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RESUMO

Elasmobranquios sdo essencialmente marinhos, porém algumas poucas espécies
sao eurihalinas, podendo entrar em estuarios. Com a diminuicdo na salinidade é
observada redugdo na concentracdo de uréia, ions e osmolalidade plasmaticos, e
reducdo da funcdo da glandula retal, principal estrutura osmorregulatéria em
elasmobranquios. Zapteryx brevirostris € uma raia que habita a costa sulamericana.
Devido a relatos verbais de sua presenca em estuarios, sua condicao de espécie
nativa ameacgada, e caréncia de dados fisioldgicos sobre esta espécie, este estudo
teve como objetivo analisar a eurihalinidade de Z. brevirostris por exposi¢cao aguda a
reducdo de salinidade, como poderia ocorrer em ocupacao transiente de estuarios.
Os animais foram coletados no descarte da pesca artesanal no Balneario de
Shangrila, litoral paranaense. Foi feita redugcao abrupta de salinidade a partir da
agua do mar (35%., controle) para 25, 15 e 5%., por 6 e 12 horas em cada
salinidade. Quatro salinidades e 2 tempos geraram 8 grupos, com n de 6 animais
para cada grupo, total de 48 animais. As raias foram anestesiadas com eugenol
100%, diluigdo 1:10 (6ml/L). Os animais foram sacrificados com secc¢ao da coluna
vertebral. Foi entdo realizada coleta de sangue diretamente do coragcdo, e foram
retirados fragmentos dos tecidos: musculo abdominal, rim direito, branquia e
glandula retal. As concentragdes plasmaticas de sédio e potassio foram
determinadas por fotometria de chama, as concentragdes de cloreto, magnésio e
uréia foram avaliadas com colorimetria e a osmolalidade com micro-osmémetro de
pressao de vapor. O teor hidrico muscular foi quantificado por desidratagao (24 h a
60°C). A atividade da anidrase carbdnica (AC) renal e branquial foi determinada por
método de redugdo do pH com adicdo de agua saturada de CO,, e a atividade da
Na+, K+-ATPase (NKA) renal, branquial e da glandula retal por oxidacdo do NADH,
em ensaio acoplado. Foi observada reducdo nos valores de sodio, potassio,
magnésio, uréia e osmolalidade plasmaticos diante da reducdo de salinidade,
essencialmente a 5%.. A atividade da AC renal diminuiu perante reducdo de
salinidade. O tempo de exposicdo foi relevante, e as diferengcas em geral se
acentuaram apos 12 horas. NKA renal aumentou e a NKA da glandula retal diminuiu
com a redugdo de salinidade. Nao houve mortalidade perante a redugdo de
salinidade testada, e a eurihalinidade e capacidade de homeostasia observadas
foram semelhantes ao encontrado para outras espécies de elasmobranquios
eurihalinos. Os dados comprovaram a capacidade desta espécie de ocupar pelo
menos transientemente os estuarios e assim fazer parte de novas cadeias troficas e
interacdes ecologicas nestes ambientes costeiros. (Financiamento: CNPq)

Palavras-chave: Elasmobranquio, Osmorregulacao, Eurihalinidade.



ABSTRACT

Elasmobranchs are essentially marine. Some species of rays and sharks tolerate
lower salinities and can live in estuaries, rivers and lakes. With the decrease in
salinity there is a decrease in the osmolality, concentration of urea, ions, and
reduction in the function of the rectal gland, the main structure of salt secretion in
elasmobranchs. Zapteryx brevirostris is a stingray which inhabits the South American
coast. Due to the verbal reports of their presence in estuaries, the condition of
threatened native species, and lack of physiological data for this species, this study
aimed to analyze the euryhalinity Z. brevirostris in the face of acute exposure to
reduced salinity, as might occur in transient occupation of estuaries. The animals
were collected in the disposal of fishing in the Balneario de Shangrila, Parana coast.
The animals were exposed to abrupt reduction in salinity from the sea water (35%o
control) for 25, 15 and 5 %o, 6 and 12 hours for each salinity. Four salinities and two
exposure times resulted in 8 groups, with n of 6 animals for each group in a total of
48 animals. Stingrays were anesthetized with eugenol 100%, 1:10 dilution (6 ml / L).
The animals were sacrificed by section of the spine. Blood was collected from the
heart, and fragments were removed from the abdominal muscle, right kidney, gill and
rectal gland. Sodium and potassium plasma concentrations were determined by
flame photometry. Chloride, magnesium and urea concentrations were evaluated by
colorimetric methods and osmolality by micro-vapor pressure osmometer. The
muscle water content was quantified by dehydration (24 h at 60 ° C). The activity of
carbonic anhydrase (CA) in the kidney and the gills was determined by the method of
reduction of pH with addition of water saturated with CO,, and the activity of Na*, K*-
ATPase (NKA) in the kidney, the gills and the rectal gland via oxidation of NADH in
coupled assay. There was a reduction of sodium, potassium, magnesium, urea and
osmolality, essentially on 5%.. The activity of renal carbonic anhydrase decreased
towards reducing salinity. The exposure time was relevant, and in general the
differences became more pronounced after 12 hours. The activity of the NA™-K'-
ATPase renal activity was higher and the activity of the rectal gland was lower with
the reduction of salinity. There was no mortality with the reduction of salinity tested,
and the regulation and homeostasis observed were similar to that found for other
species of euryhaline elasmobranchs. The data proved the ability of this species to
occupy at least transiently estuaries and thus be part of new food webs and
ecological interactions in estuaries and possibly rivers and lakes.

Keywords: Osmoregulation, Elasmobranch, Euryhalinity.
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1. INTRODUGAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS ELASMOBRANQUIOS

A classe dos Chondrichthyes é provavelmente a mais bem sucedida dentre
todos os peixes, visto que mesmo perante a pressao de extingdo em massa que
ocorreu ha 400 milhdes de anos, € um dos poucos grupos primitivos que apresenta
espécies viventes (Lund & Grogan, 2004). O grupo é classificado como monofilético
(Lund & Grogan, 1997), sendo caracteristico de todas as espécies que o compdem a
presenca de esqueleto cartilaginoso superficialmente mineralizado (Lund & Grogan,
1997) e em machos a presenca de clasperes, com funcdo de fecundacéao interna
(Lund & Grogan, 1997) (Figura 1).

Figura 1 —  Clasper presente em
elasmobranquios machos (barra de escala:
10,5cm).

A classe é divida em duas diferentes subclasses, Elasmobranchii e
Holocephalii, ambas representadas atualmente por espécies derivadas de ancestrais
viventes no Mesozodico (Rondina, 2002). A subclasse Elasmobranchii tem como
representantes as raias e os tubardes enquanto a subclasse Holocephalii é
composta pelas quimeras. Os tubarbes pertencem a superordem Selachimorpha,
divididos em oito ordens com aproximadamente 394 espécies. As raias compdem a
superordem Bathoidea e sao divididas em quatro ordens, totalizando
aproximadamente 525 espécies (Compagno, 1977). As quimeras pertencem a uma
unica ordem, Chimaeriformes, com aproximadamente 30 espécies viventes. Dentes

e escamas constituem os vestigios fésseis, dada a auséncia de esqueleto ésseo
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nestes animais (Orvig, 1951). Outra caracteristica peculiar dos elasmobranquios é o
seu sistema sensorial, considerado altamente eficiente e bastante desenvolvido. Nao
apenas a visao (Hueter & Cohen, 1991) e o olfato sdo extremamente eficientes, mas
também a audicdo (Myrberg, 2001), percepgdo mecanica (Coombs & Montgomery,
1999) e a capacidade de detectar impulsos elétricos gerados pela contragédo
muscular de possiveis presas, predadores e co-especificos (Tricas & New, 1998),
através de eletrorreceptores subdermais denominados ampolas de Lorenzini
(Lorenzini, 1678). Estes receptores ficam localizados na porgéo ventral do corpo em
raias, tubardes e quimeras, e sdo sensiveis a salinidade, temperatura e pressao da
agua (Tricas & New, 1998).

Elasmobranquios sdo classificados como predadores de topo ou
mesopredadores de cadeia alimentar. Alimentam-se de um vasto numero de
espécies de crustaceos, moluscos, peixes e mamiferos, além de plancton e
zooplancton (Motta & Wilga, 2001). Raias e tubardes apresentam grande
importancia nas teias alimentares marinhas. Desequilibrios que levam a reducéo ou
aumento na abundancia destes animais podem gerar problemas de grande escala
em ambientes aquaticos que sao habitados por este grupo. Por exemplo, o
desaparecimento das lagostas na Tailandia causado pelo aumento da populagao de
lulas, e este aumento nas lulas consequente da reducgao drastica da populagao de

tubarodes.

