A presença de múltiplos sítios para a ligação 

de K
+
 (n= 1,3) também foi relatada para C. danae aclimatado a salinidade 15‰ (Massui 

et al., 2002) ou recém-capturado a 33‰ (Masui et al., 2005b), resultados que contrastam 

com os relatados para M. olfersii (Furriel et al., 2000) e X. kroyeri (Leone et al., 2005), 

que apresentam cooperatividade negativa, bem como para a (Na
+
,K

+
)-ATPase de U. 

pugnax (Holliday, 1985) e U. pugilator (D´Orazio & Holliday, 1985), que apresentam 

comportamento michaeliano.  

 Os raios iônicos dos cátions NH4
+
 e K

+
 são bastante próximos (Knepper et al., 

1989) e estudos in vitro demonstraram que íons NH4
+
 são capazes de substituir íons K

+
 

na estimulação da hidrólise do ATP pela (Na
+
,K

+
)-ATPase de vertebrados (Mallery, 

1983; Skou & Esmann, 1992; Robinson, 1970; Wall, 1996; Weiner & Hamm, 2007) e 

do tecido branquial de crustáceos (Holliday, 1985; Towle et al., 1976; Wall, 1996; 

Masui et al., 2002, 2005a; Furriel et al., 2004; Gonçalves et al., 2006; Garçon et al., 

2007; Santos et al., 2007). Existem também evidências de que os íons NH4
+
 são 

transportados ativamente pela (Na
+
,K

+
)-ATPase de vertebrados, em substituição aos 

íons K
+
 (Mallery, 1983; Wall, 1996; Weiner & Hamm, 2007). Entre os crustáceos, 

estudos empregando vesículas de membrana das brânquias posteriores de C. sapidus 
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demonstraram que os íons NH4
+
 podem substituir os íons K

+
 como contra-íons para o 

transporte de íons Na
+
 pela (Na

+
,K

+
)-ATPase (Towle & Holleland, 1987).   

 Para a enzima presente no tecido branquial de C. ornatus aclimatado a 21 e 

33‰, o valor de K0,5 para os íons NH4
+
 foi estimado em 4,4 ± 0,2 e 4,1 ± 0,2 mM, 

respectivamente. Esses valores são similares aos relatados para a enzima do tecido 

branquial de C. orantus recém-capturado (Garçon et al., 2007) e para outras espécies de 

crustáceos, tais como C. danae recém-capturados (Masui et al., 2002) e aclimatados a 

salinidade de 15‰ (Masui et al., 2005b), M. olfersii (Furriel at al., 2004), X. kroyeri 

(Leone et al., 2005b), assim como para a enzima de membrana axonal de caranguejo 

(Skou, 1960; Rossi et al., 1978). O valor da afinidade aparente da enzima de crustáceos 

para os íons NH4
+
 também é similar aos valores relatados para a enzima de vertebrados, 

que varia entre 3 e 6 mM (Landon & Norris, 1963; Robinson, 1970). Fisiologicamente, 

a (Na
+
,K

+
)-ATPase transporta Na

+
 e K

+
, assim, mesmo sendo possível a ligação dos 

íons NH4
+
 ao sítio do K

+
, é de se esperar que a afinidade observada para o amônio seja 

menor do que a observada para o potássio, o que realmente ocorre para a enzima das 

brânquias de C. ornatus, C. danae (Masui et al., 2002), X. kroyeri (Leone et al., 2005), 

M. olfersii (Furriel et al., 2004) bem como para a enzima de vertebrados (Landon & 

Norris, 1963; Robinson, 1970). No caso do C. ornatus, a modulação da atividade pelos 

íons amônio apresentou cooperatividade positiva (nH= 1,4), similarmente ao descrito 

para C. danae aclimatado a 15‰  (Masui et al., 2005b) e membranas axonais de C. 

pagurus (Rossi et al., 1978), porém diferente da característica michaeliana observada 

para C. danae recém-capturado (Masui et al., 2002), M. olfersii (Furriel et al., 2004) e 

X. kroyeri (Leone et al., 2005). Observou-se também que os NH4
+
 estimularam a 

atividade da enzima até valores cerca de 30% maiores que os determinados em presença 

de íons potássio, similarmente ao observado para as enzimas branquiais de C. ornatus 

recém-capturado (Garçon et al., 2007), C. danae recém-capturado (Masui et al., 2002) e 

aclimado a 15‰ (Masui et al., 2005b), P. potamios (Tentes & Stratakis, 1991), M. 

olfersii (Furriel et al., 2004), U. pugnax (Holliday, 1985), X. kroyeri (Leone et al., 

2005), bem como para a enzima obtida de outras fontes (Robinson, 1970; Landon & 

Norris, 1963; Skou, 1962; Schoner et al., 1967). 

