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Primavera Nos Dentes

Quem tem consciéncia para ter coragem
Quem tem a forga de saber que existe

E no centro da propria engrenagem
Inventa a confra mola que resiste

quem néo vacila mesmo derrotado
Quem ja perdido nunca desespera
E envolto em tempestade decepado
Enfre os dentes segura a primavera

(Secos e Molhados]
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RESUMO

As branquias de teledsteos marinhos realizam secreg¢éo de sal (NaCl) através das
células de cloreto pela atividade da enzima Na®, K* - ATPase com finalidade
regulacdo osmética-ibhica para manuteng@o do teor hidrico e composigao dos
liquidos corporais de peixes. Para realizar este trabalho utilizamos representantes
adultos do peixe tropical Bathygobius soporator (Valenciennes, 1837) coletados na
baia de Guaratuba {Parana, Brasil). A espécie estuarina eurialina se distribui
naturalmente em locais onde a salinidade varia de Oppm (gamboas) a 34ppm
(planicies de maré). O objetivo do trabalho foi verificar a alteragéo na atividade Na”,
K" - ATPase e alteragbes morfolégicas nas branquias do peixe apds exposi¢do
grupos de peixes (n=8) a salinidades de-0, 6, 17 e 34ppm apods 12 e 96 horas de
exposicdo. Os animais foram aclimatados por 7 dias e as condi¢bes abiéticas foram
mantidas constantes com temperatura a 26°C (+1°C), pH 7 e salinidade 17ppm,
fotoperiodo de 12 h de luz e escuro. A redugdo na salinidade foi efetuada
progressivamente através da diluigdo da agua marinha com &agua filtrada e
declorificada, huma taxa de aproximadamente 4 ppm a cada 2 horas. O aumento na
salinidade foi efetuado progressivamente acrescentando-se sais marinhos artificiais
a do aguario com o aumento numa taxa de aproximadamente 4 ppm a cada 2 horas.
Foram considerados como controle os exemplares conservados em aquarioc com
salinidade 17ppm. Em nossos experimentos obtivemos como valor limite minimo de
tolerancia a baixa salinidade para a espécie Oppm e limite maximo de tolerancia
58ppm. As brénquias foram processadas para serem analisadas.em microscopia
Optica e microscopia eletrdnica de transmissao. Alteracbes na salinidade da agua
levam a alterages significativas nas estruturas do epitélio branquial e menor grau
de higidez em 6ppm e Oppm. Pudemos observar nos tecidos branquiais
descolamento do epitélio, hipertofia, fusdo de lamelas secundarias, aneurisma e
hemorragia. A atividade de enzima ATPase foi medida pelo procedimento que utiliza
o bioensaio para piruvato kinase (PK)/ lactato desidrogenase (LDH). A atividade
Na*/K’-ATPase branquial para € maior em salinidade 34ppm, se comparada a
salinidade 6 e Oppm, e é maior em salinidade 17ppm se comparada a salinidade

8ppm no teste de 12h e € maior em salinidade 34ppm, se comparada a salinidade 0
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e Bppm, e é maior em salinidade 17ppm se comparada a salinidade Oppm no teste
de 96h,
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ABSTRACT

Gills of marine teleost fishes are responsible for salt secretion (NaCl) through their
chioride cells 'by the activity of the Na' K' - ATPase enzyme, with the purpose to
reguiate osmotic-ionic balance of the body fiuids. For this study, we used adult
specimens of the tropical fish Bathygobius soporator (Valenciennes, 1837) collected
in Guaratuba bay (Parand, Brazil). This eurihaline species lives in estuaries where
the salinity varies from 0 to 34ppm. The objective of this study was to verify how the
Na+, K+ - ATPase activity and the gill morphology changes when fish face different
salinities. B. soporafor (n=8) were exposed to salinities 0, 6, 17 and 34ppt for 12 and
06 hours. The animals had been acclimatized for 7 days and abiotic conditions had
been kept constant: temperature 26°C (+1°C), pH 7, salinity 17ppt, and a
photoperidd of 12 hours dark/12 hours fight. Salinity was reduced gradually by
dilution of sea water with filtered and dechlorinized water, in a rate of 4 ppt every 2
hours. The increase in water salinity was gradual by addition of artificial marine salts
in a rate of 4 ppt every 2 hours. Animals maintained in water with salinity 17ppm were
the control group. B. soporator resisted to a salinity as low as Oppt, and as high as
58ppt. The gills were processed for optical and for transmission electron microscopy.
Changes in salinity resulted in significant changes in the structures of gills epithelia,
mainly in salinites 6ppt and Oppt. Intercellular oedema, hipertophy, secondary
lamellae fusion, aneurysm and hemorrhage were the most frequent pathologies. The
activity of the enzyme ATPase was measured in a bioassay for piruvato kinase (PK)/
lactate deshidrogenase (LDH). The activity of Na+/K+-ATPase in the gills of B.
soporator in salinity 34ppm is higher than in salinities 6ppm and Oppm. It is also
higher in salinity 17ppt if compared to the salinities 6ppt after 12 hours of exposure.
After 96 hours of exposure, the activity is higher in salinity 17ppm than in Oppm.
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1. INTRODUGAO

Os Teleostei, grupo mais diversificado de peixes Osseos, tem
aproximadamente 24.000 espécies viventes. Sao amplamente adaptados ao habitat
aquatico, sendo especializados para a vida em ambientes tdo diversos como as
grandes profundezas oceénicas, recifes de corais, areas rasas e litorAneas, pocas
de maré, lagos, rios, cavernas, entre outros (POUGH, 2003). Naturalmente, os
habitos de vida dos peixes, estdo inseparavelmente relacionados com as estruturas
e suas fungdes nesses organismos. As consegliéncias eco-fisiolégicas e eco-
toxicolégicas decorrentes da exposicido de peixes a agentes estressantes naturais
ou artificiais em seus ambientes naturais tém colaborado para um melhor
entendimento dos processos fisioldgicos desses organismos (RANKIN & JENSEN,
1993). '

Os corpos de agua contém substancias dissolvidas, como sais, gases,
compostos organicos e poluentes. Além da temperatura da agua, esses sdo os
fatores de maior importancia fisiolégica para os organismos aquaticos (ODUM, 1988;
SCHIMIDT, 1996). Os minerais dissolvidos em agua doce e agua salgada diferem
tanto na composicao quanto na quantidade (RICKLEFS, 1996). A agua do mar
contém cerca de 3,5% de sal, ou seja, 35 partes por peso de sal por 1000 partes de
agua. Os principais ions dissolvidos na agua sdo sodio e cloreto, com magnésio,
enxofre e calcio presentes em quantidades substanciais. Cerca de 2,7% dos sais
estdo presentes na forma de cloreto de sddio e a maior parte do restante consiste de
sais de magnésio, de calcio e de potassio (ODUM, 1988; RICKLEFS, 1996;
SCHIMIDT, 1996).

A concentracao total de sal no mar varia segundo sua localizacéo geografica.
Peixes que vivem em regibes de mangue, orlas rochosas, baias ou piscinas de
mare, fregiientemente sofrem com mudangas subitas de salinidade dependendo das
condicdes sazonais e climaticas, sendo que por vezes sao observadas modificagdes
repentinas em um mesmo dia (FANTA, 1997). Em regides subtropicais ou
temperadas de grande amplitude térmica, verfes e invernos chuvosos ou secos

podem significar uma variagdo de 0,5 partes por mil (ppm) a 34ppm de salinidade-




(FANTA, 1997), e situagao semelhante ocorre em regides polares onde
congelamento e degelo podem provocar alteracoes significativas na salinidade do
mar (FANTA, 1995; ROMAO et al., 2001).

Estuarios sdo regides em que a agua é salobra, ou seja, sujeita tanto a
influencia da agua doce dos rios que nele desembocam, quanto das marés do mar.
£ dificil determinar exatamente a partir de que ponto a agua do mar torna-se salobra,
mas tecnicamente considera-se agua salobra a que possui entre 0,5 e 30 gramas de
sal por litro (SCHIMIDT, 1996).

A agua salobra é extremamente importante do ponto de vista fisiologico, pois
representa uma barreira para a distribuicdo de muitos organismos marinhos, assim
como para organismos de agua doce. Estdo entre os ecossistemas mais produtivos
do planeta (LOWE-MCCONNELL, 1987 ODUM, 1988; POUGH, 2003; RICKLEFS,
1996; SCHIMIDT-NIELSEN, 1996; FANTA, 1997, RANDALL et al., 2000).

A grande variedade de oferta de recursos alimentares em estuarios,
principalmente devido a grande producdo primaria e consegilente producao
secundaria (ROBERTSON & BLABER, 1992) faz com que 0s estuarios congreguem
espécies marinhas, de agua doce ou anadromas, que usam os estuarios como areas
de alimentacéo, de criagdo de larvas e juvenis, ou em parte de suas migragbes para
a reproducdo. Residentes permanentes, que completam todo seu ciclo de vida
dentro dos estuarios, estio representados por poucas espécies vivendo
principalmente em aguas rasas (LOWE-MCCONNELL, 1987; RICKLEFS, 1996;
SCHIMIDT, 1996).

Além disso, a alta abundancia de peixes em areas de manguezais (SPACH et
al., 2003) e estuarios se deve a presenga de reflgios contra a predagéo, decorrentes
da complexidade estrutural da regiéo, sua pouca profundidade, a turbidez da agua e
o reduzido numero de peixes carnivoros de grande porte que ali sdo encontrados
(ROBERTSON & BLABER, 1992; MULLIN, 1995). Cortando os manguezais eXxiste
uma complexa rede de canais de maré (gamboas), bastante heterogéneas guanto a
profundidade e ao regime de marés, e que na baixa mar concentram peixes juvenis
e na preamar possibilitam o movimento dos peixes para dentro da floresta do
mangue (RONNBACK ef al, 1999). A fungdo ecologica e a composicao dé




assembléia de peixes em canais de maré e em marismas sdc bem conhecidas.
Entretanto, em manguezais, principalmente da costa brasileira, o conhecimento
sobre a utilizagdo dos canais de maré por peixes é reduzido (SPACH ef al., 2003).