1.2 DISTRIBUICAO E CARACTERISTICAS DE OSMORREGULAGAO DOS
ELASMOBRANQUIOS

Elasmobranquios s&o animais primariamente marinhos, mas algumas
especies possuem o habito e a capacidade de entrar em estuarios e chegar até a
agua doce a partir do mar, ou de pelo menos tolerar certa reducdo de salinidade de
forma experimental. Em caso excepcional no grupo como um todo, encontram-se as
raias da familia Potamotrygonidae, da América do Sul, que sdo exclusivamente
dulcicolas. Cerca de 95% das espécies de elasmobranquios sao exclusivamente
marinhas. Apenas 5% das espécies possuem adaptagdes fisiologicas para adentrar
em ambientes mais diluidos (Helfman et al., 1997), e menos de 1/10 dessas

especies apresentam adaptagbes para viver exclusivamente em ambientes
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dulcicolas (Martin, 2005). Evolutivamente os elasmobranquios apresentam trés
estagios de colonizagdo para ambientes mais diluidos (Ballantyne & Robinson,
2010): 1) As espécies marinhas que entram ocasionalmente em agua doce, 2)
espécies que vivem em agua doce e toleram aumento de salinidade, e 3) espécies
que vivem exclusivamente em agua doce, perdendo a tolerancia ao aumento de
salinidade. A fungao osmorregulatéria em elasmobréanquios é realizada pela glandula
retal, pelos rins, pelas branquias, e recentemente tem sido também avaliada a
participagdo do trato gastro-intestinal (Janech et al. 2006; Anderson et al., 2007,
Hazon et al., 2007; Pillans et al., 2008; Hazon, 2009; Ballantyne & Robinson, 2010).

Os elasmobranquios mantém sua homeostasia interna em ambiente marinho
com comportamento dito “ureo-osmorregulador’: a sintese de uréia é realizada pelo
figado e este composto € acumulado nos fluidos através da baixa permeabilidade
das branquias e reabsorgao ativa dos rins (Boylan, 1963), de forma a alcancarem
concentracdo osmotica ligeiramente superior a agua-do-mar (hiperosmaticos),
assegurando desta forma entrada osmotica de agua. A agua em excesso € filtrada
pelos glomérulos renais e convertida em significativo volume urindrio, este
isosmotico em relagado ao liquido extracelular. O sistema de contra-corrente renal
assegura a manutencdo interna das altas concentragdes de uréia, enquanto a
caracteristica glandula retal e secundariamente as branquias secretam o excesso de
NaCl que entra por difusdo passiva (Hazon et al., 2007; Ballantyne & Robinson,
2010) (Figura 2).

Secrecdo stiva de
zal (Mach via

Ozmolalidade raia ou clEndula retal

tubardn marinho
~1020msmkgH20

ErirEbe e Aaus Prociugéo de uring

20 Sectecio isosmdtica em volume
secundaria de fons. significativo e secrecio
Liberacio de de fons e uréia

excesso de uréia

Figura 2 — llustragdo do esquema de osmorregulagdo em elasmobranquios marinhos. Ocorre Influxo
de agua e ions. A agua em excesso é excretada pelos rins na forma de urina diluida. O excesso de



13

ions é secretado pela glandula retal, com papel secundario das branquias. Parte da uréia produzida
pelo figado também é secretada via branquial.

Em elasmobranquios marinhos a alta osmolalidade € mantida também pela
alta concentragdo de TMAO (Cohen et al., 1958), molécula organica responsavel por
neutralizar os efeitos deletérios da uréia, como alteracdes nas fungdes enzimaticas e
desestruturacdo de membranas (Cohen et. al., 1958; Yancey & Somero, 1979). Em
raias e tubarées a importancia do NaCl € menor quando comparada aos teledsteos,
sendo este hiporregulado. A diminuicdo da importancia ocorre devido a presenca
dos osmodlitos organicos (uréia e TMAQO) e sua importancia na manutencdo da
osmolalidade do liquido extracelular.

Quando elasmobranquios entram em ambientes mais diluidos, observa-se
redugdo na uréia e TMAO plasmaticos, reducao na fungédo da glandula retal, e
reducédo do NaCl extracelular (Anderson et al., 2007; Pillans et al., 2008; Ballantyne
& Robinson, 2010; Dowd et al., 2010). O acumulo de uréia é tdo importante para a
estratégia osmorregulatéria deste grupo predominantemente marinho, que a
manutengao de valores basais (< 1mM) deste osmdlito pode ser considerada o fator
evolutivo determinante para o sucesso da colonizagdo do ambiente de agua doce,
além da capacidade de sobrevivéncia de espermatozoides e formas jovens em
salinidades mais baixas (Ballantyne & Robinson, 2010). O infuxo de agua e efluxo
de ions e da uréia em excesso também sdo observados, sendo necessaria a
reabsorcdo de ions de forma ativa pelas branquias e rins. A urina produzida é
bastante diluida de forma a secretar o excesso de agua que entra no corpo do

animal (Figura 3).
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Produgdo de urina
diluida

& Dzmolalidade peie
'y duldicola em agua
. doce ~ 30

Influxo osmdtico i @ 200mDsmigHZ0

“ Ozmuolalidade peide
eurialinoe em agua
Absorg 3o ativa idnica doce ~ 370-
420mOs mfkgHZ0

Eluxo delons & uréia

Figura 3 — Desenho ilustrativo representando o esquema geral de osmorregulacdo em
elasmobranquios que ocupam ambientes diluidos. Ocorre influxo de dgua e efluxo de ions e uréia. A
agua em excesso é excretada pelos rins na forma de urina bastante diluida. As branquias tornam-se
importantes na captagdo ibnica, além do equilibrio acido-base.

1.2.1 Glandula Retal

A glandula retal é caracteristica de elasmobréanquios, sendo essencial para a
regulacao idnica, dada sua fungéo secretora de NaCl. Localizada em anexo ao fim
do intestino nestes animais, a glandula pode ser facilmente localizada (Figura 4). A
estrutura apresenta grande importancia em ambiente marinho devido a necessidade
de secretar ions, porém sua importancia diminui em ambientes com baixa
concentragao idnica devido a necessidade em reabsorver ions e nao secreta-los.
(Ballantyne & Robinson, 2010). Elasmobranquios de agua doce apresentam redugao
no tamanho e na funcionalidade desta estrutura (Oguri, 1964; Piermarini & Evans
1988).
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epigonal organ

body wall

lower spiral
valve intestine

© 2003 Canadian Shark Researeh 1 ah

Figura 4 — Localizacdo da glandula retal (rectal gland) em elasmobranquios. A glandula encontra-se
ligada a porgdo final do intestho em raias e tubardes. (Figura retirada de
http://www.marinebiodiversity.ca— Canadian Shark Research Lab).

Anatomicamente a gléandula é rodeada por uma capsula composta por tecido
conjuntivo repleto de pequenos vasos sanguineos e fibras nervosas em sua face
externa. Internamente a capsula apresenta uma fina camada de tecido muscular
(Piermarini & Evans, 2001). No interior da glandula sdo observados milhares de
tubulos secretores que levam a um lumen central, este ligado ao trato digestivo,
onde ocorre a eliminagdo do fluido. Os tubulos secretores sdo compostos por um
epitélio constituido por células de cloreto dispostas em circunferéncia (Ernst et. al.,
1981), estas com extensas invaginagées na membrana basolateral de forma a
aumentar a area da superficie e maximizar a insergdo bem como a atividade de

proteinas de transporte ibnico (Ernst et. al, 1981) (Figura 5).

Figura 5 — Corte histoldgico da glandula retal de Carcharhinus leucas (tubarao cabega-chata),
aclimatado em agua doce (a) e em agua salgada (b). (L) representa o limen da glandula retal, onde o
NaCl a ser secretado é armazenado, (SP) é o parénquima secretor, onde estao localizados os tubulos
secretores responsavel por secretar o NaCl no lumen e (OC) representa a capsula que envolve a
glandula retal. (Figura retirada de Pillans et. al., 2008).
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A glandula retal secreta no seu lumen, fluido contendo NaCl isosmético ao
plasma, que é transportado pelo reto para eliminagdo, com participagao fundamental
da enzima Na’,K'-ATPase (NKA) e do co-transportador Na'-K*-2CI" (NKCC -
isoforma secretora) (Pillans et al., 2008). O mecanismo de secrecédo de sal pela
glandula retal se da pela ativagdo do NKCC basolateral que transporta Na*, K" e CI°
para dentro das células da glandula retal movido pelo gradiente eletroquimico de
Na® criado anteriormente pela NKA basolateral, que transporta Na* para o liquido
extracelular (LEC). O potassio também ¢é transportado novamente para o LEC via
canal basolateral de K*. O CI" é secretado para o lumen via canal de cloreto (CFTR)
localizado na membrana apical das células do epitélio da glandula. O gradiente
eletroquimico negativo gerado pelo excesso de CI" no lumen juntamente com o
gradiente positivo criado pelo excesso de K* no LEC, facilita a passagem de Na® via

paracelular para o lumen da glandula, formando NaCl para ser excretado (Figura 6).

INa* tdembrana Basolateral

i 2 LiGUIDG EXTRACELULAR

Figura 6 - Insergédo e funcionamento dos transportadores idnicos nas células epiteliais da Glandula
Retal em elasmobranquios. (1) — A bomba Na®, K, ATPase (NKA) transporta 2K" para dentro da
célula e 3Na" para o liquido extracelular (LEC). (2) O Na* presente no LEC ativa o co-transportador
Na®, K*, 2CI" (NKCC), que transporta um Na*, um K e dois CI para o interior celular. (3) Canais de
cloreto (CFTR) da membrana apical na célula epitelial transportam o CI" para o limen, e o K'
transportado também pelo NKCC para dentro da célula é transportado novamente para o LEC via
canais de K". (4) o lado basolateral fica mais positivo pela saida do K*, e junto com a negatividade do
lado apical pela saida do CI' geram gradiente elétrico que favorece o transporte de Na’ via
paracelular, formando assim o NaCl que sera excretado pela glandula retal. (Figura modificada de
www.d.umn.edu). Lumen (azul), Liquido Extracelular — LEC (Laranjado).