Assim como relatado para C. ornatus recém-capturado (Garçon et al., 2006) e 

para outras espécies de curstáceos, como C. danae (Masui et al., 2002), M. olfersii 

(Furriel et al., 2004) e C. vittatus (Gonçalves et al., 2006), a (Na
+
,K

+
)-ATPase presente 

nas brânquias de C. ornatus aclimatado a diferentes salinidades apresentou uma 
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estimulação sinergística por K
+
 e NH4

+
. Contudo, o mecanismo de estimulação em C. 

ornatus é aparentemente diferente do reportado para C. danae, mas as mudanças são 

semelhantes tanto para os animais aclimatados a 21 e 33‰, quanto para os animais 

recém-capturados. Quando o NH4
+
 substitui o K

+
, a atividade específica aumenta em 

torno de 30% em relação à atividade apenas na presença de K
+
 (ver Tabela 2 e 5). Esse 

resultado pode ser interpretado considerando-se que acima de 10 mM, uma mudança de 

conformação causada pela ligação do NH4
+
 pode levar a exposição de um sítio adicional 

e a ocupação desse novo sítio pelo NH4
+
 resulta em um considerável incremento da 

atividade específica. O aumento na atividade acompanhado a uma diminuição no valor 

de K0,5, sugere que o K
+
 desloca o NH4

+ 
deste sítio e o NH4

+ 
 se liga ao sítio 

recentemente exposto pela mudança de conformação, essa mudança na conformação 

origina uma enzima com alta afinidade por K
+
. Contudo, saturando-se a enzima com 

NH4
+
, o K

+
 não consegue deslocar esse íon no intervalo de concentração estudado.  

Concentrações saturantes de NH4
+
 provocam uma mudança na conformação da 

enzima, expondo um segundo sítio de ligação exclusivo para a ligação de NH4
+
, 

atingindo os mesmos valores de velocidade independente da concentração de K
+
. A 

afinidade desse sítio exposto na presença de concentrações elevadas de íons amônio, é 

muito similar à observada para o sítio acessível na ausência de concentrações saturantes 

de NH4
+
. Isso é sustentado pela simples curva de saturação observada para 

concentrações de NH4
+
 compreendidas entre 10

-4
 a 5.10

-2
 M (ver Figura 29 e 42). 

Valores sutilmente diferentes de K0,5 para K
+ 

e NH4
+
 sugerem que ambos os íons se 

ligam ao sítio de ligação do K
+
 inicialmente exposto. A eficiência catalítica da enzima 

quando a concentração de NH4
+
 aumenta é melhor quando os animais estão aclimatados 

a 33‰, contudo, quando a concentração de K
+
 aumenta, a eficiência catalítica é melhor 

para a enzima dos animais aclimatados a 21‰.  

 Em água do mar não poluída, a concentração de amônia raramente excede 5 M 

(Koroleff, 1983; Weihauch et al., 1999), enquanto a concentração deste íon da 

hemolinfa de caranguejos braquiúros varia em torno 100 M (Weihrauch et al., 1999; 

Lucu et al., 1989). Desta forma a excreção ocorreria por difusão passiva, a favor de seu 

gradiente. Contudo Caranguejos bênticos, principalmente do gênero Callinectes, 

costumam se enterrar em sedimentos, aonde a concentração de amônia chega a 2,8 mM. 

Nessas condições esse animal deve ser capaz de excretar ativamente amônio contra o 

gradiente de concentração, mantendo a concentração de íons amônio abaixo do valor 

considerado letal (Weihrauch et al., 1999). A excreção ativa de íons amônio através das 
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brânquias, contra uma concentração externa elevada foi relatada para Carcinus maenas, 

Eriocheir sinensis e Cancer pagurus (Weihrauch et al., 1998 e 1999). Além disso, 

estudos em brânquias isoladas perfundidas dessas espécies revelaram que o fluxo do 

transporte ativo transepitelial de NH4
+
 é sensível à ouabaína aplicada do lado basolateral 

do epitélio, sugerindo fortemente o envolvimento da (Na
+
,K

+
)-ATPase neste processo 

(Lucu et al., 1989; Péqueux & Gilles, 1981; Weihrauch et al., 1998, 1999). 