As propriedades fisicas da agua criam alguns desafios para os peixes. Para
sobreviverem com sucesso eles devem se ajustar ao ambiente (SCHMIDT, 1996;
RANDALL ef al., 1997; POUGH et al., 2003). A sobrevivéncia dos peixes depende
de serem estruturaimente e fisiclogicamente adaptadas a lidar com as
caracteristicas e as variagdes do meio ambiente (RICKLEFS, 1996; FANTA, 1997).
A adaptagdo as mudangas no ambiente demanda um ajuste completo das
sequéncias metabolicas, que podem envolver mudangas na estrutura, na
concentragdo ou ainda no uso de seqiéncias alternativas de enzimas (RICKLEFS,
1996).

A salinidade & um dos fatores ambientais que exerce pressao seletiva sobre
os organismos aquaticos afetando a sobrevivéncia, o metabolismo e a distribuigéo
dos peixes durante seu desenvolvimento. Algumas espécies vivem seu ciclo de vida
inteiro em um Gnico habitat onde a salinidade pode ser variavel ou ndo, enquanto
que outros migram entre regides com caracteristicas abioticas diferentes ao longo de
sua vida (VARSAMOS et al., 2005).

Em peixes adultos o balango hidromineral é de responsabilidade de tecidos e
6rgaos especializados como as branquias, o intestino e o sistema urinario,
submetidos aco controle neuroenddcrino (VARSAMOS ef al., 2005).

As branquias dos peixes tém miuiltiplas finalidades. Além de proverem as
trocas gasosas, possuem um importante papel na regulacdo osmética e ibnica, na
regulagdo de acido e base e na excreg¢éo de nitrogénio (EVANS et al., 20095). Sobre
as branquias passa um fluxo unidirecional de agua, que provém da boca e ¢
eliminada através dos opérculos. As superficies respiratérias das branquias s&o
projecbes delicadas da porgdo lateral de cada arco branquial. A troca de gases
ocorre nas numerosas projegées microscopicas dos filamentos, chamadas de
lamelas secundarias, ou lamelas respiratorias. O arranjo vascular das branquias
maximiza a troca de oxigénio num sistema de contra-corrente. Cada fiiamento_

branquial possui duas artérias: um vaso aferente, que vai do arco branquial até a




ponta do filamento, e um vaso eferente, através do qual o sangue retorna para o
arco. Cada lamela secundaria tem um espago sanguineo, conectadoc aos vasos
aferente e eferente (SCHMIDT, 1996; RANDALL ef al., 1997; POUGH ef al., 2003).

A trocas de matéria e energia com o ambiente sio essenciais para a
sobrevivéncia dos organismos, sendo parte destas trocas mediada pela superficie
epitelial. As moléculas de agua e os ions atravessam o epitélio quase que
livremente, enquanto moléculas mais pesadas se movem com certos limites. Os
peixes usam tanto a troca ativa, quanto a passiva, para regular suas concentragbes
internas frente a variagdes das condicoes externas (RANDALL et al., 1997).

Os ions e as moléculas de agua se movem prontamente entre o ambiente
externo e os fluidos corpéreos internos do animal, através da ativagao inicial de
proteinas de transporte na superficie epitelial, seguida da sintese de novas proteinas
de fransporte, de forma que manter um ambiente interno estavel demanda um gasto
energético elevado (MCCORMICK, 1995; PRODOCIMO e FREIRE, 2006).

Os liquidos corporeos de teledsteos marinhos s&o hipotdnicos em relagéo a
agua do mar. Ha uma tendéncia desses peixes em perder agua para o meio,
especiaimente através do epitélio das branquias (MAZEAUD e MAZEAUD,1981).
Para repor o volume de agua perdido os peixes bebem agua do mar. A maior parte
da absorcdo de sal ocorre por ingestdo, e ndo por absorgdo de sal pela superficie
corpérea ou pelas branquias (CONTE, 1969; SCHMIDT NIELSEN, 1996;
McCORMICK, 1995; RANDALL et al., 2000; POUGH ef al., 2003). J4 em agua doce
0s peixes experimentam influxo de agua por osmose.

Peixes eurialinos podem ainda diminuir sua demanda energética por
comportamentos osmorregulatdrios, procurando meios isotbnicos se comparados
com seus fluidos corporais. (KIDDER et al., 2006). Teledsteos eurialinos, como, por
exemplo, Dicentrarchus labrax, possuem capacidade osmorregulatoéria ao ocorrer
variagdo das condicbes ambientais, de agua doce para agua hipersalina. Esta
capacidade fisiologica € geralmente monitorada utilizando-se ensaios de atividade
enzimatica (Na'/K'-ATPase), quantificagiio de horménios (prolactina e horménio do
crescimento) ou a expressédo de seus mRNAs (BOUTET et al., 2006). Grande parte

das informagdes sobre a fisiologia da osmorregulacdo em peixes teledsteos é




baseada em espécies eurialinas ( EVANS; 1980 apud GOSWAMI et al., 1983;
McCORMICK, 1995, RANDALL et al, 1997 MARTiNEZJ\LVAREZ et al., 2005;
WEBSTER e DILL, 2006).

A absorgao de 70 a 80% da agua ingerida e da maior parte do NaCl e do KC!
presentes na agua do mar ocorre através do epitélio intestinal. Inicialmente a agua
do mar ingerida é diluida a 50% por absorg¢io passiva dos sais através do esdfago
(SCHMIDT NIELSEN, 1996) e posteriormente, no intestino delgado, ocorre a
absorcao ativa secundaria através da membrana apical, por meio de co-transporte
Na/2Cl/K, seguida de transporte ativo na membrana basolateral pela ATPase de
Na*/K'. A maioria dos ions divalentes tais como Ca*, Mg" e SO4~ permanece no trato
gastrointestinal e é expelida pelo anus (SCHMIDT NIELSEN, 1996; POUGH ef al.,
2003). O excesso do sal absorvido junto com a agua € posteriormente eliminado do
sangue para a agua do mar por transporte ativo Na*,Cl", K" através do epitélio das
branquias e por secre¢ao de sais divalentes pelos rins (EVANS ef al., 1982; PISAM
& ROMBOURG, 1991, apud McCORMICK, 1995). A urina & isotbnica em relagéc ao
sangue, mas rica em sais ndo secretados pelas branquias (especialmente Ca*, Mg*
e S047). O resultado da regulagcdo osmoética combinada das branquias e dos rins nos
teledsteos marinhos € a retengdo de agua (CONTE, 1969; SCHMIDT-NIELSEN,
1996; McCORMICK, 1995; RANDALL et al., 1997; POUGH et al., 2003).

As branquias dos teledsteos marinhos estio revestidas por um epitélio que
contém células de cloreto, ou células de trocas iGnicas, por meio das quais ocorre o
transporie de NaCl do sangue para a agua ao redor. Para desempenhar sua fungao
de transporte de sal, as células de cloreto encontram-se concentradas na regiao
interlamelar das lamelas secundarias das branquias e nas jungdes entre os
filamentos ou lamelas primarias e as lamelas secundarias (LAURENT & DUNEL,
1980; PERRY, 1997; FERNADES ef al., 1998), sendo classificadas em dois tipos: «
e B . As do tipo o localizam-se na base das lamelas secundarias e estdo presentes
em branquias de teledsteos de agua doce e marinhos. Acredita-se que sejam células
precursoras das células de cloreto de peixes adaptados a agua do mar. As do tipo B
sdo encontradas na regido interlamelar do filamento primario. Sao células freqientes.

em peixes de agua doce e podem degenerar quando a espécie & transferida e




adaptada a agua do mar. (JOBLING, 1995; PERRY, 1997; VAN DER HEIJDEN ef al.
1997).

As células de cloreto sdo altamente especializadas, caracterizando-se por
uma aparéncia colunar larga, contendo um sistema de reticulo endoplasmatico
tubular extenso com vesiculas subapicais, cripta apical e superficie muco serosa,
grande densidade de mitocéndrias envoltas por um sistema tubular, nicleo ovoide e
complexas jungdes com ceélulas vizinhas (McCORMICK, 1995; RANDALL ef al,
1997; POUGH, 2003). LAURENT & DUNEL, 1980; PHILPOTT, 1980; JOBLING,
1995; MORON & FERNANDES, 1996; ZADUNAISKY, 1996, PERRY ef al. 1996;
PERRY, 1997). O sistema tubular tem confinuidade com a membrana basolateral,
resultando em uma grande area de superficie para localizagdo de proteinas de
transporte. Talvez a proteina de maior importancia é a Na®, K" - ATPase com um
papel central na secrec¢do salina (McCORMICK, 1995). As ATPases branquiais estéo
intimamente envolvidas na osmorregulacao, regulacio acido- base e respiragdo em
peixes (PARVEZ et al., 2005).

Exposicdo a salinidades diferentes s&o muitas vezes refletidas por
moadificagdes morfolégicas (CARMONA et al., 2004) e ultraestruturais nestas células.
VAN DER HEIJDEN et al, (1997), que observaram um aumento do numero de
células de cloreto no epitélio branquial da tilapia Oreochromis mossambicus
associando ao aumento na salinidade. No bagre Hypostomus plecostomus verificou-
se redugdo da regido apical das células de cloreto de exemplares aclimatados a
agua destilada, gerando reducdo de perda de ions para o ambiente (FERNANDES
et al, 1998). Em salinidades iguais, espécies diferentes podem usar mecanismos
diferentes de suas células de cloreto como observado em Gobionotothen
gibberifrons e Tremalomus newnesi ao enfrentarem salinidades entre 25 e 38%
(FANTA et al., 1995). Foram, ainda, encontradas grandes diferencas nas células de
cloreto do epitélio branquial além da alta atividade da Na*/K"-ATPase, comparando-
se o esturjiio Acipenser naccarii em agua doce e em agua salgada. (MARTINEZ-
ALVAREZ et al., 2005).




Fundulus heteroclitus (killifish) € um modelo de organismo para estudos de
regulacdo iér'iica, sendo as branquias o principal local de trocas de ions. Nestas, o
Na® e o ClI” sao excretados para a agua do mar (LAURENT et al., 2006).

Uma diferenga significante da fluidez da membrana e da composigdo da
bicamada lipidica foi observada em células epiteliais de branquias de Oreochromis
niloticus em consonancia com mudangas na atividade Na*/K*-ATPase ajudando o
influxo de Na* maior que o efluxo de K* através das células do epitélic branquial
durante a adaptacdo a salinidade (SHIVKAMAT & ROY, 2005). Salmo salar
(salméo), Oncorhynchus mykiss (truta) e Salvelinus alpinus rapidamente regularam
as concentragbes de Na' e CI” plasmatico e os niveis de osmolaridade apds
exposicdo a agua marinha. As trés espécies demonstraram um aumento similar na
atividade Na’/K’-ATPase das branquias.durante a aclimatacdo em agua do mar
(BYSTRIANSKY ef al., 2006).