1.2.2 Rins

Os rins dos elasmobranquios séo bastante complexos quando comparados a
outros vertebrados (teledsteos, répteis, aves e mamiferos) (Evans et al., 2005),

sendo constituido por um glomérulo, uma por¢ao tubular ciliada, primeiro e segundo
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segmentos do tubulo proximal, por¢des anterior e posterior do tubulo distal e um
ducto coletor (Figura 7) (Althoff et al., 2005).

Elasmobranch

¢~ Glomerulo

[~ Porg&o Tubular Ciliada

[ Tubulo Praximal {19 segmenta)

B TObulo Proximal (2° segrentao)

Tubulo Distal (Anterior)

B Tobulo Distal (Posterior)
Ducto Coletor

Figura 7 — llustragdo da anatomia dos rins de elasmobranquios (Figura: retirada de Althoff et al.,
2005).

Em animais marinhos, os rins tém como principal fungéo a reabsorcéo de
uréia e TMAO e producédo de significativo volume urinario (Ballantyne & Robinson,
2010). A reabsorcao € importante para espécies de elasmobranquios marinhos e
raias e tubarbes eurihalinos que precisam manter o significante nivel destas
moléculas (Chew et al., 2006). Os néfrons dos elasmobranquios sdo o0s mais
complexos dentre todos os vertebrados e tal especializacdo parece estar
relacionada com a necessidade e capacidade desta estrutura em reabsorver de 70-
99% de toda a uréia filtrada (Boylan, 1963), via sistema contra-corrente na segunda
porcao do tubulo proximal. A reabsor¢cao é bastante especifica, visto que analogos
da uréia séo reabsorvidos em bem menor quantidade, cerca de 35% (Bolylan, 1963).
Estudos apontam a presenca de mecanismos de captacio ativa de uréia acoplada a
secregdo de Na* (Stolte e. al., 1977). Recentemente descobriu-se que a reabsorgéo
de uréia é feita também com o auxilio de transportadores de uréia (“UTs”) presentes
nos néfrons, estes analogos aos transportadores encontrados nos rins de mamiferos
(Smith & Wright, 1999).

Em animais marinhos ou eurihalinos em agua salgada, € observada a
produgdo de volume urinario relativamente alto, ao menos comparado aos
teledsteos em mesma condigdo. A necessidade de producdo de urina em volume

relativamente alto ocorre devido a caracteristica hiperosmética do liquido
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extracelular dos elasmobranquios (Anderson et al., 2007). Ocorre também secregao
ativa de ions mono e divalentes. O processo de secre¢ao nos rins de animais
marinhos ocorre de forma semelhante ao observado nas células secretoras da
glandula retal (Evans et al., 2005; Ballantyne & Robinson, 2010). A secrecao renal
de sal se da pela atividade das NKA localizadas na membrana basolateral das
células de cloreto, responsaveis por criar um gradiente de Na* (1), este que ira ativar
os co-transportadores NKCC (2). Com a atividade do NKCC, o CI é transportado
para o lumen via canais de cloreto (3) e o K* transportado para o LEC via canais de
potassio, os gradientes criados pelo CI" e K facilitam o transporte paracelular de Na*
(4) (Figura 8).

bembrana
Basolateral

Figura 8 — Insergdo e fungdo dos transportadores iGnicos renais em elasmobranquios marinhos
(secregao ibnica). Lumen (azul), Liquido Extracelular — LEC (laranja). (1) ativagdo da NKA
basolateral, com transporte de ions Na* para o LEC e ions potassio para o epitélio das células
renais. (2) Ativagdo do co-transportador NKCC, com transporte dos ions Na*, K" e CI" para o epitélio
das células de cloreto renais. (3) Ativagdo dos canais de cloreto (apicais) e potassio (basolaterais),
com transporte de CI- para o lumen renal e de K+ para o LEC. (4) os gradientes idnicos gerados pela
concentracdo de K* no LEC e CI no limen estimulam o transporte paracelular de Na*, com formagao
de NaCl no lumen renal, para secregao.

Os rins das espécies de agua doce ou espécies eurihalinas em ambiente
muito diluido realizam intensa filtragéo. A principal fungao renal é agora a secregao
de agua e excretas e reabsorcao de ions. Estes animais apresentam volume urinario

elevado, podendo ser 10 vezes maior que o volume produzido por teledsteos na
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mesma condicao (Anderson et al., 2007). A absor¢do ativa de ions mono e
divalentes tornam-se necessaria devido a perda de osmolitos para o meio. Em
animais eurihalinos a reabsor¢do de uréia ainda é necessaria, porém em raias
exclusivamente dulcicolas, tal composto passa a ser secretado de forma a manter os
valores basais caracteristicos (< 1mM) (Ballantyne & Robinson, 2010). O processo
de reabsorgdo i6nica pelos rins se da a partir da ativacido de co-transportadores
NKCC (isoforma absortiva) localizados na regidao apical das células de cloreto. A
ativagdo permite a captacao dos ions CI" do meio. O gradiente negativo criado pelo
ClI' no lumen ativa canais de cloreto na membrana basolateral responsaveis pela
reabsorgdo de CI. O gradiente também ira ativar a reabsorgdo de Na® via

paracelular (Figura 9).

LEC

K+.
cr -
Na*

Membrana
Basolateral

Figura 9 — Insergéo e funcionamento de transportadores idnicos no rim de elasmobranquios de agua
doce ou eurihalinos em ambientes diluidos (Reabsorgéo ibnica). Lumen (azul), Liquido Extracelular —
LEC (laranja). (1) Ativagdo do co-transportador NKCC na membrana apical de células de cloreto
renais, com transporte de Na*, K" e CI" para o epitélio celular. (2) A alta concentragéo dos ions no
epitélio estimula a ativagdo dos canais de cloreto e potassio na membrana basolateral, responsaveis
pelo transporte de CI' e K* para o LEC. (3) O gradiente gerado pelo CI e K, levam ao estimulo do
transporte paracelular do Na*.

1.2.3 Branquias

As branquias de elasmobranquios marinhos e a fungéo de secregao ibnica
apresentam importancia osmorregulatoria secundaria, sendo mais importantes nos

processos para o equilibrio acido-base (Shuttleworth, 1988) tanto em ambiente
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marinho quanto em ambientes diluidos. Porém quando ocorre a diminuigdo ou
extingdo da funcdo de excregao pela glandula retal, as branquias tendem a assumir
o papel secretor (Evans et. al., 2005).

Elasmobranquios possuem dois tipos de células de cloreto nas suas
branquias. O primeiro tipo possui Na'/K*-ATPase na membrana basolateral e um
trocador Na*/H" apical; o segundo tipo possui H*-ATPase vacuolar basolateral e um
trocador CI'/HCO3; apical (Piermarini & Evans, 2001) (Figura 10).

.
. Na* S
1 NAK ¥ 2
+ | H+ '
K 3 '. Na+
»* 3
H* .
Sangue ;
\ Agua Salgada
€O, + H,0 ou Doce
S et
e H' S
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Figura 10 — Esquema de transportadores localizado nas células epiteliais das branquias, com fungéo
principal de equilibrio acido-base. As proteinas transportadoras com fungédo de equilibrio agem de
maneira secundaria na secregdo de pequena quantidade de ions em agua salgada e absor¢do em
agua diluida. (Figura adaptada de Evans et al., 2005).

O mecanismo de regulacédo acido-base esta ligado diretamente a regulacao
idnica, pois a absorgao de CI" pode estar acoplada a liberagao de HCO3™ via trocador
CI/HCOs3, e a absorcdo de Na* pode estar acoplada a liberacdo de H* pelo trocador
Na“/H" (Evans, 1984). As branquias estdo também relacionadas com a entrada e
saida de agua, devido ao fluxo constante deste solvente por este epitélio. Por fim, as
branquias sao importantes sitios de retencdo de wuréia, devido a sua
impermeabilidade a esta molécula (Evans et. al., 2005). A presenga de colesterol na
membrana basolateral das células das branquias parece estar relacionada a esta
impermeabilidade (Fines et. al., 2001), bem como a presenga de um transportador
de uréia dependente de Na® na membrana basolateral que evita a saida deste

composto nitrogenado e o leva novamente a circulagdo do animal (Fines et. al.,
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2001). A temperatura parece estar envolvida, ja que acima de 15°C, a
permeabilidade parece diminuir ainda mais (Boylan et. al., 1967).

Em animais de agua doce as branquias apresentam maior importancia na
osmorregulagdo, com participagdo na absorcdo de ions (Ballantyne & Robinson,
2010). A importancia das branquias na regulagdo acido-base e na respiragdo e
ventilagao é também maior em animais de agua doce, devido ao pH mais baixo da
agua doce em relagdo a agua do mar, e também maior chance de hipdxia em agua

doce do que em agua do mar.