 A atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase foi inibida por ouabaína na presença ou ausência 

de íons amônio. Valores de atividades residuais muito semelhantes é uma forte 

evidência que os íons amônio estimulam a atividade hidrolítica da própria (Na
+
,K

+
)-

ATPase.  A constante de inibição é sempre menor quando NH4
+ 

está presente, porém 

não foi observada variação significativas nesses valores devido a aclimatação de C. 

ornatus. As isoformas da (Na
+
,K

+
)-ATPase nos vertebrados apresentam diferentes 

sensibilidades à ouabaína. As menos sensíveis apresentam constantes de dissociação 

aparentes entre 0,2 e 100 M, enquanto as mais sensíveis, ao redor de 10 nM 

(Sweadner, 1989; Horisberger et al., 1991; Skou & Esmann, 1992; Doris, 1994; 

Pedersen et al., 1996; Pressley, 1996; Crambert et al., 1997; Noël et al., 1997). Até o 

presente momento não foram descritas isoformas da enzima com alta sensibilidade à 

ouabaína nos crustáceos. Valores de KI em torno de 50 M, 250 M e 70 M foram 

encontrados para a (Na
+
,K

+
)-ATPase branquial de M. rosenbergii e dos lagostins de 

água doce Procambarus clarki e Orconectes limosus, respectivamente (Stern et al., 

1984; Horiuchi, 1977; Kosiol et al., 1988), enquanto para as enzimas de crustáceos 

habitantes de meios mais salinos valores de KI variando entre 73 M e 290 M foram 

relatados (Neufeld et al., 1980; D’Orazio & Holliday, 1985; Holliday, 1985; Lucu, 

1990; Corotto & Holliday, 1996; Postel et al., 1998; Masui et al., 2002; Gonçalves et 

al., 2006; Garçon et al., 2007).   

 A aclimatação de C. ornatus a diferentes salinidades alterou não só a atividade 

(Na
+
,K

+
)-ATPase como de outras enzimas presentes na brânquia desses animais. A fim 

de determinar as diferentes ATPases e sua atividade diversos inibidores foram 

utilizados. Observamos que a aclimatação de C. ornatus a uma salinidade menor (21‰) 

resultou em um aparente aumento das enzimas V e F0F1-ATPase, enquanto a 

concentração de K
+
-ATPase permaneceu inalterada. Aparentemente a V-ATPase é 

essencial para a captação de íons em meios diluídos, o que justifica seu aumento quando 

o animal é aclimado em 21‰ comparado a 33‰. 
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5.4. Efeito de poliaminas na atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase branquial de C. ornatus 

Poliaminas são moléculas altamente carregadas positivamente e que podem se 

ligar aos ácidos nucléicos com alta afinidade, sugerindo sua importância na síntese de 

DNA eou regulação (Wu et. al., 2007). As poliaminas inibem a atividade (Na
+
,K

+
)-

ATPase de vários tecidos de vertebrados, supostamente pela ligação aos resíduos 

carregados negativamente da enzima (Robinson et al., 1986; Kuntzweiller et. al., 1995). 

Enquanto alguns organismos respondem ao stress salino aumentando os níveis de 

poliamina, dados para crustáceos são escassos. Em Artemia SP. nauplii a concentração 

de putrescina diminui com o aumento da salinidade do meio externo (Watts et al., 

1994). Porém a exposição de Callinectes sapidus à água do mar (35‰), resulta em um 

elevado aumento na concentração de putrescina e espermidina nas células da brânquia, 

principalmente nos 6° e 7° pares (Lovett & Watts, 1995), essa aclimatação de C. 

sapidus ao meio de maior salinidade também favorece a redução da atividade (Na
+
,K

+
)-

ATPase, embora nenhuma correlação direta entre o aumento do nível de poliamina e a 

diminuição da atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase esteja estabelecida. 

 A atividade (Na
+
,K

+
)-ATPase da fração microsomal de C. ornatus foi inibida 

por espermidina (Fig. 50A) e espermina (50B). A eficiência das poliaminas como 

inibidor foi maior para espermidina comparada a espermina, o oposto do observado para 

a enzima branquial de C. danae (Silva et al., 2008). 