Mensurando-se o custo energético de habitar diferentes salinidades e
correlacionando estes custos com o tamanho do corpo e atividade de enzimas
osmorregulatorias conclui-se que preferéncias por salinidades mais altas podem
aumentar a atividade enzimatica (WEBSTER, 2006), sendo que a aclimatagcédo a
salinidades extremas aumenta a atividade dos 6rgaos osmorregulatérios em Sparus
auratus (POLAKOF ef al., 20086).

A regulagdo promovida pelas células de cloreto e a Na*, K - ATPase é critica
durante o movimento do peixe entre aguas de diferentes concentfractes salinas
(dgua doce, agua salobra e agua marinha) em regides de estuarios, sendo muito
importante em peixes estenoalinos que vivem sob grande variabilidade de condicdes
ambientais (McCORMICK, 1995; PRODOCIMO & FREIRE, 2006; ROMAOQO et al.,
2001). A Na', K" - ATPase gera baixa concentracdo de Na' intracelular e alta
concentragdo de cargas negativas dentro da célula. O gradiente de Na” & entdo
utilizado para transportar CI” do interior da célula através do co-transporte Na™ / K*/
CI'. Assim o CI" deixa a célula sob um gradiente elétrico através de algum canal de
CI apical (McCORMICK, 1995; VARSAMOS et al., 2005).

Neste modelo, Na* , K' - ATPase geram um gradiente elétrico e iénico. A

ouabaina & um inibidor especifico da Na*, K" - ATPase, que se liga do sitio de




ligag@o do potassio, inibindo fortemente a excregdo de CI e alterando o gradiente
elétrico (S!LVA et al, 1977, KARNAKY et al,1977 apud McCORMICK, 1995). A
localizacéo basal da Na®, K' - ATPase foi verificada com eficacia, comparando-se a
exposicdo externa a ouabaina e injetando-se a substéncia (SILVA et al., 1977).
Fragées celulares de tecido branquial fracionado contém maior atividade Na*, K -
ATPase que outras fragbes celulares (SARGENT ef al., 1975 apud McCORMICK,
1995). E possivel visualizar grandes concentracdes de Na*, K' - ATPase no interior
das células usando-se auto-radiografia com [°H] ouabaina (KARNAKY et al., 1976
apud McCORMICK, 1995). Estes resultados evidenciam que as bombas de sédio
ndo estdio localizadas na superficie apical, mas distribuidas atraves da célula no
extenso sistema tubular que é continuc com a membrana basolateral (McCORMICK,
1995; VARSAMOS et al., 2005).

Para o estudo aqui propostc escolheu-se o peixe teledstec Bathygobius
soporator (Valenciennes, 1837) da familia Gobiidae por que suportam grande
variagdo de salinidade, temperatura, oxigenag¢do, e turbidez, (FANTA, 1997,
CARVALHO FILHO, 1999; MENDES, 2006). Permanecem vivos em aguas rasas,
entre 0-2 metros, geralmente entre rochas, corais, raizes de mangues, bordas de
canais, lagoas salobras, pocas de maré, rios costeiros e estuarios de aguas rasas.
S3o abundantes desde a costa até as ilhas ocednicas, ocorrendo no Pacifico
Oriental Tropical e no Atlantico Ocidental, desde a Florida nos EUA até o Rio Grande
do Sul, no Brasil (MENESES & FIGUEIREDO, 1976; MAUGE, 1986; CARVALHO-
FILHO, 1999).

Maria-da-toca € um de seus nomes populares, numa referéncia ao fato de

que estes peixes buscam abrigo em pequenos espagos entre rochas. Ficam imoveis,

camuflados e, se assuntados, se aprofundam nas tocas ou fogem. Outras vezes
podem ser faciimente pegos com as maos, conforme relatos de pescadores (FANTA,
1997; CARVALHO FILHO, 1999; MENDES 2006). Territoriais, disputam espaco e
comida com individuos da mesma espécie, € sdo extremamente vorazes, comendo
todo o tipo de invertebrados bentbnicos, ovos, zooplancton e larvas de peixes.
Podem passar de uma poga de maré para outra, saltando pela areia ou pelas

pedras. Sao de habitos principalmente diurnos, mas também ativos a noite (FANTA,




1997; CARVALHO FILHO, 1999; MENDES 2006). Os casais sdo perenes e a
reproducgdo ocorre praticamente o ano todo. O casal guarda os ovos depositados em
superficies lisas e duras por eles preparadas. As larvas sdo planctdnicas e tem
desenvolvimento rapido, passando a habitar o fundo (CARVALHO FILHO,1999).

A familia Gobiidae estd no meio de um processo evolutivo e existem
aproximadamente 600 espécies conhecidas que ocupam ambientes diferentes, com
excecdo dos pelagicos. Em certos ambientes eles apresentam adaptacbes
fisiologicas tais como euritermia, eurialinidade, resisténcia a dissecagéo e a asfixia
(NORMANDO & GREENWOOD, 1974 apud FANTA, 1997).

Para melhor compreender os mecanismos que esta espécie usa para manter a
homeostase ao enfrentar variagbes subitas e freqlentes de salinidade neste
ambiente peculiar em que vive, foram realizados bioensaios para que se pudesse
acompanhar as alteragdes ultraestruturais das células de cloreto e a atividade

enzimatica no epitélio das branquias frente a salinidades extremas.
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2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO GERAL
Verificar a alteragdo na atividade da Na®*, K" - ATPase e alteragbes morfologicas nas
branquias do peixe Bathygobius soporator Valenciennes (Gobiidae) ap6s exposigao

a diferentes salinidades.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os limites maximo e minimo de tolerancia do peixe Bathygobius

soporator Valenciennes (Gobiidae) a salinidade ambiental;

o Observar a existéncia ou néo de alteragdes morfolégicas em branquias de B.
soporator expostos a diferentes salinidades através de técnicas de

microscopia otica;

e Observar a existéncia ou nao de alteragées morfoldgicas em branquias de B.
soporator expostos a diferentes salinidades através de técnicas de

microscopia eletronica.

o Verificar mudangas ou ndo na atividade da Na*, K’ - ATPase de células

branquiais de B. soporator expostos a diferentes salinidades;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.LOCAL DE ESTUDO

Os peixes foram coletados na baia de Guaratuba (Figura 1), que € um
estuario encaixado na planicie costeira do litoral sudeste do Brasil (25° 51.80'S, 48°
38.20'W) (SUGUIO & TESSLER, 1984) sendo uma das duas dreas estuarinas ou
protegidas do Estado do Parana (ANGULO & ARAUJO,1996). A baia tem uma drea
de 48,57 km? e esta inserida no municipio de Guaratuba (BIGARELLA ef al., 1978).
Estende-se por 15 km terra adentro e possui a largura maxima de 5 km. A baia
apresenta numerosas ilhas e extensos manguezais, penetrando mais ou menos
profundamente, nos rios que nela desaguam (BIGARELLA, 1946). Os rios que
desembocam na baia de Guaratuba téﬁw as nascentes na parte montanhosa do
complexo cristalino da Serra do Mar mas no curso inferior quando tornam-se
meandrantes, sofrem a influéncia das marés muitas vezes até algumas dezenas de
quiidmetros acima da foz (BIGARELLA, 1946).

A regido da baia de Guaratuba apresenta clima do tipo pluvial temperado,
com chuvas durante todo o ano e maiores pluviosidades e temperaturas mais altas
ocorrendo no verdo. A pluviosidade e a ingressdo da cunha salina afetam a
salinidade, que possui sazonalidade nitida (MAACK, 1981).




‘Fointer 2575315144

Figura 1 — Baia de Guaratuba, local de coleta ( —»).
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3.2. MATERIAL BIOLOGICO

Os peixes estudados foram Bathygobius soporator Valenciennes, coletados
com linha e anzol (sem trava) e isca de camardoc nas margens da Baia de
Guaratuba. A coleta foi aleatoria nas pogas de maré que se formam em rochedos

préximos a praia durante a maré baixa.

Figura 2 — Exemplar adulto da espécie Bathygobius soporator (Valenciennes, 1837)

Os peixes foram transportados para ¢ Laboratorio de Biologia Integrativa de
Peixes (BioPX), localizado no Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR, em Curitiba.
Os exemplares coletados foram transportados em compartimentos plasticos de 20L,
com oxigenacdo produzida por compressor de ar portatil. As coletas foram
realizadas entre os meses de novembro de 2004 e julho de 2005. Foi coletado um

total de 106 animais para este trabalho.

3.3.ACLIMATAGAO DE BATHYGOBIUS SOPORATOR AO LABORATORIO

Apods coleta e transporte os peixes foram distribuidos em aquarios de 25L,
contendo cada um deles 8 individuos. Os aquarios tiveram as faces laterais e
posteriores revestidas com papel contact verde, do mesmo modo que a face interna
do anteparo colocado em frente ao aquario (FANTA, 1995). O fundo dos aquarios foi
recoberto com areia grossa e tijolos com furos foram colocados para oferecer abrigo
aos peixes (ROMAO et al, 2001; FANTA,1997)
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Os aquarios foram preenchidos com agua marinha trazida do mesmo local da
coleta dos pe'ixes e as diluigées para a obtencao das diferentes salinidades foram
preparadas com agua destilada e previamente aerada. A salinidade foi controlada
por salinbmentro.

Durante a fase de aclimatagdo de 7 dias as condigbes abidticas foram
mantidas constantes: temperatura 26°C (+1°C); pH 7 e salinidade 17ppm;
fotoperiodo de 12 h de luz e escuro. A temperatura da agua foi controlada por
aquecedores acoplados a termostatos eletrdnicos.

A alimentacao oferecida foi constituida de pedacos de camarao, baseado no fato de
que B. soporator pode ser considerado onivoro e eurifago (NOMURA, 2002). A
alimentagéo foi ofertada a cada dois dias duas horas ap6s o inicio do periodo de luz
(ROMAO et al., 2001).