Enfim, estda bem demonstrado na literatura que a secregao de sal em raias e
tubardes marinhos é dependente do funcionamento da glandula retal. Tal
importancia diminui em agua doce, devido a necessidade em reabsorver e ndo mais
secretar ions, porém sua importancia € mantida em animais eurihalinos. Os rins por
sua vez, sao importantes tanto em ambiente marinho quanto em ambientes diluidos,
visto que elasmobranquios geralmente sdo hiperosmoéticos em relagdo ao meio,
sendo necessaria produgao de grande volume urinario especialmente em ambientes
diluidos. A importancia dos rins € observada também na manutengdo das
concentracdes de uréia e TMAO, além de sua crescente importancia em ambientes
diluidos, dada a necessidade de reabsorcdo de ions mono e divalentes. As
branquias em raias e tubardes parecem ter importancia secundaria em processos de
secrecao idbnica quando comparados aos teledsteos, porém sua importdncia em
ambientes mais diluidos torna-se bastante significativa, ndo apenas em processos
de regulacdo acido-base, mas também na captacdo de ions em ambientes onde
estes se encontram em baixa concentracdo. Como citado anteriormente, o trato
gastro-intestinal parece desenvolver um importante papel nos processos
osmorregulatorios, estando ligado a reabsorgcdo ibnica e de uréia, aléem de
reabsorcado de agua quando o animal se encontra em desafio hiposmatico.

A literatura disponivel sobre a osmorregulagdo em elasmobranquios € muito
menos numerosa do que a literatura disponivel sobre teledsteos. Obviamente parte
da explicagdo esta na muito maior diversidade de espécies de peixes 0Osseos, e
diversidade de ambientes ocupados pelos mesmos, especialmente em agua doce.
Contudo, mesmo considerando esta discrepancia em diversidade, o numero de
espécies de peixes cartilaginosos estudados ainda € muito baixo, e os dados

bastante recentes, a respeito de poucas espécies (e.g., Anderson et al., 2007,
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Pillans et al., 2008). Em termos de espécies brasileiras, o maior interesse fisioldgico
tem sido sobre espécies de raias de agua doce (eg, Duncan et al., 2009; Duncan, &
Fernandes, 2010; Duncan et al., 2010 Duncan & Ferndandes, 2011), e o estudo de
raias e tubardes eurihalinos, € muito escasso (e.g., Holmes & Donaldson, 1969; Cain
et al., 2004; Treberg et al., 2006; Pillans & Franklin, 2004; Piermarini & Evans, 1998).

1.3 CARACTERIZACAO DA ESPECIE

Raias sdo representantes dos elasmobranquios com caracteristicas bastante
peculiares. Apresentam corpo achatado dorso-ventralmente, nadadeiras pélvicas
modificadas em forma de disco, cinco pares de fendas branquiais na porgéo ventral
do corpo juntamente com a boca. Compdéem a superordem Bathoidea, sendo
divididas em quatro ordens: Rajiformes, as ditas verdadeiras raias, Myliobatiformes,
composta pelas jamantas, Pristiformes, ordem representada pelas raias-de-serra e
Torpediniformes, composta pelas raias elétricas, totalizando 525 espécies. A ordem
Rajiformes abriga a familia Rhinobatidae, esta composta por sete géneros,
Aptychotrema, Platyrhina, Platyrhinoidis, Rhinobatos, Trigonorrhina, Zanobattus e
Zapteryx (Nelson, 1994). Dentre estes sete géneros, apenas Rhinobatos e Zapteryx
sdo encontrados no litoral brasileiro. O género Zapteryx & composto por trés
especies, Zapteryx xyster, Z. exasperata e Z. brevirostris.

Zapteryx brevirostris é popularmente conhecida como “raia-viola-de-focinho-
curto” e pode alcangar 66,0 cm de comprimento e 1,9 kg em fase adulta. Apresenta
focinho obtuso, coloracdo que varia do verde-oliva ao marrom (Fishbase, 2011),
cauda e dorso com coloragdo mais escura que o resto do corpo, margens da
nadadeira peitoral e barbatanas da cauda com coloragdo palida e ventre de

coloracao bege, cinza ou amarela (Fishbase, 2011) (Figura 11).
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Figura 11 — Exemplar de Zapteryx brevirostris
(barra de escala: 10,5 cm).

As raias sao viviparas aplacentarias dependentes de vitelo (Batista, 1987),
com claro dimorfismo sexual e nascimento de em média seis filhotes por ciclo
reprodutivo (Gonzalez, 2004), podendo variar de 4 a 11 filhotes. Cada ciclo
reprodutivo dura em média 12 meses (Gonzalez, 2004). Habitam aguas costeiras,
podendo ser encontrados em até 60m de profundidade (Figueiredo, 1977). Sao
animais classificados como marinhos (Fishbase, 2011), porém existem relatos de
sua ocorréncia em estuarios (Bornatowski, 2010 — comunicagdo pessoal). Sua
distribuicdo se da por toda a costa atlantica sul-americana, desde a regido de
Fernando de Noronha até Mar del Plata, Argentina (Castello, 1971). Raias desta
especie sao carnivoras e sua dieta € composta predominantemente por crustaceos,
anelideos poliquetos e ocasionalmente pequenos peixes, cefalépodes e
sipunculideos (Marion, 2009). E observada dieta similar entre machos e fémeas,
porém o conteudo da dieta muda quando se comparam exemplares juvenis, que se
alimentam de poliquetos, com adultos, que apresentam preferéncia por camarodes e
anfipodes (Marion et al., 2011). E sugerido que estes animais tendem a permanecer
em ambientes com menor transparéncia e maior presengca de sedimento, ja que
estes ambientes permitem maior protecdo e maior disponibilidade de nutrientes
(Santos et al., 2006). Acredita-se que o periodo reprodutivo nesta espécie ocorra
entre agosto e novembro, com pico reprodutivo em setembro e outubro (Gonzalez,
2004). Raias-viola tendem a viver em grupos, de aproximadamente um macho para
cada dezessete fémeas (Santos et al., 2006). Os grupos parecem ser formados e
mantidos durante todo o periodo de reproducdo. E observada também presenca
quase absoluta de individuos adultos, sugerindo desta forma a permanéncia de

filhotes e juvenis em outras areas. A segregacao por sexo bem como por idade é
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clara nesta espécie. Tal estratégia € de grande importancia e é vista como
organizagao social desenvolvida (Springer, 1967), ja que a partir da segregacao a
competicdo de fémeas juvenis com fémeas maduras diminui, aumentando as
chances de sobrevivéncia das fémeas jovens e perpetuacdo da espécie. Tal
organizacdo € de grande importancia em estrategistas K como as raias,
caracterizados pelo desenvolvimento lento, poucas Ilimitacbes de recursos,
reproducao tardia, baixa fecundidade, corpo grande e ciclo de vida longo.

Visto que a reprodugédo, bem como o nascimento dos filhotes se da em
ambiente marinho (Santos et. al., 2006; Gonzalez, 2004; Martins-Ingletto &
Schwingel, 2011) é importante determinar a suposta tolerdncia a menores
salinidades de forma a inferir quais a possiveis interagdes ecoldgicas, diferentes das
citadas acima, que podem estar ocorrendo em ambientes de menor salinidade. No
litoral do Parana, Z. brevirostris nao apresenta importancia comercial. No entanto, a
espécie é bastante afetada por fazer parte do descarte produzido pela atividade de

pesca com arrasto de camaréao (Batista, 1987).

2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

- Analisar o grau de tolerancia de adultos desta espécie a reducéo de salinidade.

2.2. ESPECIFICOS

- Determinar a osmolalidade e concentracéo de ions (Na*, K*, Mg* e CI') e uréia do
plasma, e o teor de hidratagcdo muscular.

- Determinar as atividades especificas das enzimas Anidrase Carbdnica nos rins e

branquias, e da Na+,K+-ATPase na glandula retal, rins e branquias da raia-viola-do-

focinho-curto.
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3. JUSTIFICATIVA

A espécie estudada é classificada como marinha, porém sabe-se por relatos
de pescadores e pesquisadores (Bornatowski, 2010 — comunicagdo pessoal) que
frequentemente a raia-viola-de-focinho-curto pode ser encontrada no complexo
estuarino de Paranagua (PR), ambiente que apresenta constante variacédo de
salinidade. Contudo, os relatos sdo apenas verbais, € ndo ha literatura relatando a
sua presenca em estuarios. Os motivos mais comuns para teledsteos ou
invertebrados ocuparem estuarios geralmente se relacionam com habitos
reprodutivos ou alimentares. Quando se fala em elasmobranquios, devido a
dificuldade em estudar este grupo, o entendimento torna-se dificil, porém defende-se
que tal transigdo esteja provavelmente ligada aos mesmos motivos apresentados
por outros animais aquaticos, como reproducao e alimentagdo. O relato de
nascimento em cativeiro da espécie mostra que os filhotes sdo adaptados a
salinidades altas (33-35%o), dificultando o entendimento relacionado a processos
reprodutivos e papel de bercario destes ambientes (Gonzalez, 2004). A espécie em
questao faz parte do descarte de pesca de arrasto e emalhe de camardo. Nos
periodos de reprodugdo e consequente agregacao destes animais, sdo relatados
descartes com centenas de exemplares (Sr José, pescador do Balneario de
Shangrila, PR — comunicagéo pessoal, 2011). Segundo a lista da IUCN, a raia-viola
encontra-se com status de “vulneravel” na lista de animais ameacgados, sendo assim
necessaria a implantagdo de medidas imediatas de preservagao. Para isso torna-se
necessario aumentar o conhecimento da espécie, locais de reproducdo, rotas
migratérias e locais de nascimento e permanéncia dos filhotes.