 Espermina está localizada geralmente no núcleo das células onde interage 

primariamente com a cromatina (Tabor & Tabor, 1984). Desde modo parece improvável 

que a espermina poderia desempenhar um papel fisiológico na (Na
+
,K

+
)-ATPase 

presente na membrana plasmática das brânquis de C. ornatus. O que pode justificar a 

concentração elevada dessa poliamina necessária para inibir a atividade (Na
+
,K

+
)-

ATPase. 

 A presença de poliamina no meio reacional afeta não só a velocidade máxima, 

como também diminui a afinidade da enzima pelo ATP (2,5 ou 5 vezes em presença de 

espermina e espermidina, respectivamente), onde a hidrólise do substrato que obedecia 

uma cinética Michaeliana para a ser cooperativa. 

  Em presença de espermina e espermidina a afinidade da enzima não varia para 

Mg
2+

, no entanto, ela é significativamente aumentada para Na
+
 (cerca de 3 vezes) e para 

K
+
 (cerca de 7 vezes). Esses dados contrastam com os obtidos para a enzima branquial 

de C. danae (Silva et al., 2008) e para a  enzima de rim de cachorro (Robinson et al., 
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1986) onde a afinidade da  (Na
+
,K

+
)-ATPase pelos íons em presença de espermidina é 

diminuída. 

 A afinidade da (Na
+
,K

+
)-ATPase pela ouabaína não foi alterada em presença de 

espermidina, mais na presença de 10 mM de espermina o valor de KI é 

aproximadamente 2 vezes maior, sugerindo que essa poliamina pode modular a enzima 

pela variação de sua afinidade pelo inibidor. 

 

5.5. Efeito do tempo de aclimatação 

 C. ornatus hiporregula a osmolalidade da hemolinfa quando aclimatado durante 

10 dias a salinidade de 33‰ (Δ=192 mOsm kg
−1

 H2O) mas é isosmótico depois de 

aclimatado durante 15 dias a salinidade de 21‰. Além disso, a concentração de Na
+
, 

K
+
, Ca

2+
 e Mg

2+
, encontrada no animal aclimatado a salinidade de 15‰ durante 15 dias 

não retorna aos valores iniciais, quando o animal está aclimatado à salinidade de 33‰ 

(Δ=65–80%). Esses dados sugerem que C. ornatus regula de maneira limitada a 

concentração osmótica e iônica da hemolinfa quando submetido ao meio externo 

diluído, particularmente no que se relaciona ao K
+
. Entretanto transcorrido os 15 dias de 

aclimatação a salinidade de 21‰, a concentração de Na
+
, K

+
 e Ca

2+
 está bem acima e a 

de Mg
2+

 bem abaixo da concentração desses íons no ambiente, revelando uma moderada 

habilidade anisoionica. Deste modo, devido a essa isosmoticidade, C. ornatus parece ser 

fisiologicamente capaz de penetrar em meio diluído por extensos períodos. O aumento 

da atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase quando C. ornatus é aclimatado a salinidade de 21‰ 

parece estar envolvido nessa habilidade. Quando comparamos C. ornatus, um siri que 

não suporta salinidades tão baixas, com Cyrtograpsus angulatus, capaz de sobreviver 

em salinidade de 2‰, observamos que C. angulatus regula a concentração de Na
+
 e K

+
 

na hemolinfa depois de 3 dias de aclimatação, mas parece exibir uma baixa capacidade 

para regular Ca
2+

 e Mg
2+

 depois de uma mudança abrupta para reduzida salinidade 

(López Mañanes et al., 2002). 

 Quando o animal é submetido a um desafio osmótico, que pode estar relacionado 

ao meio externo diluído ou concentrado, os mecanismos de regulação anisosmótica 

extracelular podem agir rapidamente, por exemplo, na regulação da atividade de 

enzimas pré-existentes como a (Na
+
, K

+
)-ATPase (Corotto & Holliday, 1996), pelo 

nível de Na
+
 nos tecidos (Harris & Santos, 1993), por mensageiros secundários (Lucu & 

Flik, 1999; Morris, 2001) e também por via hormonal (Lucu & Towle, 2003). Há 

também respostas a longo prazo, mediadas pela maquinaria transcricional, geralmente 
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associada com processos de adaptação estrutural e bioquímica nas células branquiais, e 

com o aumento ou à diminuição da quantidade de enzimas presentes nas células 

(Corotto & Holliday, 1996; Lucu & Towle, 2003). Os processos de adaptação celular a 

meio diluído, por exemplo, incluem o desenvolvimento de um extenso sistema de 

evaginações apicais associados com o surgimento de numerosas mitocôndrias na região 

subapical das células pilares do epitélio lamelar branquial dos caranguejos Eriocheir 

sinensis (Gilles & Pequeux, 1986) e Carcinus maenas (Compère et al., 1989), e do 

camarão marinho Penaeus aztecus (Foster & Howse, 1978). 