3.4. EXPERIMENTO DE LABORATORIO
3.4.1. Limites de tolerancia

Para a determinacdo do limite minimo de tolerdncia a baixa salinidade 20
exemplares de B. soporator (CSt 6,9cm +1,2) foram transferidos para aquario que
teve sua salinidade alterada progressivamente, de 2 em 2 horas, através da diluicao
da agua marinha com agua filtrada e declorificada, numa taxa de aproximadamente
4 ppm a cada 2 horas. A reducéo na salinidade foi acompanhada com salinémetro.
O valor de tolerancia minimo foi estabelecido como a salinidade em que todos 0s
peixes morreram.

Para a determinacado do limite maximo de tolerancia a alta salinidade 20
exemplares de B. soporator {CSt 7,7cm 10,8) foram transferidos para aquario que
teve sua salinidade alterada progressivamente, de 2 em 2 horas, retirando-se um
pouco da agua do aquario, acrescentando-se sais marinhos artificiais a prépria agua
do aquario, diluindo por completo os sais e vagarosamente devolvendo a agua para
0 aquario, provocando o aumento numa taxa de aproximadamente 4 ppm a cada 2

horas. O aumento na salinidade foi acompanhado com salinémetro. O valor de
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tolerancia maximo foi estabelecido como a salinidade em que todos os peixes
morreram.

Foram considerados como padrdo os exemplares (CSt 9,3cm 10,7) conservados em
aquario a 17ppm de salinidade. As condigbes de temperatura, ambiente do aquario,
filtragem, iluminacgédo e alimentacao foram mantidas constantes, sendo as mesmas

da aclimatagéo.

3.4.2. EXPERIMENTO DE EXPOSICAO DOS PEIXES A DIFERENTES
SALINIDADES

Com base nos dados obtidos no experimento de limites de tolerancia foram
feitos os seguintes experimentos sem alterar as condi¢cdes de temperatura, ambiente
do aguario, filtragem, iluminacao e alimentacgao.

O grupo controcle (n = 8; CSt 8,4cm 11,0) foi mantido em aquario com
salinidade 17ppm.

Grupos experimentais (CSt 87cm +0,9) foram expostos a diferentes
salinidades obtida progressivamente, de 2 em 2 horas, através da diluigdo da agua
marinha com agua filtrada e declorificada ou acrescentando-se sais marinhos
artificiais a agua numa taxa de 4pp por hora.

Foram testadas trés salinidades: 34ppm (n = 8), 06ppm (n=8),e0(n=28), e

dois tempos de exposi¢do, 12 horas e 96 horas.
Para cada tempo de exposicdo nas diferentes salinidades foram coletadas amostras
de branquias apés seccao transversal da medula espinhal e préximo a regido
occipital do peixe para medigdes da atividade Na“, K' - ATPase e para estudos
através de microscopia optica e eletrénica de transmissé&o.

3.5.ATIVIDADE da Na*, K* - ATPase

A atividade de enzima ATPase foi medida pelo procedimento que utiliza o bioensaio
para piruvato kinase (PK)/ lactato desidrogenase (LDH) descrita em GIBBS &
SOMERO, 1989.
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3.6.PREPARACAO DA MEMBRANA PARA BIOENSAIO DE ATIVIDADE
ENZIMATICA.

Para os ensaios de atividade enzimatica os filamentos branquiais foram cortados,
acondicionados em tubos Eppendorf e imediatamente congelados em nitrogénio
liguido a -80°C para andlises posteriores. Nos ensaios de atividade da ATPase, os
filamentos foram cortados dos arcos branquiais @ homogeneizados em tampéo EIS
(1mM/l EDTA, 50 mM/l imidazol, 250 mM/| sacarose, 5 mM/l 2-mercaptoetanol, pH
7.5) na proporgao de 1:9 (peso Umido: tampéo). A homogeneizagao foi feita &4 méo,

usando-se homogenizadores de vidro.

3.6.1. Ensaio enzimatico

A atividade de enzima ATPase foi medida pelo procedimento que utiliza o
bioensaio para piruvato kinase (PK)/ lactato desidrogenase (LDH). Os preparados de
membrana, apés serem descongelados, foram divididos em duas porgdes. A
primeira fracdo foi diluida com 1 volume de tampao EIS contendo 10 mM de
ouabaina e incubado por 30-60 min em temperatura ambiente. A ouabaina & um
inibidor especifico de Na*-K" ATPase. A outra fragao foi tratada da mesma maneira,
no entanto, a ouabaina nao foi adicionada. As reagdes foram iniciadas com a adig&o
das preparacdes das membranas. As atividades de Na*-K* ATPase foram calculadas
pela diferenca entre a atividade total de ATPase sem cuabaina e com ouabaina.

O meio para o ensaio foi preparado com NaCl 100mM/l, KCL 20mM, 5 mM,
MgCi2 3 mM disédio adenosina trifosfato (ATP), fosfoenolpiruvato (PEP) 0.5 mM,
frutose-1,6-bifosfato (FIBP) 0.05 mM, B-nicotidamida adenina dinucleotideo reduzido
(NADH) 0.2 mM, tampao de Tris 30 mM (pH 7.5, 10°C) e enzimas em excesso (PK
e LDH). RENZIS e BORNACIN (1984) citam que a ativagdo maxima desta enzima
ocorre na maioria dos casos a pH 7.2, e concentragdes de Na® e K de 100 e 20 mM
respectivamente. A reagao foi medida observando-se o decréscimo em absorbancia

em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 340 nm.
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3.7.TECNICAS HISTOLOGICAS
3.7.1. Microscopia optica

As branquias foram fixadas em ALFAC (85mL de alcool 80%, 10mL de formol
40% e 5 mL de acido acético glacial), por um periodo de 24 horas em temperatura
ambiente, sendo em seguida transferidas para alcool 70%.

As pecas foram desidratadas em séries crescentes de alcool etilico (80%,
90% e 100%), diafanizadas com xileno e incluidas em Paraplast Plus (Sigma®),
seguido de emblocagem e posterior trimagem, segundo as técnicas de rotina
(CLARK, 1981). A partir dos blocos trimados foram feitos cortes seriados obtidos
com o auxilio de micrétomo com espessuras de 3 a 5um e aderidos a laminas de
vidro com albumina 1% esticados em uma placa aquecedora e secos a temperatura
ambiente. Por fim, os cores foram submetidos as técnicas de rotina de
desparafinizagdo, hidratagao e coloracdo no Laboratério de Biologia Integrativa de
Peixes (BioPx).

A fim de analisar e descrever as caracteristicas estruturais e histoquimica das
branquias em microscopia de luz e para identificagéo e a localizagdo dos diferentes
tipos celulares do epitélio branquial, as laminas foram evidenciadas com as técnicas
Hematoxilina de Harris e Eosina (CLARK, 1981).

A andlise e a documentagdo fotografica das laminas foi feifa no

fotomicroscopio Zeiss Axiophot.
3.7.2. Microscopia eletrénica

As branquias foram fixadas em Karnowisky (CLAUREP GLAUERT, 1975)
(paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato 0,2M pH 7.2 a 4°C).
Em seguida as pegas foram lavadas em tampé&o cacodilato 0,2M pH 7.2 a 4°C e poés-
fixadas em tetroxido de 6smio a 2% em tampéac cacodilato 0,2M pH 7.2 durante 1
hora. A contrastagao em blocos foi feita com acetato de uranila 2% durante 2 horas.

O material foi desidratado em série alcodlica crescente e em seguida colocado emr
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acetona. A impregnag¢do e a inclusdo foram levadas e efeito em resina Epon-812
(LUFT, 1961). Os cortes ultra-finos foram obtidos em ultramicrétomo Sorval Porter
Blum MT-2 com utilizagdo de navalhas de vidro e de diamante.

Os cortes ultra-finos foram contrastados em solugéo aquosa de acetato de
uranila 2% (WATSON, 1958) e nitrato/acetato de chumbo (REYNOLDS, 1963). A
andlise do material foi realizada em microscopio eletronico de transmissao JEOL
1200EX Il do Centro de Microscopia Eletrénica da UFPR.

3.8.ALTERAGOES HISTOPATOLOGICAS

As alteracdes histopatologicas observadas nas branquias foram avaliadas
de acordo com o método descrito por BERNET et al (1999). As alteracdes
consideradas e seus respectivos fatores de importancia estéo listados na Tabela 1.
De acordo com o grau de ocorréncia, foram atribuidos valores de 0 a 6 para as
alteragbes observadas, sendo: 0 = inalterado, 2 = ocorréncia ocasional, 4 =
ocorréncia moderada e 6 = ocorréncia severa (lesdc difusa). Os valores
intermediarios também foram considerados. Os indices das Branquias (Ig) foram

calculados de acordo com a seguinte equacéo:

I, =ZZ(axw}

pr alt

aonde, pr = padréo de reagao, alt = alteragéo, a = pontuagéao atribuida a alteragéo, e
w = fator de importancia. Estes indices representam o grau de injuria sofrida pelo
6rgdo, sendo que um indice de lesdo com valor elevado representa alto grau de

injuria do 6rgao.
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Tabela 1- Alteracbes histopafolégicas consideradas nas analises das branquias de
acordo com Bernett ef al. (1999).

PADRAO DE UNIDADE = FATOR DE
REACAO  FUNCIONAL ALTERAGAO IMPORTANCIA

BRANQUIAS:

Alteracoes Hemorragia/Hiperemia/Aneurisma 1

Circulatorias Edema intercelular (descolamento de 1
epitélio)

Alteragﬁgs Epitélio Alteragtes estru'tu_rais (desestruturacéo de 1

Regressivas lamelas secundarias)
Alteragtes citoplasmaticas 1
Depdsitos 1
Alteragbes nucleares 2
Afrofia 2
Necrose 3

Tecido de Suporte  AlteragOes estruturais 1

Alteragbes citoplasmaticas 1
Depositos 1
Alteracdes nucleares 2
Atrofia 2
Necrose 3

Alteracdes Epitélio Hipertrofia 1

Progressivas
Hiperplasia 2

Tecido de Suporte  Hipertrofia 1

Hiperplasia 2

Inflamacgéo Exudato 1
Ativagdo do Sistema Reticulo Endotelial 1

infiltrag@olLeucoccitaria 2
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3.9. TRATAMENTO ESTATISTICO

Para avaliar a atividade da ATPase entre os diferentes niveis de salinidade,
primeiramente foi testada a homogeneidade das varidncias, com o teste de
homocedasticidade através do Teste de Bartlett e posteriormente foram utilizados o
teste parametrico Anova (Analise de Varidncia) ou o teste ndo-paramétrico Kruskal-
Wallis, seguidos pelo teste complementar de Dunns. _

Na avaliacdo de 3 salinidades dentro de um mesmo teste, seja de 12 horas

seja de 96 horas, consideramos cada salinidade como um tratamento diferente.
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4. RESULTADOS

4.1. LIMITES MAXIMO E MINIMO DE TOLERANCIA DO PEIXE B. soporator A
VARIACAQ DE SALINIDADE

Foi determinado que o valor limite minimo de tolerancia a baixa salinidade
para B. soporator € Oppm, € © valor limite maximo de tolerancia a alta salinidade &
58 ppm.