Nada se sabe a respeito da tolerancia fisiolégica deste animal, mas tém-se
relatos de sua ocorréncia em ambientes mais diluidos. Neste trabalho submetemos
exemplares coletados vivos em meio ao descarte a protocolo de reducédo de
salinidade em diferentes tempos. O objetivo foi relatar ndo apenas a sobrevivéncia,
mas também a capacidade de regulagdo da homeostasia apresentada por estes
animais. Tais resultados serdo importantes para iniciar uma discussao a respeito
nao apenas da distribuicdo da espécie, mas também de seus habitos migratérios,
possiveis locais de forrageio e reprodugéao, além de fatores evolutivos possivelmente
relacionados ao grupo de forma geral e sua possivel ancestralidade em ambientes

diluidos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtengao dos animais

As raias utilizadas nos experimentos foram coletadas com redes de espera
no Balneario de Shangrild — Ponta do Parana. As coletas foram realizadas nos
meses de Maio, Junho e Julho de 2011, sendo obtidos, respectivamente, doze, doze
e vinte e quatro individuos de ambos os sexos, totalizando 48 animais, 23 machos e
25 fémeas. Os animais selecionados para o experimentos foram individuos adultos e
em boas condigdes fisicas, ndo sendo utilizados animais com ferimentos ou pouco

reflexo.

Figura 12 — Mercado de peixe em Shangrila —
Local onde as raias foram coletadas junto ao
descarte (Litoral do Parana). Foto: Wanessa
do Carmo.

4.2 Transporte dos animais

Apos a coleta, os animais foram transferidos para recipientes de 50 litros,
contendo agua do local da coleta e aeradores a pilha, de forma a evitar morte por
hipoxia (Figura 13). Posteriormente, os exemplares foram transportados ao
Laboratdrio de Biologia de Cefaldopodes para aclimatagao, localizado no Centro de
Estudos do Mar (CEM/UFPR) em Praia de Leste.



27

Figura 13 — Animais em caixa de transporte
(barra de escala: 30 cm).

4.3 Aclimatagao e manutengao do estoque

Chegando ao laboratério, os animais foram transferidos para caixas d’agua
de 500 litros, onde a aclimatagao no periodo de um dia foi realizada. Duas caixas
d’agua foram utilizadas, tendo sido previamente preparadas para receber os animais
(Figura 14) e estas caixas foram mantidas cheias até o fim dos experimentos. A
manutengdo das condigdes da agua utilizada foi realizada pela utilizagdo de filtros
externos, além do monitoramento constante de salinidade (35%.) e temperatura
(20°C) da agua. Coleta de sedimento (areia) também foi realizada de forma a manter
as condi¢cdes do estoque mais proximas possiveis das condicdes encontradas no
ambiente natural dos animais. Cada caixa recebeu seis animais por etapa de
experimento, de forma a manter a situagao de agregacao apresentada pela espécie
no periodo reprodutivo (jun/ago), porém sem tornar o ambiente super povoado,

situagao que pode levar a agressividade.

% iy 1
Figura 14 — Caixa d’agua onde os animais
foram armazenados e aclimatados.



28

4.4 Experimentos de redugao de salinidade

De forma a avaliar a capacidade da espécie em tolerar diferentes
salinidades, o protocolo de reducdo foi baseado em condigdes e variagcdoes
observadas em diferentes setores de ambiente estuarino. Foram testadas as
salinidades de 35%o (controle), 25, 15 e 5%, por 6 € 12 horas. Os animais foram
retirados do tanque de aclimatacao e transferidos para recipientes com capacidade
de 50 litros, contendo ~30 litros de agua controle ou experimental. Cada recipiente
recebeu um unico animal, o qual foi mantido durante o periodo experimental (6 ou 12
horas) com aeragao constante. Sendo 4 salinidades e 2 tempos de exposi¢ao, houve
8 grupos experimentais, com um n de 6 animais para cada grupo, totalizando 48

animais amostrados (Figura 15).

Figura 15 — Recipientes nos quais o0s
experimentos de redugao de salinidade foram
realizados (barra de escala: 50 cm).

4.5 Anestesia e sacrificio dos animais

Apos o tempo de experimentagdo, os animais foram anestesiados com
eugenol (6leo de cravo) 100% em diluicdo 1:10 em alcool 90% de forma a torna-lo
soluvel em agua, segundo protocolo proposto por Neiffer & Stamper (2009). O
eugenol foi testado como alternativa de menor custo ao anestésico comumente
utilizado para elasmobranquios, o MS-222. A benzocaina foi rapidamente
descartada por ser pouco eficiente em raias e tubarbes. Apds consulta de

bibliografia, uma concentragao de 6 ml da solugao diluida para cada litro de agua do



29

mar foi estabelecida (Neiffer & Stamper, 2009). Parédmetros como mobilidade,
resposta ao estimulo na cauda e movimentacédo dos espiraculos foram observados

para definir o estado de anestesia nas raias (Figura 16).

Figura 16 - Animal em caixa plastica com
eugenol dissolvido em agua do experimento
para anestesia (barra de escala: 15 cm).

Apo6s verificagcao do estado de anestesia dos animais, um corte com bisturi
foi feito entre os espiraculos e uma tesoura cirurgica foi inserida para secgéo da
coluna vertebral da forma mais rapida possivel (Figura 17). Apds sacrificio, os
animais foram medidos com fita métrica da ponta do focinho até o fim da cauda (~
52,8 cm) e de uma ponta da nadadeira a outra (largura do disco ~ 20,3 cm ) e

pesados (balanca analitica — limite de 3kg) (~ 640 g).

Figura 17— Corte feito entre os espiraculos
para facilitar a seccao da coluna no sacrificio
dos animais (barra de escala: 5 cm).
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Com o animal morto um corte circular foi feito na parede de seu abdémen
para retirada de sangue diretamente do coragédo seguida de retirada de fragmento
de musculo abdominal, fragmento superior do rim direito, bem como a glandula retal
e o terceiro arco branquial direito (Figura 18). O sangue retirado foi rapidamente
centrifugado, o plasma foi separado e congelado em freezer - 20°C. As amostras de
musculo, rim, branquia e glandula retal foram rapidamente colocadas em tubos
criogénicos e congeladas em nitrogénio liquido, para transporte até Curitiba (~2
horas). Posteriormente, as amostras de plasma foram colocadas em freezer (-

20°C), e as de tecido em ultra-freezer (- 80°C).

Figura 18 — Corte no abdémen para retirada
de sangue e tecidos do animal (barra de
escala: 10 cm).

4.6 Dosagens plasmaticas

A osmolalidade do plasma foi determinada utilizando o micro-osmémetro de
pressdo de vapor VAPRO 5520 (Wescor, USA), usando amostras nao diluidas. As
concentragdes de sodio e potassio foram determinadas em amostras diluidas
(1:200) de forma a situarem-se na faixa de leitura (padrdo com 150 mM de Na* e 5
mM de K*) dos métodos por fotometria de chama (Fotémetro de Chama CELM FC-
180). As concentragbes de cloreto (1:2), magnésio (1:15) e uréia (1:50) foram
determinadas por colorimetria em espectrofotometro (Ultrospec 2100 PRO
Amersham Pharmacia biotech) utilizando kits comerciais (Labtest, Brasil), com leitura

de absorbancia em 470 nm, 505 nm e 600 nm, respectivamente.
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4.7 Teor hidrico muscular

As amostras de musculos retiradas foram mantidas congeladas a -80°C, até
a sua avaliagao. Os tecidos foram descongelados em temperatura ambiente, e apos
a pesagem do tecido umido, os tecidos foram secos por 24 horas em estufa a 60°C,
para desidratacdo e determinacdo do peso seco apdés secagem. O calculo para
determinacao da porcentagem de agua do tecido (Th) foi calculado pela formula: Th
(%) = [(Pu = Ps) / Pu] x 100, onde Pu é o peso umido tecidual inicial, e Ps seu peso

SeCoO.

4.8 Ensaios enzimaticos

4 .8.1 Anidrase Carbonica

A atividade da anidrase carbénica foi determinada segundo o método
estabelecido por Vitale et al. (1999). A homogeneizagcao foi feita em tampéo
contendo manitol 225 mM, sacarose 75 mM e tris-fosfato 10 mM (pH 7,4) em uma
proporcao de 1:10 para para tecido branquial e renal. O sobrenadante foi retirado
apo6s centrifugagdo do homogenizado por 5 minutos a 110476.8 g em temperatura
5°C.

Para determinacéo da taxa de reagado néo catalisada (TNC), acrescentou-se
1 ml de agua deionizada saturada com gas carbdnico a 7,5 ml do tampao. O ensaio
€ mantido em gelo, a 4 °C. A partir da adicdo da agua saturada observou-se a queda
do pH a cada 4 seg, durante 20 seg através do pHmetro de bancada inoLAB pH
Level 1 da WTW, obtendo uma reta de regressao linear pH x tempo. A taxa
catalisada (TC) foi avaliada pela adicdo de 50 uL do homogeneizado tecidual. Para
calcular a atividade da anidrase carbbnica (AAC) utiliza-se a férmula: AAC =
[(TC/TNC)-1]/mg proteina total.