 A atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase nas brânquias posteriores de C. ornatus 

diminuem logo após a exposição a meio externo diluído, recuperando a atividade inicial 

1 dia após a transferência, onde o máximo de atividade é observado quando o animal 

permanece nessa nova salinidade por 10 dias (Fig. 57), não variando mais transcorrido 

esse período (dado não mostrado). Para C. sapidus juvenil aclimatado a 1000 mOsm e 

transferido para 150 mOsm, a atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase atinge seu máximo depois de 

7 dias de aclimatação (Li et al., 2006), enquanto para a espécie adulta, a transferência de 

animais aclimatados à salinidade de 32‰ para 10‰, provoca um aumento de 300% na 

atividade 8 dias depois da transferência (Lovett et al., 2006). Já para Cyrtograpsus 

angulatus, o máximo de atividade é observado 1 dia após a transferência para meio 

diluído, diminuindo 3 dias depois (López Mañanes et al., 2002). Uma das possíveis 

causas propostas do aumento da atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase em agudo stress salino, 

sugerem relação com a exposição de enzimas sequestradas em vesículas, quando o 

animal está submetido a ambientes de alta salinidade, e que são transportadas para a 

membrana basolateral em menores salinidade, ativando a atividade in vivo (Lucu & 

Flik, 1999; Parikh et al., 2005). No entanto, essa exposição da enzima não parece 

acontecer com C. ornatus, já que sua atividade diminui durante agudo stress. Em Uca 

pugilator e Hemigrapsus nuda, o aumento inicial na atividade específica da (Na
+
, K

+
)-

ATPase depois de 3 dias de aclimatação a baixa salinidade foi atribuído a ativação da 

enzima, enquanto o máximo de atividade 7 dias após a transferência foi atribuído a 

síntese de nova enzima (D’Orazio & Holliday, 1985; Corotto & Holliday, 1996). 

Para verificar se o aumento da atividade (Na+, K+)-ATPase, observado após 

uma queda inicial de atividade, durante a exposição de C. ornatus a baixa salinidade,  

está relacionado à síntese de nova enzima, verificamos a expressão de mRNA. A 

expressão se torna significativa 5 horas após a transferência (Fig. 65), enquanto o 

aumento da atividade ocorre depois de 1 dia (Fig. 57). Esse atraso no aparecimento da 
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atividade enzimática em relação à expressão de mRNA, talvez seja inerente ao próprio 

processo que ocorre desde a transcrição do mRNA no núcleo, a tradução no citoplasma, 

o processamento da proteína, o deslocamento até a membrana e a inserção, sujeitas a 

regulações nas etapas da  transcrição do mRNA, na tradução e nas etapas pós tradução 

até a inserção na membrana. 

 Chung e Lin (2006) relacionaram o aumento da atividade enzimática específica 

da (Na
+
, K

+
)-ATPase ao aumento da expressão de mRNA nas brânquias do caranguejo 

eurialino Scylla paramamosain, quando aclimatado a meio diluído, verificando um 

atraso de 7 dias na atividade enzimática em relação ao aumento da expressão de mRNA. 

Aumento nos níveis de mRNA expressos nas brânquias de C. sapidus juvenil podem ser 

notados 2 dias após a transferência da água salgado para 150 mOms, continuando 

elevado por até 6 dias, enquanto o aumento da atividade só é notado transcorrido 7 dias 

de aclimatação (Li et al., 2006). Quando Chasmagnathus granulatus aclimatado a 

salinidade de 30‰ é transferido para 2‰, a expressão de mRNA da (Na
+
, K

+
)-ATPase 

aumenta 24 horas e se mantém alta por 96 horas após transferidos, diminuindo com 192 

horas (Luquet et al., 2005), no entanto esse aumento nos níveis de mRNA não está 

acompanhado de um aumento na atividade da enzima (Genovese et al., 2004).  