Como no limite minimo somente um exemplar morreu préximo a Sppm e um
em Oppm, totalizando somente 10% dos animais em teste, desconsideramos a morte
como referencial de tolerancia minimo (Figura 3).

Para o limite maximo observamos a morte de 1 animal na salinidade 45ppm, 3
animais na salinidade 49ppm, 8 animais na salinidade 53ppm e 9 animais na

salinidade 59ppm, totalizando 100% dos peixes em teste (Figura 4).

l__i‘_.g_‘g_‘g ______ S ——————
VALOR LIMITE MiNIMO DE TOLERANCIA A SALINIDADE
(ESCALA LOG)
20 T T 100%

w 15 o

2 s Salinidade

% 10 + - 10% E==g nam. individuos mortos

E ~ A —a— % mortes

o 5+ -

0 J_,m_.ii,. = 4‘, 1%,

1 2 3 4

NUMERO DE MORTES (n=20)

Figura 3- Limite minimo de tolerancia do peixe B. soporator & variagao de salinidade
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VALOR LIMITE MAXIMO DE TOLERANCIA A SALINIDADE
(ESCALA LOG)
-~ 100%

Salinidade
= num. individios mortos

- 10%

—&— % mortes

SALINIDADE

- 1%

1 2 3456 7 8 9 1011
NUMERO DE MORTES (n=20)

Figura 4- Limite maximo de tolerancia do peixe B. soporatfor a variagao de salinidade

Foram considerados como padrao os exemplares conservados em aquario a 17ppm
de salinidade, mesma salinidade média encontrada no ambiente onde os

exemplares foram coletados.
4.2. MORFOLOGIA E ULTRA-ESTRUTURA DO EPITELIO BRANQUIAL

A morfologia dos filamentos branquiais de B. soporafor observada ao
microscopio Optico apresentou padridc comum a outros teleésteos, com lamelas
primarias (flamentos branquiais) e longas e delgadas lamelas secundarias com
capilares sanguineos (Figura 7).

As alteractes histopatologicas foram observadas e contabilizadas (Tabela 2 e
Tabela 3). Podemos destacar, além dos tecidos inalterado (Figura 7), as alteragbes:
descolamento do epitélio (Figura 8 e Figura 9), hipertofia (Figura10), fusdo de

lamelas secundarias (Figura 11), aneurisma (Figura 12), e hemorragia (Figura 13).
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Tabela 2 - Alteragbes histopatolégicas observadas em B. soporafor nas
diferentes salinidades (34ppm, 17ppm, 6ppm e Oppm) apds o teste de 12h.
Porcentagens referentes a cada alteragdo considerando n=8

12h

INORMAL

DESCOLAMENTO

HIPERTROFIA

PROLIFERAGAO

FUSAO LAMELAS SECUNDARIAS
ANEURISMA

SECREGAQ DE MUCO
HEMORRAGIA

100
25

12,5
25
50

Ol IN - O IN|®

TESTE 12 HORAS

100% 100%
00% s

3dppm I:l 7ppm

80% 4

80%

40%-

20%

0% ¥ . :
NORMAL DESCOLAMENTO HIPERTROAA FROUFERAGAO FUSAQLAMELA ANEURISMA SECREGAOMUCO HEMORRAGIA
SEGUNDARIA

Figura 5 — Grafico da porcentagem de alteragdes histopatologicas observadas em
B. soporator nas diferentes salinidades (34ppm, 17ppm, 6ppm e Oppm) apods o
teste de 12h (n=8)




24

Tabela 3 - Alteragdes histopatologicas observadas em B. soporafor nas diferentes
salinidades (34ppm, 17ppm, 6ppm e Oppm) apos o teste de 96h. Porcentagens

referentes a cada alteracédo considerando n=8

I individiios

96h Oppm %
NORMAL 0 )
DESCOLAMENTO 8 100
HIPERTROFIA 7 87,5
PROLIFERAGAQ 0 0
FUSAO LAMELA SECUNDARIA 2 25
ANEURISMA 0 0
SECREGAQ MUCO 4 50
HEMORRAGIA 0 0

§
;
E
|
E
E
j
i
:
i

TESTE 96 HORAS

i

m34ppm  O17ppm

NORMAL DESCOLAMENTO HIPERTROFIA PROLIFERAGAO FUSADQ LAMELA ANMEURISMA SECREGAD MUGCO HEMGRRAGIA
SEGUNDARIA

Figura 6 — Grafico da porcentagem de alterages histopatolégicas observadas em
B. soporator nas diferentes salinidades (34ppm, 17ppm, 6ppm e Oppm) apoés o
teste de 96h (n=8)
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As eletromicrografias mostraram a ultra estrutura das células que compde os
filamentos branquiais (Figura14). Na situac&o controle, apos 96 horas em agua
17ppm observa-se a lamela primdria na regido interlamelar (entre lamelas
secundarias - figura15) apresentando células de cloreto. Estas células possuem
mitocdndrias espalhadas por todo seu citoplasma envoltas por um sistema tubular de
membranas (Figura16) e regido apical com algumas proje¢des da membrana apical
em contatoc com o meio externo (agua)- figural7. Observa-se ainda nas
proximidades da regido apical de uma célula de cloreto, intensas interdigitactes e
desmossomas entre células adjacentes (Figura19). As lamelas secundarias
apresentam delgadas células pavimentares revestindo-as externamente e células
sanguineas no interior dos capilares (Figura18). Na situagao experimental, apds 12
horas em agua 6ppm observa-se células acessoérias com citoplasma mais
eletrodenso quando comparado com o das células de cloreto e também rico em
mitocbndrias. Em um aumento maior, observa-se o aspecto do citoplasma de uma
célula de cloreto, com abundancia de mitocdndrias envoltas pelo sistema tubular de
membranas (Figura 20).

Também foram detectadas alteragbes significativas nos tecidos branquiais.
Dentre estas alteragcbes podemos destacar a hiperplasia, que corresponde a
proliferacdo de células do epitélio interlamelar e respiratorio podendo levar a fusdo
entre duas ou mais lamelas secundarias. Também observou-se aneurisma que é
descrito como uma dilatagdo do espago sanguineo devido a lesdo das celulas
pilares e acumulo de células sanguineas. O descolamento do epitélio, caracterizado
pela sua separagido da membrana basal devido a infiltracéo de fluido intersticial nas
lamelas secundarias também foi demonstrado. Todas as alteracfes observadas
correspondentes aos diferentes tempos do experimento e diferentes salinidades

estdo organizadas e expostas na Tabela 2 e Tabela 3.
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Figura 7 - Organizagao estrutural das branquias de Bathygobius soporafor exposto a
salinidade 17ppm — 96h. Corte longitudinal. Observar. lamela primaria (LP),
lamelas secundarias (LS), epitélio respiratério (ER) e espaco sanguineo (ES).
Microscopia de luz. Aumento 1000X. Coloragao Hematoxilina eosina (HE).
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Figura 8 - Organizaco estrutural das branquias de Bathygobius soporator exposto a
salinidade 6 ppm — 96h. Corte longitudinal. Observar: descolamento do epitélio
respiratorio (DE), lamela primaria (LP), lamelas secundarias (LS) e epitélio
respiratorio (ER). Microscopia de luz. Aumento 1000X. Coloragdo Hematoxilina
eosina {HE).
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Figura 9 - Organizag&o estrutural das brénquias de Bathygobius soporator exposto
a salinidade 6ppm - 12h. Corte longitudinal. Observar: descolamento do
epitélio respiratério (DE), lamela primaria (LP) , lamelas secundarias (LS), e
espago sanguineo (es).. Microscopia de luz. Aumento 400X . Coloragéo
Hematoxilina eosina (HE).
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Figura 10 - Organizacéo estrutural das branquias de Bathygobius soporator exposto
a salinidade Oppm - 12h. Corte longitudinal. Observar: hipertrofia das células do
epitélio respiratorio (HR) e lamela primaria (LP). Microscopia de luz. Aumento 1000X.

Coloracdo Hematoxilina eosina (HE).
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s

Figura 11 - Organizagao estrutural das branquias de Bathygobius soporafor exposto
a salinidade 6ppm - 96h. Corte longitudinal. Observar. Hipetrofia do epitélio
respiratério (HR), lamela primaria (LP) e espago sanguineo (es). Microscopia de
luz. Aumento 1000X. Coloragdo Hematoxilina eosina (HE).
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i i

Figura 12 - Organizacao estrutural das branquias de Bathygobius soporator exposto
a salinidade 08ppm - 12h. Corte longitudinal. Observar: aneurisma (AN), lamela
primaria (LP), espaco sanguineo (es) e célula epitelial (ep). Microscopia de luz.
Aumento 400X Coloragdo Hematoxilina eosina (HE).
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Figura 13 - Organizacéo estrutural das branquias de Bathygobius soporator exposto
a salinidade Oppm - 12h. Corte longitudinal. Observar: local de fusdo entre duas
lamelas secundarias (FL) e lamela primaria (LP). Microscopia de luz. Aumento
400X . Coloracdo Hematoxilina eosina (HE).
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Figura 14 - Estrutura do epitélio branquial de B. soporator observada ao
microscopio eletrénico de transmissdo apds 12 horas em salinidade Oppm.
Lamela primaria (LP), lamela secundaria (LS) com células pavimentares (cp),
células sanguineas no limen de um capilar e célula de muco (cm). Aumento

2.500X.
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Figura 15 - Estrutura do epitélio branquial de B. soporafor observada ao
microscopio eletrdnico de transmissdo ap6s 12 horas em salinidade Oppm.
Células de muco (cm) e projegdes da membrana apical em contato com o meio
externo (mp). Aumento 8.000X.
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Figura 16 - Estrutura do epitélio branquial de B. soporator ~observada ao
microscopio eletrénico de transmissao ap6s 12 horas em salinidade Oppm.
Células de cloreto (cc), mitocondrias espalhadas por todo seu citoplasma (m) e
sistema tubular de membranas (st). Aumento 10.000X.
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Figura 17 - Estrutura do epitélio branquial de B. soporafor observada ac
microscopio eletrénico de transmissdo apos 12 horas em salinidade 34ppm.
Lamela secundaria (LS) com células pavimentares {cp), descolamento (DE) e
edema (ed). Aumento 4.000X.
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Figura 18 - Estrutura do epitélio branquial de B. soporator observada ao
microscopio eletrdnico de transmissdo apds 96 horas em salinidade 17ppm.
Lamela primaria (LP), lamela secundaria (LS) com células pavimentares (cp),
células de cloreto (cc), células sanguineas no limen de um capilar (sg) e céiula
de muco (cm). Aumento 5.000X.