4.8.2 Na*, K'-ATPase
A atividade da Na*, K*-ATPase (NKA) foi determinada segundo McCormick

(1993), acoplando a hidrélise de ATP (ATPase sensivel a ouabaina) com a oxidagao

de NADH pela piruvato quinase e lactato desidrogenase, em placas de 96 pogos.
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Para a homogeneizagéo, foram adicionados 200 pyL do tampao SEI (sacarose 250
mM, Na2EDTA 10mM e imidazol 50mM) a 100 yL de 0.3% SEID (deoxicolato de
sédio diluido no mesmo tampé&o), seguido de centrifugagdo a 110476.8 g, durante 8
minutos a 4°C. No ensaio cinético, as amostras foram adicionadas a 50 uL de
solugdo salina (Imidazol — 1,702g; NaCl - 5,52g; MgCl,.6H,0 — 1,07g; KCI — 1,57¢,
500ml de solugao) e entdo em duplicatas a 150 pyL da mistura de reagdo sem o
inibidor ouabaina, e também em duplicatas a mistura de reacao contendo ouabaina
(0,5 mM/l). Antes da leitura das amostras, foram elaboradas as curvas padréo do
NADH e ADP, para verificacao dos reagentes e para permitir o calculo da atividade
da NKA. A inclinagao da reta de calibragao do ADP permite o calculo da atividade. A
absorbancia foi lida a 340 nm por 10 minutos (TECAN Infinite M200, Austria). A
atividade da enzima foi medida pela diferencga entre a inclinagao da reta de queda da
absorbancia na auséncia da ouabaina e a inclinagdo da reta na presenga da
ouabaina. A diferenga foi dividida pela inclinagéo da reta de calibragédo do ATP. Em
seguida o valor da divisdo € multiplicado pela concentragdo de proteinas (ug
ptn/min), por fim o valor da multiplicagao foi novamente multiplicado por 60, de forma

a estabelecer a atividade por em mmol ADP.mg™" protein.h™".
4.8.3 Proteinas Totais

A concentragdo de proteinas totais dos homogeneizados de tecidos para
determinacao das atividades especificas das enzimas foram dosadas utilizando-se o
protocolo descrito por Bradford (1976), com microplacas eleitura em leitor de Elisa. O
método foi baseado na ligacdo de grupos funcionais basicos ou aromaticos das
proteinas ao corante Coomassie Brilliant Blue G-250, com leitura feita a 595nm
(Miwa et al., 2008).

4.9 Estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada através de analise de
variancia de duas vias (salinidade, 4 niveis: 35, 25, 15, 5; e tempo, 2 niveis: 6 e 12
horas). Os dados foram testados para normalidade e homogeneidade de variancias,

quando um destes dois requisitos nado foi alcancado, o teste de Shapiro-Wilk foi
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realizado. A ANOVA foi seguida por teste post hoc de Holm-Sidak, para localizagao
de diferengas. Todas as analises foram realizadas através do programa estatistico
SigmaStat 2.3®. Para todos os resultados obtidos o nivel de significancia foi de 0,05.
Foi realizado Mann-Whitney rank sum test (P = <0,001) com os dados obtidos de
atividade da NKA entre a glandula retal, rim e branquia, de forma a detectar
possiveis diferengas entre os valores de atividade.

5. RESULTADOS

A osmolalidade plasmatica reduziu diante da diluicdo da agua do mar, de
~980-985 mOsm/kgH20 em 35, para 713-825 mOsm/kgH20 em 5%o. apos 12 ou 6
horas, respectivamente. O maior tempo de exposicdo levou a maior diluicdo
plasmatica, nas duas salinidades mais baixas. As raias Z. brevirostris sao
hiposmoticas em relagdo ao meio, em agua do mar 35. Apos reducéo de salinidade
0s animais passam a ser hiperosmoéticos (25, 15 e 5%0) (Figura 19 A). A uréia
plasmatica reduziu-se apenas em 12 horas de exposi¢cdo. De 406 mM em 35 para
266 mM em 5%o, uma reducao de 65,51%. O maior tempo de exposi¢cao levou a
maior diluicdo plasmatica em salinidade 5%. (Figura 19 B). A taxa de hidratacao
muscular foi mantida constante entre os grupos experimentais e controles (Figura 19
C).
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Figura 19 — Osmolalidade (A) e uréia plasmatica (B) e teor hidrico muscular (C). (A) — Circulos pretos
representam os valores obtidos apds 6 horas de exposicdo. Circulos brancos representam os valores apés
12 horas de exposigdo. As letras minlsculas representam as diferengas estatisticas observadas nas
diferentes salinidades apdés 6 horas. As letras mailsculas representam as diferengas estatisticas
observadas nas diferentes salinidades apds 12 horas; (B) — Colunas escuras representam valores obtidos
apos 6 horas. Colunas claras representam valores ap6s 12 horas. # indica que os valores obtidos em uma
mesma salinidade foram diferentes apdés 6 e 12 horas. Os valores de osmolalidade na agua foram
calculados com base na relagdo: 1 %o corresponde a 30 mOsm/kg H20. A seta indica o sentido do
tratamento experimental, de diluigdo da agua do mar.
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Seis horas de exposigao a diluicdo da agua do mar nao foram suficientes
para causar reducao no sédio plasmatico. Com o tempo maior de exposicédo, houve
reducao no sodio plasmatico de 227 mM para 195 mM em 25%. e dai para 168 mM
em salinidade 5% (reducdo de 26% em relacdo ao controle) (Figura 20 A). A
concentragao de cloreto nao foi diferente entre os grupos experimentais (salinidade
e tempo) (Figura 20 B). Houve hipo-regulacéo de sodio e cloreto em 35 e 25%o, as
raias foram aproximadamente iso-ibnicas para sodio e cloreto em 10-15%o, e hiper-

regularam estes ions em 5%o.
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Figura 20 — Sodio (A) e Cloreto (B) plasmaticos. (A) (B) — Circulos pretos representam os valores
obtidos apds 6 horas de exposi¢gao. Circulos brancos representam os valores apds 12 horas de
exposicdo. As letras mailsculas representam as diferencas estatisticas observadas nas diferentes
salinidades experimentais apds 12 horas; # indica que os valores obtidos em uma mesma salinidade
foram diferentes apds 6 e 12 horas. Nao houve diferengas estatisticas entre os valores de cloreto
plasmaticos. Os valores de concentragdes idbnicas na agua foram calculadas com base na salinidade
medida, e usando valores de referéncia para agua do mar padrao obtidos de Prosser (1973). A seta
indica o sentido do tratamento experimental, de diluigdo da agua do mar.
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Houve reducdo no potassio plasmatico com a exposi¢cdo das raias a diluicdo
da agua do mar, mas com grande variagao individual dentro dos grupos. Apos 6
horas houve reducgéo de 7,35-6,73 mM em 35 e 25%o para 5,6-4,1 mM em 15 e 5%o
(Figura 21 A). Apos 12 horas de exposicdo houve redugdo progressiva na
concentracao, de 35%o até 5%.. A redugdo apds 6 horas entre 35 e 5% foi de
43,4%, e ap6s 12 horas foi de 63,9% (Figura 21 A). Houve assim indicagéo de certa
regulagéo do potassio plasmatico apds 6 horas, mas aparente confirmagao apds 12
horas. O magnésio plasmatico foi diferente entre 35 e 5%., porém a ANOVA nao
indicou em qual tempo de exposi¢cado. A variacdo da concentragao de magnésio apos
6 horas entre 35 e 5% foi de 45,5% e apos 12 horas foi de 25,3% (Figura 21 B). O
magneésio plasmatico, apesar destas diferengas diante de diluicdo da agua do mar,

foi sempre fortemente hipo-regulado.
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Figura 21 — Potassio (A) e Magnésio (B) plasméticos. (A) (B) - Circulos pretos representam os valores
obtidos apds 6 horas de exposigédo. Circulos brancos representam os valores apdés 12 horas de
exposicao. (A) As letras minusculas representam as diferencas estatisticas observadas nas diferentes
salinidades apds 6 horas. As letras maiusculas representam as diferengas estatisticas observadas
nas diferentes salinidades experimentais apds 12 horas; # indica que os valores obtidos em uma
mesma salinidade foram diferentes apés 6 e 12 horas.  (B) * indica diferenga estatistica entre os
grupos, ndo sendo possivel determinar em qual tempo de exposi¢cdo. Os valores de concentragbes
ibnicas na 4gua foram calculadas com base na salinidade medida, e usando valores de referéncia
para agua do mar padrdo obtidos de Prosser (1973). A seta indica o sentido do tratamento
experimental, de diluicdo da 4gua do mar.

A atividade da enzima anidrase carbdénica renal foi mais alta em 15%o
quando comparada a atividade em 5%.. Nao foi possivel determinar em qual tempo

de exposigado. Apds 6 horas a atividade em 35%o foi 2,76/mg proteina e em 5% foi
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1,81/mg proteina . Ap6s 12 horas a atividade em 35%. foi 2,11/mg proteina e em 5%
foi 1,22/mg proteina (Figura 22 A). A atividade da anidrase carbdnica branquial ndo

foi diferente entre as condi¢des experimentais (salinidade e tempo) (Figura 22 B).
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Figura 22 — Atividade da enzima Anidrase Carbdnica (AC) em tecido Renal (A) e branquial (B). (A) *
indica diferenga estatistica entre os grupos assinalados (15 e 5%o), ndo sendo possivel determinar em
qual tempo de exposigédo. (B) Nao houve diferenga estatistica entre os grupos experimentais para
anidrase carbdnica branquial. A seta indica o sentido do tratamento experimental, de diluicdo da agua
do mar.