Uma outra característica interessante observada em crustácios eurialinos é a 

especificidade das funções nas brânquias, sugerida previamente por estudos de 

transporte fisiológico e atividade enzimática. Siebers et al. (1982) verificou que em 

Carcinus maenas, as brânquias individuais apresentaram diferentes níveis de atividade 

(Na
+
, K

+
)-ATPase, sendo que as brânquias posteriores possuiam maior atividade do que 

as anteriores, nem todas respondem à mudança de salinidade do meio externo. Para o 

caranguejo Ucides cordatus a 5ª brânquia , de um de total de 7, é mais permeável a Na
+
 

que a 6ª brânquia; que segundo análise do fluxo de Na
+
 a 5ª brânquia está associada com 

a captura deste íon em águas diluídas, enquanto a 6ª brânquia está associada com a 

excreção em água do mar (Martinez et al., 1998). Para o crustáceo Eriocheir sinensis 

aclimatado foi observado que a atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase nas brânquias posteriores 

diminuiram com o aumento da salinidade, embora estudos das 6ª, 7ª e 8ª brânquias 

separadamente mostraram que elas possuem atividades parecidas (Torres et al., 2007). 

 Estudos prévios em C. ornatus indicaram que a aclimatação a ambiente de 

menor salinidade provocou um aumento na atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase das 6ª e 7ª 

brânquias,sem que nenhuma variação significativa de atividade tenha sido observada na 

8ª brânquia (dados não mostrados). Resultado semelhante foi obtido por López 
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Mañanes et al. (2002),  que observaram para Cyrtograpsus angulatus que a atividade do 

8° par de brânquia não variou com a mudança de salinidade do meio externo, enquanto 

um aumento foi observado nas 6ª e 7ª brânquias, com maior intensidade na 6ª brânquia.  

 Para saber se há a participação diferencial das brânquias no processo 

osmorregulatório de C. ornatus foi comparado em um mesmo gráfico as 6ª e 7ª 

brânquias para o mesmo período de aclimatação (Fig. 65), verificando-se padrões de 

transcrição parecidos para ambas as brânquias, com aumento no nível dos transcritos 

após 5 horas de aclimatação. A análise da atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase para as brânquias 

separadas dos animais aclimatados a salinidade de 33‰ e 21‰ (Tabela 17), revelou que 

a atividade aumentou em torno de 2,5 vezes em ambas as brânquias quando aclimatados 

a 21‰ e  embora a atividade tenha aumentado na mesma proporção,  foi verificado na 

6ª brânquia uma atividade aproximadamente 1,4 vezes maior quando comparada a 7ª 

brânquia (Tabela 17). De maneira interessante, porém contrastante, foi observada uma 

concentração de proteína maior na 7ª brânquia para o animal aclimatado em ambas as 

salinidades (Fig. 58). Essa diferença foi observada, também, por Jayasundara et al. 

(2007) que observaram para Pachygrapsus marmoratus um aumento na expressão de 

mRNA em todas as brânquias estudadas (5ª a 9ª) para animais transferidos da salinidade 

de 36‰ para 10‰;com uma maior expressão  na 7ª brânquia, onde o aumento  pôde ser 

notado após 2h de exposição à nova salinidade, permanecendo por período maior do que 

48h e variando, também, quanto a quantidade das isoformas expressas com a salinidade  

em cada brânquia (Jayasundara et al., 2007).  

Esses estudos apóiam a hipótese de que o aumento da atividade (Na
+
, K

+
)-

ATPase seja devido à síntese de novas enzimas, desencadeada a partir do contato com 

um ambiente de menor salinidade. O início da resposta pode ser a diminuição inicial da 

atividade da (Na
+
, K

+
)-ATPase, que sinalizaria para as células das brânquias a 

necessidade de uma resposta adaptativa a esse ambiente, manifestando-se com o 

aumento da síntese do mRNA, que culminaria no aumento de proteínas e 

consequentemente da capacidade osmoregulatória, explicando o aumento da atividade 

da (Na
+
, K

+
)-ATPase observado. 

 Porém a atividade (Na
+
, K

+
)-ATPase presente na 6ª brânquia é maior do que a da 

7ª brânquia, contrastando com a concentração de (Na
+
, K

+
)-ATPase observada no 

Western blot que é maior na 7ª brânquia, essa discrepância pode estar atribuída a 

diferentes isoformas presentes em cada brânquia, a modificações pós-traducionais 
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diferentes, ou a diferença no microdomínio de membrana onde a (Na
+
, K

+
)-ATPase está 

inserida.  
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