38

Figura 19 - Estrutura do epitélio branquial de B. soporator observada ao
microscopio eletrdnico de transmissao apés 12 horas em salinidade 17ppm.
Lamela secundaria (LS) com interdigitagbes (id) desmossomo (ds) . Aumento

60.000X.
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Figura 20 - Estrutura do epitélio branquial de B. soporator observada ao microscopio
eletronico de transmissédo apos 12 horas em salinidade 6ppm. Lamela primaria
(LP), lamela secundaria (LS) com células pavimentares (cp), células de cloreto
(cc) e célula de muco (cm). Aumento 4.000X.

[
;
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4.3. INDICE DE LESAO
Levando-se e.fn consideracgéo as alterag6es histopatolégicas observadas nos tecidos
branquiais e utifizando-se os dados calculados que estdo na Tabela 4, foram obtidos
os indices de leséo.

Tabela 4 - Alteracdes histopatologicas consideradas nas analises das Branquias de
acordo com Bernett et al. (1999) considerando as diferentes salinidades (Oppm,
6ppm, 17ppm e 34ppm) nos testes de 12h e 96h. Um fator de importanciade 1 a 3
foi atribuido para cada alteragédo e aplicado na féormula para obtengéo dos valores
acima. pr = padrao de reagio, alt = alteragdo, a = pontuagéo atribuida a alteragao, e
w = fator de importancia.

m
soma pr 1 2 1 2 2 2 2
soma alt 2 2 1 3 2 3 2
a 3 3 2 4 4 4 5
w 1 2 1 3 2 3 2
indice de leséo 6 24 2 72 32 72 40

iNDICE DE LESAC

Mppm 17ppm 06ppm Oppm

Figura 21 — Grau de injuria sofrida pelas branquias, sendo que um indice de lesao
com valor elevado representa alto grau de injaria

Na salinidade 34ppm, observamos que o indice de lesdo foi maior no teste de
12 horas do que no teste de 96 horas. Assim, podemos observar que quanto menor

a salinidade, maior o Indice de leséo no teste de 96 horas.
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4.4.ATIVIDADE Na”, K - ATPase DE CELULAS BRANQUIAIS DE B. soporator
EXPOSTOS A DIFERENTES

4.4.1. Teste de 12 horas

Os efeitos do ensaio para mensurar a atividade da Na'/K'-ATPase dos
homogenados de branquias de B. Soporator em 12 horas de teste estdo expostos
na Figura 22. A atividade da Na*/K'-ATPase aumentou quando comparamos as
amostras expostas a salinidade 6ppm em relagdo a 17ppm e esta em relagao a 34
ppm, como observamos na Figura 23. Também podemos observar que em nivel de
significancia de 5% a atividade da Na*/K*-ATPase dos homogenados de branquias
expostas a salinidade 34ppm difere da sa_linidade 8ppm, a salinidade 34ppm difere
da salinidade Oppm e a salinidade 17ppm difere da salinidade 6ppm (Tabela 7). A
menor média obtida para a atividade da Na'/K*-ATPase dos homogenados foi das
amostras expostas a salinidade 6ppm com © valor O,379414,me>llminlmlegWM'1 eo
maior valor foi das amostras expostas a salinidade 34ppm  com atividade
1,7270pmoh’minlmllngl\li'1 (Tabela 5).

ATPASE x SALINIDADE - TESTE 12 HORAS
”‘

ATPASE

SALINIDADE

Figura 22 - Atividade da Na", K' - ATPase de células branquiais de B. soporator
expostos a diferentes salinidades (Oppm, 6ppm, 17ppm e 34ppm) no teste de
12h.




Tabela 5 - Resumo Estatistico Teste 12 horas
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Todas as
Oppm 6ppm 17ppm 34ppm
salinidades
Numero de
32 8 8 8 8
Observacgdes
Média 0,9339 0,6000 0,3794 1,0293 1,7270
Mediana 0,8887 0,6311 0,3241 0,9821 1,7839
Moda 0,8887 0 0 0,8887 1,1249
Variancia 0,3401 0,0482 0,0481 0,0231 0,1787
Valor minimo 0,1009 0,3221 0,1009 0,8887 1,1249
Valor maximo 2,2926 0,8887 - 0,7041 1,2579 2,2976
Anova
Tabela 6 - Estatistica Anova para o teste de 12 horas
Fonte de G.L 8Q QM F P-valor
Variacdo
Tratamento 3 8,45661 2.81887 37,79 0,000
Residuos 28 2,08873 0,0745974 - -
Total 31 10,5453 - - -

Considerando um nivel se significancia de 5%, rejeitamos Hg, ou seja, a

enzima ATPase nao é igual em todos os niveis de salinidade medidos.

Teste de Bartlett.

Ao nivel de significAncia de 5%, ndo rejeitamos Hg ou seja, existe

homocedasticidade entre os niveis de salinidade.
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Porém, como o p-valor esta no limite resolvemos considerar que ndo existe

homocedasticidade entre os dados e assim, utilizar um método Nao-paramétrico.

Teste Kruska Wallis (Nao paramétrico)

Considerando um nivel se significancia de 5%, rejeitamos Ho, ou seja, a

proteina ATPase n&o € igual em todos os niveis de salinidade medidos.

Utilizando o Teste de Dunn’s (Teste de comparagao):

Tabela 7 - Estatistica Dunn’s para o teste de 12horas. Amostras com P<0,01

Comparacao Estatistica P-valor
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Varidvel ATPase 12 horas x Salinidade
24F - =
2+ a -
B
o 16F B -
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0 6 17 34
Salinidade

Figura 23 - Atividade da Na*, K* - ATPase (umol/min/ml/ugWM™* ) de células
branquiais de B. soporator expostos a diferentes salinidades (Oppm, 6ppm, 17ppm e
34ppm) no teste de 12h.

4.472. Teste de 96 horas

Os efeitos do ensaio para mensurar a atividade Na'/K'-ATPase dos
homogenados de branquias de B. Soporator em 86 horas de teste estdo expostos
na Figura 24. A atividade Na'/K'-ATPase aumentou quando comparamos as
amostras expostas a salinidade Oppm em relagdo a 6ppm e esta em relagédo a
17ppm e esta em relagdo a 34 ppm, como observamos na Figura 25. Também
podemos observar que em nivel de significancia de 5% a atividade Na'/K"-ATPase
dos homogenados de branquias expostas a salinidade 34ppm difere da salinidade
6ppm, expostas a salinidade 34ppm difere da Salinidade Oppm e expostas a
salinidade 17ppm difere da Salinidade Oppm. (Tabela 10). A menor média obtida
para a atividade Na'/K'-ATPase dos homogenados foi das amostras expostas a

salinidade Oppm com o valor 0,5026pmol/min/mifjugWM™? e o maior valor foi das

amostras expostas a salinidade 34ppm com atividade 2,0087umollminlmllquM'1
(Tabela 8).
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ATPASE x SALINIDADE - TESTE 96 HORAS |

0,79 0,78 0,76 p—
= oo B OB

S T SR ;L el
006 6 6 6 6 6 6 617171717171717173434343434343434
SALINIDADE

K' - ATPase de células branquiais de B. soporator

expostos a diferentes salinidades (Oppm, 6ppm, 17ppm € 34ppm) no teste de

96h.

salinidades
Nimero de
32 8 8 8 8
Observagoes
Media 1,0953 0,5026 0,6896 1,1803 2,0087
Mediana 0,8747 0,4980 0,7481 1,1710 2,1316
Moda 0,4401 0,4401 0 0 0
Variancia 0,4735 0,0253 0,0241 0,0702 0,4262
Menor
0,2705 0,2705 0,4272 0,9016 1,1098
observagao
Maior
2,7971 0,7470 0,8479 1,6572 2,7971
Lobservagéo
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Anova
Tabela 9 - Estatistica Anova para o teste de 96 horas
Fonte de G.L. sQ QM F P-valor
Variacdo
Tratamento 3 10,8598 3,61993 26 52 0,000
Residuos 28 3,82156 0,136484 - -
Total 31 14,6813 - - -

Considerando um nivel se significancia de 5%, rejeitamos Ho, ou seja, a atividade da

enzima ATPase n&o é igual em todos os niveis de salinidade medidos.
Teste de Bartlett.

Ao nivel de significancia de 5%, rejeitamos Ho ,ou seja, nio existe
homocedasticidade entre os niveis de salinidade.
Como este pressuposto da Anova néo foi atendido, usaremos técnicas Nao-
paramétricas, em especifico o Teste de Kruskal-Wallis.

Teste Kruska Wallis (Nao paramétrico)

Considerando um nivel se significancia de 5%, rejeitamos Hp, ou seja, a

proteina ATPase néo é igual em todos os niveis de salinidade medidos.
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Utilizando o Teste de Dunn’s ( Teste de comparagao):

Tabela 10 - Estatistica Dunn’s para o teste de 96horas. Amostras com P<0,01

Comparagao Estatistica P-valor

Salinidade xATPase - 96 horas
3F =
C e .
25F B =
- a .
o 2 i E
fal 1,5 - " =
— - B .
< 4E : | 3
L B -
i : L ]
015 o o B =
r H ]
0 C .
0 6 17 34
Salinidade

Figura 25 - Atividade da Na“, K - ATPase (umol/min/mifugWM™) de células
branquiais de B. soporafor expostos a diferentes salinidades (Oppm, 6ppm,
17ppm e 34ppm) no teste de 96h.
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5. DISCUSSAO

A morfologia basica observada para os filamentos branquiais de B. soporator
é semelhante a estrutura descrita para outros teledsteos, como traira (Holoplias
malabaricus) ( MORON & FERNADES, 1996), o bagre (Hypostomus plecostomus)
(FERNANDES et al, 1998) Dicentrarchus labrax (BOUTET et al., 2008), tilapia.
(Oreochromis mossambicus) (VAN DER HEIDEN et al.,1997), esturjdo (Acipenser
naccari) (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2005), Salmo sala (salméo), Oncorhynchus
mykiss (truta), Salvelinus alpinus (SHIVKAMAT & RQY, 2005), baiacus (Sphoeroides
testudineus e Sphoeroides greeleyi) (PRODOCIMO & FREIRE, 2006) entre outros.