A atividade da NKA na Glandula retal foi mais alta em 35%. ap6s 6 horas
com reducao de 63,7% em 5%.. Apds 12 horas de exposicao, a atividade reduziu-se
em salinidades mais baixas em comparagao a 35 e 25 %o (Figura 23 A). A atividade
da NKA renal foi maior em salinidade 5%.,, com aumento de 30 vezes em
comparagao a atividade em 35%.. Nao foi possivel determinar em qual tempo de
exposicao a diferenca foi observada (Figura 23 B). A atividade da NKA branquial ndo

foi alterada pelo tratamento de exposic¢ao a diluicdo da agua do mar por até 12 horas
(Figura 23 C).
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Figura 23 — Atividade da Na+,K+-ATPase da Glandula retal (A), Renal (B) e Branquial (C. (A) As
letras maiusculas representam as diferengcas estatisticas observadas nas diferentes salinidades
experimentais apdés 12 horas. (B) * indica diferenca estatistica entre os grupos, ndo sendo possivel
determinar em qual tempo de exposigao. A seta indica o sentido do tratamento experimental, de

diluicdo da agua do mar.

6. DISCUSSAO

A diluicdo do LEC e consequiente redugcdo da osmolalidade, uréia e ions
plasmaticos sao esperados para espécies eurihalinas em ambientes de menor
salinidade. Raias e tubarbes sdo descritos na literatura como levemente

hiperosméticos em ambiente marinho, ou ainda isosméticos (Ballantyne & Robinson,
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2010). Em agua salobra ou doce os animais citados na literatura continuam
hiperosmoéticos. Foi observada diluicdo do liquido extracelular Z. brevirostris, com
queda nos valores plasmaticos de osmolalidade (17%), uréia (27%) e potassio (44%)
apo6s 6 horas de exposigao a salinidade 5%o, e redugcado da osmolalidade (28%), uréia
(35%), sédio (26%) e potassio (65%) apds 12 horas de permanéncia em salinidade
5%o0. Nao foi observada diminuicdo dos valores de cloreto plasmatico perante
protocolo de diluicdo da agua do mar (35%o até 5%.). O magnésio plasmatico, apesar
de mostrar alguma reducgao, foi claramente hiporregulado em todas as salinidades.
D. sabina e C. leucas, espécies eurihalinas bastante estudadas, apresentam
diluicdo do LEC semelhante em ambiente marinho e diluido (de Vlaming & Sage,
1973; Pillans et. al., 2006) (Tabela 1).

A diluicdo plasmatica observada em Z. brevirostris foi menor que a descrita
para as outras espécies de elasmobranquios eurihalinos (de Vlaming & Sage, 1973,
2002; Pillans et al., 2006; Piermarini & Evans, 1998), podendo ser indicagado de
maior capacidade de regulacédo desta espécie ou apenas resultado do menor tempo
de exposicdo ao ambiente de menor salinidade, quando comparado ao tempo de
exposic¢ao proposto em outros estudos, como D. sabina com 6 dias de permanéncia
em salinidade 9%0 (de Vlaming & Sage, 1973) ou C. leucas, com 10 dias de
permanéncia em salinidade 0% (Pillans et al., 2006).

Observou-se que assim como relatado para C. leucas (Pillans et al., 2006)
em ambiente marinho, Z. brevirostris € hiposmética em relagdo ao meio (982
mOsm/kgH20), diferente da maioria das espécies de elasmobranquios. A condi¢cao
hiposmotica da raia-viola-de-focinho-curto traz algumas implicacdes fisioldgicas: com
a osmolalidade do LEC menor que a observada no ambiente, o gradiente osmético
muda, mesmo que em pequena magnitude. Ao contrario do descrito na literatura,
onde é observado influxo de agua pelo gradiente osmatico favoravel a entrada de
agua, em Z. brevirostris € possivel que ocorra efluxo de agua. Desta forma é
esperado que a reabsorc¢ao renal de agua seja maior e a urina mais concentrada e
de menor volume, quando comparada com a de outros elasmobranquios marinhos.
Diferente dos teledsteos, os elasmobranquios nao apresentam o habito de beber
agua em ambiente hiperosmoético (Ballantyne & Robinson, 2010). Tal
comportamento é observado em peixes 0sseos marinhos por serem fortemente
hiposmoticos a agua do mar, havendo absorgdo de sais e agua pelo trato gastro-

intestinal, e posterior secrecao de sal pelas branquias. Segundo literatura o habito
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de beber agua em elasmobranquios vem sendo estudado recentemente, sendo
comprovado em duas espécies, Scyliorhinus canicula (Hazon et al., 1997) e Triakis
scyllia (Anderson et al., 2002). E possivel que espécies de elasmobranquios
marinhos que sejam ligeiramente hiposmoéticos em agua do mar apresentem o
comportamento de ingerir agua para compensar a perda que ocorre pelas branquias,
rins e epitélios de interface com o meio externo em geral, sendo também possivel

que este comportamento seja observado em Z. brevirostris.

Espécie Salinidade/Tempo Osmolalidade
(mOsm/kgH,0)
Carcharhinus leucas 35%0 — 10 dias 916 @
Dasyatis sabina 35%0 — 6 dias 1021 @
Zapteryx brevirostris 35%0 — 6 e 12 horas 982
Carcharhinus leucas 0%o — 10 dias 776 ¥
Dasyatis sabina 9%o — 6 dias 629 "
Zapteryx brevirostris 5%0 — 6 e 12 horas 769,08

Tabela 1 — Dados de fungdo osmorregulatéria em duas espécies de elasmobranquios marinhos
eurihalinos, D. Sabina (1) de Vlaming & Sage, 1973; C. Leucas (2) Pillans et al., 2006.

Elasmobranquios sdo denominados ureo-reguladores, sendo esperado que
com a reducdo da osmolalidade os valores de uréia plasmaticos também
apresentem queda. Zapteryx brevirostris apresentou concentragdo de uréia de 434
mM em salinidade 35%.. Valores semelhantes de uréia plasmatica foram
encontrados em Dasyatis americana (Cain et. al., 2004) e Raja erinacea (Treberg et.
al., 2006) (Tabela 2). Elasmobranquios eurihalinos como Carcharhinus leucas
(Pillans & Franklin, 2004) e Dasyatis sabina (Piermarini & Evans, 1998) apresentam
valores mais baixos de concentragao de uréia quando em ambiente marinho, de 370
mM e 395 mM, respectivamente, quando comparados ao valores apresentados por
Z. brevirostris em mesma salinidade (35%.). Quando expostos a redugao de
salinidade como feito em Z. brevirostris, D. sabina e C. leucas também apresentam
reducao significativa da concentragao de uréia, com queda de 199 mM (Piermarini &
Evans, 1998) e de 190 mM (Pillans & Franklin, 2004; Holmes & Donaldson, 1969),
respectivamente, em salinidade 0%.. Foi observada redugcdo de 34,4% da uréia
entre 35 e 5%0 apds 12 horas. Mesmo com a reducao apresentada pela raia-viola, a
capacidade de regulagéo de uréia foi observada. Os valores obtidos em salinidade

35%o no presente estudo aproximam-se das concentragdes observadas em espécies
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exclusivamente marinhas como Dasyatis uarNKA, Carcharhinus melanops e Pristis
microdon (Holmes & Donaldson, 1969) (Tabela 2). Os valores de uréia em D. sabina
(Piermarini & Evans, 1998) e C. leucas (Holmes & Donaldson, 1969) em agua doce
sdo mais baixos que os encontrados em Z. brevirostris em 5%.. Em ambiente de
agua doce, a disponibilidade ibnica € muito menor que a observada em 5%o, €
possivel que os valores mais altos que os encontrados nas outras espécies de
elasmobranquios eurihalinos estejam relacionados a esta diferenga entre 5%o € 0%,
ou ainda com o tempo de permanéncia dos animais em salinidade mais baixa de
apenas 12 horas, sendo provavel que em maior tempo de exposi¢ao, a redugao

maior também seja observada em Z. brevirostris.

Espécie Salinidade/Tempo Uréia plasmatica (mM)
C. leucas (E) 25%0 — coleta em campo 370 @
D. sabina (E) 30%o - 10 dias 229
Z. brevirostris (E) 35%0 — 6 e 12 horas 432
C. leucas 0%o - coleta em campo 180 @
D.sabina 0%o - 32 dias 174
Z. brevirostris 5%o - 6 € 12 horas 300,82
D. americana (M) 35%o 444 @
R. erinacea (M) 35%0 359,4 ®
D. uarNKA (E) 0%o 104 @
C. melanop (E) 0%o 103 ®
P. microdon (E) 0%o 130 @

Tabela 2 — Resumo de dados disponiveis na literatura. (E) — elasmobranquios eurihalinos, (M)
elasmobranquios exclusivamente marinhos. (1) Piermarini & Evans, 1998; (2) Pillans & Franklin, 2004;
(3) Holmes & Donaldson, 1969; (4) Cain et al., 2004; (5) Treberg et al., 2007.

Elasmobranquios sao capazes de regular a concentracdo do liquido
extracelular, mantendo assim os valores de composicdo do LEC constantes. Esta
regulagcdo € de grande importancia, visto que a nao variagcdo do LEC cria um
ambiente estavel para as células e tecidos. Animais conformadores, que néao
possuem capacidade de manter a osmolalidade constante diante de mudangas na
salinidade do ambiente, necessitam de mecanismos especificos de regulacdo de
volume celular, de forma a evitar que as células inchem ou murchem além de sua
capacidade de manutengdo de volume. Como raias e tubarbes sdo reguladores, o

controle de volume celular € menos necessario para a sobrevivéncia e eurihalinidade
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do animal do que potencialmente para animais inteiramente conformadores. Alta
capacidade de regulagdo da agua tecidual é adaptativo, especialmente em animais
eurihalinos que migram entre ambientes, e € alta em teledsteos (Freire et al., 2008).
Desta forma, é esperado que o teor de hidratagdo muscular nestes animais seja
mantido estavel diante de reducdo de salinidade (Anderson et al., 2007). Nao foi
observada diferenca no teor de hidratagcao tecidual muscular em Z. brevirostris em
protocolo de reducéo de salinidade por 6 e 12 horas. A manuteng¢ao do teor hidrico
muscular também foi observada em Dasyatis sabina com reducao de salinidade por
12 dias (35%o - 10%0) (de Vlaming & Sage, 1973). Negaprion brevirostris em redugao
intermediaria (15%0) também n&o apresentou diferenca na hidratagdo tecidual
(Goldstein et al., 1971). A alta capacidade de manutengado da hidratacdo muscular
em Z. brevirostris, fato compativel com a sobrevivéncia frente a desafio osmético,
pode comprovar a capacidade de regulacdo da espécie, ao menos em curto prazo.