Pudemos observar que as branquias de B. soporafor apresentam segundo
arco branguial formado por duas hemi-branquias, cada uma delas formadas por uma
fileira de filamentos branquiais. Cada filamento branquial é formado por uma lamela
primaria, que por sua vez, apresenta duas fileiras de lamelas respiratérias ou
lamelas secundarias, as quais apresentam a forma de arcos semilunares projetados
lateralmente na lamela primaria. Estas lamelas respiratorias séo responsaveis pelas
trocas gasosas assim como possuem células especializadas na regulagéo i6nica e
excrecdo. Cada lamela respiratéria é limitada por uma camada de tecido epitelial
simples pavimentoso. Este tecido delimita externamente o espaco sanguineo, que €
mantido pela presenga de células pilares. Na regiao interlamelar encontra-se um
epitélio estratificado, onde pode ser encontrado células de cloreto e células
secretoras de muco (ROBERTS, 1989).

Além das células de cloreto responsaveis pelo transporte de NaCl, o epitélio
branquial observado para B. soporafor apresentou células pavimentares delgadas
ocupando toda a superficie de contato entre o sangue e o ambiente externo (agua).
Este tem a finalidade de realizar transporte de gases durante a respiragéo (SARDET
et al, 1979; LAURENT & DUNEL, 1980; MORON & FERNANDES, 1996, PERRY ef
al., 1997). Células acessorias ocorreram na base ou ao lado das células de cloreto
na regido interlamelar, com citoplasma mais eletrodenso do que o citoplasma das

células de cloreto. As células acessorias possuem mitocOndrias e também sistema
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tubular de membranas cuja fungdo esta relacionada com a secrecio de sal, sendo
encontradas em epitélio branquial de outros tele6steos marinhos (SARDET et al.,

1979; GIBBS, 1989; McCORMICK, 1995: FERGUNSON, 1995; FERNANDES, et al,
1998: MORON & FERNANDEZ, 1996; 7ADUNAISKY, 1996; VAM DER HEIJDEN ef
al., 1997; MENDES, 2001; HIROSE, 2003; SHIVKAMAT & ROY, 2005; GIARI et al.,

2006; LAURENT et al, 2006; KIDDER et al., 2006).

A ultraestrutura das células de cloreto do epitélio branquial de B. soporator &
semelhante a descrita para oufras espécies de teledsteos dulciculas e marinhos.
Estas células possuem formato globoso e sistema tubular de membranas bastante
desenvolvido e associado a mitocondrias, além de projegdes da membrana apical,
tal como descrito para outras espécies. (SARDET et al., 1979; McCORMICK, 1985;
FERGUNSON, 1995; FERNANDES, et al, 1998; MORON, 1996; ZADUNAISKY,
1996 VAM DER HEIJDEN et al., 1997 MENDES, 2001; SHIVKAMAT & ROY, 2005;
GIARI et al., 2006; LAURENT et al, 2006).

A observacdo dos epitélios branquiais de B. soporator indicam estrutura
especializada para transporte de ions, com células abundantes em dobramentos de
membrana envolvendo mitocondrias, caracteristico de epitélios de transporte de
ions. Ao ser alterada a salinidade da agua, foram detectadas alteractes
significativas nas estruturas destes epitélios.

Ao ser diminuida a salinidade ambiental para 6ppm em 96h de exposicao e
Oppm em 12h de exposigao observamos hiperplasia dos tecidos branquiais, o gue
corresponde & proliferacao de células do epitélio interlamelar e respiratorio podendo
levar a fusdo entre duas ou mais lamelas secundarias (MALLAT 1985; ROBERTS
1989). Também observamos aneurismas que sao descritos como uma dilatagGes do
espaco sanguineo devido a lesdo das células pilares e acumulo de células
sanguineas (MALLAT 1985, FERGUNSON 1995) em salinidades baixas como em
6ppm em 12h e 96h, assim como em Oppm em 12h. Outra alteracéo detectada foi o
descolamento do epitélio que & caracterizado pela separagao existente entre epitélio
da lamela secundaria e a membrana basal (FERGUSON 1895) devido a infiltragac
de fluido intersticial (MALLAT 1985, FERGUNSON 1995). Esta alteracao foi

observada em todos os niveis de salinidade em diferentes intensidade e frequenma
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porém destacamos notavel fregiiéncia nas salinidades diferentes de 17ppm em 12h
de exposicao em 6ppm e Oppm em 96h de exposi¢ado.

Quando observamos descolamento do epitélio respiratério ou edema ha
separacdo entre o espago sanguineo e o epitélio que o recobre devido a uma
infiltragdo de liquido originario do sangue apds aumento de permeabilidade na
parede dos vasos ou distirbio circulatério local. Esta alteragédo causa necrose das
células epiteliais e quando é intensa pode ter efeitos fisiologicos como uma letal
disfungao respiratéria e osmorregulatéria (MALLAT 1985, FERGUNSON 1995)
Porém trata-se de uma alteracéo reversivel, tendo recuperagdo total tdo logo o
agente indutor seja retirado (ROBERTS, 1989).

A congestao corresponde a diminuicdo ou parada da circulagdo do sangue
em um vaso. Quando ha lesao das células pilares, esta congestao & seguida de uma
dilatacdo do espago sanguineo. Esta alteracdo & denominada aneurisma ou
telangectasia como pudemos observar em alguns exemplares expostos a extremos
durante o experimento. Entretanto a substituicao das células pilares e a atuagéo da
regulagao da circulagdo ou redistribuigao do sangue levam ao retorno as condigbes
normais (MALLAT 1985, FERGUNSON 1995).

O muco tem como fungao proteger o epitélio e o aumento da secrecéo pode
estar relacionado a uma reagao a presenga de um agente irritante como por exemplo
a salinidade (ROBERTS, 1989). O retorno a condicdo de secreg&o normal depende
da remogao do agente agressor.

Alteracdes como descolamento do epitélio respiratério, hipertrofia, hiperplasia,
fusdo das lamelas respiratérias, congesido e aumento da secre¢do de muco,
induzidas por agentes irritantes nas lamelas branquiais ndo refletem agbes
especificas do agente, mas sim, refletem uma resposta fisiolégica do peixe. Esta
resposta pode ser regulada por fatores internos as branquias ou ser parte de uma
resposta sistémica ao estresse (MALLAT, 1985).

Estas alteragbes nas lamelas branguiais apresentam um efeito comum que é
o aumento da distancia entre a agua e o sangue, distanciando, com isso, o agente

agressor do sistema de distribuigdo de moléculas do organismo (MALLAT, 1985).
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Observamos e classificamos como hemorragia alteragdes presentes em
branquias de peixes expostos a salinidade de 6ppm durante 12h. onde ha ruptura do
epitélio respiratorio e extravasamento do sangue para o meio externo. Esta pode
levar a desestruturacdo das lamelas secundarias ocorrendo necrose, ou seja, morte
celular generalizada, e por conseqléncia a perda do padrao estrutural das lamelas.
No caso de necrose houve acéo direta do agente agressor. A lesdo € reversivel
através de proliferacdo celular e substituicio das células lesionadas. Quando ocorre
em grandes proporgdes, esta alteragao pode ser letal para o organismo. Porém em
condicdes n&o letais, ha proliferagdo celular e substituicdo das células
mortas(MALLAT 1985, FERGUNSON 1895).

Alteragdes como hemorragia e desestruturagdes das lamelas secundarias sao
induzidas por agentes irritantes nas lamelas branquiais e refletem actes especificas
do agente sobre as células do epitélio respiratorio (MALLAT 1985, FERGUNSON
1995).

As alteragdbes branquiais aqui relatadas ndo sado especificas para um agente
agressor, sendo reconhecidas em animais submetidos a diferentes substancias
quimicas (MALLAT, 1985). Podem, ainda, ser resultado de outros agentes fisicos ou
biolégicos. De uma forma geral, estas alteractes lesivas acarretam uma diminuigao
da eficiéncia respiratéria, podendo, quando ocorrendo de forma intensa e
combinada, levar a morte do individuo (MALLAT 1985, FERGUNSON 1995).

Considerando o estado de salde dos tecidos das branquias avaliadas de
acordo com o método descrito por BERNET et al (1999) verificamos que B.
soporator depois da exposicdo a diferentes salinidades conserva higidez em
salinidades superiores a 17ppm com tecidos permanecendo inalterados ou
alteragdes de ocorréncia ocasional. Os maiores graus de alteragao, logo, menor
higidez sdo observados em salinidade de Oppm e, principaimente, 6ppm. Nestas
salinidades observamos ocorréncia moderada e ocorréncia severa de alteragbes
histologicas em ambos os tempos de exposigdo. Tais alteragdes branquiais aqui
relatadas podem estar relacionadas & diminuigédo da salinidade do meio, ou seja, o
fator fisico salinidade, de uma forma geral, leva a alteragdes lesivas que acarretam

em uma diminuigéao da eficiéncia respiratoria, padendo, quando ocorrendo de forma
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intensa e combinada, levar a morte do individuo (MALLAT 1985, FERGUNSON
1995, BERNET ef al., 1999).

Ainda considerando as acdes especificas do agente sobre as células do
epitélio respiratorio podemos dar enfoque a atividade da Na*, K" - ATPase de células
branquiais de B. soporator expostos a diferentes salinidades. Analisando atividade
Na*, K' - ATPase desta espécie nas diferentes salinidades testadas e nos diferentes
tempos temos a indicagdo de que esta espécie € osmorreguladora, alterando a
atividade branquial da Na’, K* - ATPase o que levaria a uma manutengao das
concentragdes plasmaticas dos ions e sua estabilidade mesmo quando submetidos
a reducdo ou aumento da salinidade, fato que se ndo ocorresse poderia levar a
morte do individuo (EVANS, 2005; KIDDER, ef al., 2006).

Revendo a literatura e trabalhos recentes concluimos que a fungéo da
osmotregulagdo envolve o transporte da dgua e de sais no organismo do peixe com
o objetivo de manter a estabilidade do liquido extracelular. A manutengdo desta
estabilidade frente A variagao de salinidade do meio depende de varios mecanismos
ficologicos. Para B. soporator submetidos a ambientes em diferentes salinidades,
assim como para outras espécies na mesma condicdo experimental a atividade
Na'/K'-ATPase das branquias esta relacionada a capacidade deste Orgéo
osmoregulatério para a saida de ions adicionais em um ambiente hiperosmotico
(MCCORNICK, 1995) e para a entrada de ions em um ambiente hiposmotico.
Observamos nos resultados as mudancas na atividade Na’/K'-ATPase das
branquias depois que transferéncia para um meio hiperosmotico vai de encontro com
a aquela relatada previamente para outras espécies, assim como com o papel
fisiologico desta bomba de ions em teledsteos eurialinos (MCCORNICK, 1985). Além
de que, estes resultados reforcam o modelo relacionando a atividade da Na'/K"-
ATPase branquial e a salinidade ambiental observadas para diversos teledsteos
eurialinos.

O aumento progressivo do co-transporte ocasionado pela maior atividade
Na'/K*-ATPase durante a passagem de B. soporafor para salinidades mais altas
durante os experimentos assim como a observagdo das micrografias eletrénicas nos

levam a supor a localizacdo desta proteina de transporte nas células de cloreto
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branquiais. Esta é uma evidéncia adicional para o papel desta proteina na secre¢ao
de fons pelas branquias. A aclimatagao na 4gua com maior concentragéo de sais e a
abundancia de células de cloreto nesta condigdo embora este seja o primeiro estudo
para quantificagio para a proteina de co-transporte Na'/K*-ATPase nas branquias
de B. soporator vem de encontro a outros estudos de um grande namero teledsteos
que demonstraram aumentos na atividade Na'/K'-ATPase da branquia depois que
transferéncia para maiores salinidades (MCCORNICK, 1995, EVANS, 2005;
KIDDER, et al., 2006).

‘Na aclimatizagéo da agua salgada para agua doce € de grande importancia a
manutencdo da regulagio idnica visto que os peixes sdo submetidos a uma
redugdo severa de ions devido a entrada adicional da agua por osmose (DEANE &
WOO, 2004). Para tanto propomos que B. soporator (a partir da analise dos
resuldados para Na'/K'-ATPase branguial), a exemplo de outros peixes eurialinos se
adaptam a salinidades diferentes regulando um nimero de fungdes fisiolégicas
chave que sd@o necessarias para a homeostase. Tal cascata de eventos é descrita
em uma série de respostas fisiolégicas que culminam na diminuicdo da atividade da
Na*/K*-ATPase branquial e secrecdo de NaCl (MCCORNICK, 1995, EVANS, 2005;
KIDDER, et al., 2006). Podemos supor que como resposta inicial a tal alteragéo do
meio temos o fechamento dos espacos existentes entre células de cloreto e células
acessoOrias (VARSAMOS, 2005). A partir da literatura existente e trabalhos
publicados podemos esperar ap0s este evento um aumento da prolactina plasmatica
(VARSAMOS, 2005; EPSTEIN ef al., 1980; JOBLING, 1995; ZADUNAISKY, 1996;) .
Experimentos com outras espécies demonstram que estes hormonios induzem
diminuicdo do nimero das células de cloreto e das invaginagbes nas suas
membranas (PRODOCIMO & FREIRE, 2006). Tal diminuigao reflete diretamente na
diminuicdo da atividade da Na+/K+ ATPase e secrecdo de NaCl como resposta ao
ambiente de agua doce como verificamos em experimento com B. soporator . Por
seguinte sugerimos que temos a ativacdo da H+ ATPase e os niveis plasmaticos de
Na+ voltam ao normal, j& que os animais sobreviveram as variacbes de salinidade

em seu meio natural e em experimento (VARSAMOS, 2005).
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Ja na aclimatizacéo da agua doce para salgada ou hipersalina os peixes tém
que conter a possibilidade de entrada adicional de ions e de perda osmética de
agua. Para tanto supomos que a H+ ATPase & desativada inicialmente em B.
soporator a exemplo do que ocorre para outras espécies (VARSAMOS, 2004 2005;
SAKAMOTO et al,, 1997; SEIDELIN, 1999; LIN ef al., 2004; PIERMARINI, 2000).
Assim temos como resposta fisiologica o aumento do Na+ plasmatico que por
conseqUéncia estimularia o aumento do cortisol e GH também no plasma
(VARSAMOS, 2005). Tais hormdnios demonstram em trabalhos com outras
espécies a indugdo ndo sé do aumento do nimero das células de cloreto mas
também um acréscimo das invaginagbes das suas membranas (PRODOCIMO &
FREIRE, 2008). A conseqiiéncia final deste processo é o aumento da atividade da
Na+/K+ ATPase e secrecdo de NaCl como podemos observar em nossos
resultados. Por fim, podemos supor que os niveis plasmaticos de Na+ voltam ao
normal, ja que os animais sobreviveram as adversidades de mudanga de salinidade
tanto em seu meio natural quanto em experimento. Muitos tele6steos marinhos sao
fortemente eurialinos, possuindo grande capacidade de tolerar e se adaptar a
reducéo de salinidade, especialmente animais que vivem em regiGes estuarinas
sujeitas a diluigdo da agua do mar (JOBLING, 1995) situacgéo encontrada na baia de
Guaratuba, ambiente onde os exemplares de B. soporatfor utilizados em nossos
estudos foram coletados. Nesta regido observamos principalmente a variagéo
sazonal da salinidade além da variagdo imposta pelo regime de marés. Sendo assim
quando peixes desta regido, inciuindo a espécie estudada, sdo submetidos a uma
redugdo de salinidade, as modificagbes fisiolégicas ocorrem em duas etapas, por
isso observamos valores diferentes de atividade Na+/K+ ATPase quando
comparamos animais expostos as mesmas salinidades porém em tempos diferentes
(12h e 96h). Trabalhos descrevem que a primeira etapa é classificada como
adaptativa. Nesta etapa ocorrem alteragées na concentracédo idnica e osmoética do
plasma pela perda de ions inorgénicos e ganho osmotico de agua. Ja a segunda
etapa é regulatoria, na qual a osmolaridade e as concentragdes ibnicas do plasma
aumentam para os niveis normais, sendo reguladas e mantidas dentro de limites

estreitos em homeostase. A reducéo da salinidade acarreta em geral uma redugéd
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do numero de células de cloreto das branquias, e da atividade Na'/K'-ATPase
branquial, eventos controlados pelo horménio prolactina (EPSTEIN et al., 1980;
JOBLING, 1995; ZADUNAISKY, 1996). Por outro lado, em teledsteos dulciculas
eurialinos transferidos para a dgua do mar, na etapa adaptativa ocorre aumento da
osmolaridade do plasma e da concenfragéo iénica devido & reversdo do gradiente
salino que favorece agora a entrada difusiva de sal pelo epitélio branquial. Na etapa
regulatéria, apds alguns dias ou semanas de aclimatag&o & agua do mar, em geral &
observado um aumento no nimero de células de cloreto e aumento da atividade da
enzima Na'/K*-ATPase branquial, eventos controlados pelos hoarménios cortisol e do
crescimento (EPSTEIN ef af., 1980; JOBLING, 1995; ZADUNAISKY, 1996; EVANS
et al., 2005; KIDDER, et al., 2008). Portanto animais expostos por periodos curtos de
tempo (horas) se comparados a animais expostos a periodos longos de tempo (dias
ou semanas) apresentam valores diferentes nos valores da atividade da enzima
Na‘/K*-ATPase devido a respostas fisiologicas também diferentes, como
observamos e deduzimos ter ocorrido para B. soporator.

Nossos resultados sugerem também um papel para esta enzima na entrada
de fons em ambientes hiposmoticos. Entretanto nés ndo temos nenhuma indicagao
se B. soporator pode ou nido absorver ativamente estes ions em ambientes
hiposmoticos pelo epitélio branquial tendo em vista a redugdo da atividade Na'/K'-
ATPase branquial quando ha diminuigdo da salinidade ambiental. E notavel como
esta espécie mantém a osmolaridade de seu organismo por 96 horas diminuindo o
efluxo de ions. Assim & possivel supor que influxo dos ions adicionais poderiam ser
dirigidos pela ativagao rapida da atividade Na'/K*-ATPase dos rins que retornariam a
atividade basal assim que a atividade nas branquias fosse estimulada durante o

periodo regulatério.
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6. CONCLUSAO
Nas condigdes do presente estudo pode-se concluir que:

A exposicéo a salinidades iguais ou superiores a 58ppm causam mortes em
Bathygobius soporator.

Bathygobius soporator sao resistentes a meios com baixa salinidade vivendo em
agua Oppm. '
A diminuigéo da salinidade da agua para 6ppm, no teste de 96h, e Oppm, no teste
de 12h, leva a hiperplasia dos tecidos branquiais.

Com a diminuigéo da salinidade observamos aneurisma nas salinidades 6ppm, no
teste de 12h e 96h, e em Oppm, no teste de 12h.

Ha descolamento em todas as salinidades nos testes de 12h e 96h.

Ocorre hemorragia em Bathygobius soporator expostos a salinidade 6ppm durante
12h.

Branquias de Bathygobius soporator conservam higidez em salinidade igual a
17ppm.

Alteracdes na salinidade da agua levam a alteragdes significativas nas estruturas do
epitélio branquial e menor grau de higidez em 6ppm e Oppm.

A atividade Na’/K'-ATPase branquial para Bathygobius soporator € maior em
salinidade 34ppm, se comparada a salinidade 6ppm e Oppm, e € maior em
salinidade 17ppm se comparada a salinidade 6ppm no teste de 12h.

A atividade Na'/K*-ATPase branquial para Bathygobius soporator € maior em
salinidade 34ppm, se comparada a salinidade Oppm e 6ppm, e & maior em

salinidade 17ppm se comparada a salinidade Oppm no teste de 96h.
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