Foi observada capacidade de regulacdo do sodio plasmatico em 6 horas.
Apos 12 horas de exposicdo houve reducdo do sédio plasmatico nas salinidades
mais baixas (25, 15 e 5%.). Mesmo com a redugdo em Z. brevirostris foi possivel
observar a capacidade da espécie em regular este ion que € hiporregulado, dada
sua importancia secundaria na manutencao da osmolalidade em elasmobranquios,
como citado na literatura (Evans et al., 2005; Ballantyne & Robinson, 2010). A
hiporregulagdo deste ion é observada em todas as espécies de elasmobranquios
marinhos, eurihalinos e dulcicolas estudados (Tabela 3). Para elasmobranquios
eurihalinos como D. sabina e C. leucas, nota-se que a redugao da concentracéo é
semelhante a observada em Z. brevirostris (35%o0 — 5 ou 0%o) (Tabela 3).

A concentragdo do ion cloreto foi mantida constante frente a todas as
salinidades testadas apos 6 e 12 horas de exposi¢céo (Tabela 3). A variagdo do
cloreto plasmatico assim como ocorre com o sodio, € esperada para especies que
sdo submetidas a reducdo de salinidade, porém tal fato ndo ocorreu em nosso
estudo. A concentragdo em condi¢ao controle (35%o) foi de 205,9 mM, com redugéo
de 11,4% em 5%.. Em D. sabina foi observada reducao 30,6% entre salinidade 35 e
9%o0 (de Vlaming & Sage, 1973). Para C. leucas a redugao também foi bastante
significativa com reducdo de 26% entre 35 e 0% (Thorson et. al., 1973; Pillans &
Franklin, 2004). E possivel que a pequena redugdo do cloreto em Z. brevirostris
esteja relacionada com o tempo de exposi¢ao proposto. D. sabina e C. leucas foram

expostos a salinidades mais baixas por dias, enquanto em Z. brevirostris o tempo
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maximo de permanéncia foi de 12 horas (Tabela 3). E provavel que em maiores
tempos de permanéncia em salinidade mais baixa, a concentracado de cloreto em Z
brevirostris também reduza de forma significativa. Apds avaliagdo concentragdes
dos ions sodio e cloreto em Z. brevirostris, pudemos concluir que a espécie possui
capacidade de hiporregular ambos perante reducdo de salinidade, comprovando
assim sua eurihalinidade e capacidade de habitar ambientes diluidos, ao menos em
curto prazo.

O potassio no plasma apresentou reducdo apdés 6 horas nas salinidades
mais baixas. A reducéo em 15%o foi 22,9 % e em 5%o 43,4% em comparagao com a
concentracdo em 35%.. Apds 12 horas de exposi¢ao foi observada reducédo nas
salinidades 25, 15 e 5%0 em relagdo ao controle (35%0), com reducdo de 21,4%,
57,54% e 64,6%o0, respectivamente (Tabela 3). Foi observado que os valores iniciais
de potassio em 12 horas (10,6 mM) foram maiores que os obtidos apds 6 horas
(7,35 mM), o que resultou em valores de redugdo maiores nos animais que
permaneceram nas condigdes experimentais por 12 horas. A concentracdo de 10,6
mM (35% — 12 horas) observada em Z. brevirostris mostra-se elevada em
comparagao ao observado em outras espécies eurihalinas (Tabela 3). Apenas
Heterodontus francisci, espécie de elasmobranquio exclusivamente marinho
apresenta valores elevados de potassio plasmatico (McDonald & Milligan, 1992)
como os obtidos em nosso estudo. Mesmo com valores elevados e diferenca de
concentracao alta entre 35 e 5%o, 0s valores obtidos em Z. brevirostris condizem
com os padrdes dos elasmobranquios para este ion sendo observada tendéncia de
conformacao do potassio e ndo regulagao como observado com o sddio e o cloreto.

O magnésio plasmatico em Z. brevirostris apresentou redugcao em 5%o
quando comparado a 35%., porém nao foi possivel detectar em qual tempo de
exposicao. A redugao foi de 60,6% entre 35%. e 5% (Tabela 3). Mesmo com
reducdo da concentragdo em 5%., a capacidade de regulagéo deste ion mostra-se
presente na espécie, ao menos em curto prazo. Valores de magnésio nos animais
eurihalinos D. sabina e C. leucas nao foram caracterizados em ambiente marinho na
literatura levantada, apenas os valores observados em salinidades mais baixas,
estes semelhantes aos encontrados em Z. brevirostris, de 1,4 mM para C. leucas
(Thorson et al.,1973) (Tabela 3). Mesmo sem dados na literatura para realizar
discussdo a respeito das concentracbes de magnésio plasmatico em

elasmobranquios eurihalinos, sabe-se que este ion é de extrema importancia no
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meio intracelular, dada sua funcdo de ativacdo enzimatica e manutencdo de
conformacdo de membrana (Flatman, 1993). Pode-se concluir entdo que Z
brevirostris apresenta capacidade de regular e manter valores de magnésio

plasmatico compativeis com sua vida, ao menos apos 12 horas.

Espécie Salinidade/Tempo Na’ (mM) CI'(mM) | K'(mM) Mg® (mM)
C. leucas (E) 25%o — coleta em 289 @ 296 @ - -
campo
D. sabina (E) 35%0 — 6 dias 3010 3107 6,1 -
Z. brevirostris (E) 35%0 - 6 e 12 horas 216,5 205 10 (12hrs) 3,3
C. leucas 0%o - coleta em 245 219@ - 1,4
campo
D. sabina 9%o — 6 dias 192 2151 1,70 -
Z. brevirostris 5%o0 — 6 € 12 horas 193 181 4,1 1,3
H. francisci (M) 35%o - - 0@ -
Tabela 3 — Valores de Sddio, Cloreto, Potassio e Magnésio plasmaticos observados em

elasmobranquios eurihalinos (E) e marinhos (M). (1) — de Vlaming & Sage, 1973. (2) — Pillans &
Franklin, 2004. (3) Thorson et al., 1973. 45) Mcdonald & Milligan, 1973.

Sabe-se que a funcado da Anidrase Carbbnica em elasmobranquios esta
relacionada com a necessidade de equilibrio acido-base e secundariamente com o
transporte idnico relacionado a secregcado ou reabsorcao de sal (Evans et al., 2005;
Ballantyne & Robinson, 2010). Sabe-se também que a atividade desta enzima é
maior em animais de agua doce ou eurihalinos aclimatados em agua diluida, dada a
maior necessidade em manter o equilibrio acido-base, este desregulado pelo pH
menor observado em ambientes dulcicolas. E maior também a necessidade de
transporte idnico realizado pela anidrase carbdnica em ambientes diluidos, visto que
a disponibilidade de ions neste ambiente € menor (Evans, 1984). Em nosso estudo
com Z. brevirostris, o aumento da atividade da anidrase carbdnica renal na
salinidade 15%0 apds 6 horas pode estar relacionado ao choque osmético que a
espécie sofreu, é possivel que a diminuigdo do pH ou da concentragdo ibnica
tenham sido maiores entre 25 e 15, € ndo em 5%, como esperado. Segundo
literatura, a atividade € maior em tecido renal e tende a aumentar conforme reducéao
de salinidade (Ballantyne & Robinson, 2010). Em teoria, a atividade da enzima

deveria ser mais alta nos animais aclimatados em 5%, visto que este ambiente é
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caracterizado pela menor disponibilidade i6nica e possivelmente menor pH (Evans,
1984; Ballantyne & Robinson, 2010). A atividade também deveria ser mais alta visto
que esta diretamente relacionada aos trocadores idnicos HCO3/CI" e Na*/H" (Evans,
1984). O aumento na atividade da anidrase carbdnica em teoria levaria ao aumento
na concentragdo de HCO3 e H' no meio intracelular. O aumento das concentragdes
e a necessidade em secretar ambos para o meio levariam a ativacao dos trocadores
HCO5/CI" e Na*/H", que por conseqiiéncia ao secretarem o excesso de HCO3 e H*
para o meio (branquias) ou lumen (rim), realizariam reabsor¢cdo de ClI" e Na’,
permitindo desta forma a captacdo ibnica tdo necessaria em ambientes diluidos
(Ballantyne & Robinson, 2010). E possivel que os tempos de exposicédo (6 e 12
horas), nao foram suficientes para caracterizar desafio osmotico e perda significativa
de ions, que justificariam a ativacdo da enzima. E possivel também que devido a
importancia secundaria dos ions na manutengao osmaotica em elasmobranquios, a
diminuicao da disponibilidade de NaCl no meio, ndo afete estes animais, ao menos
em curto prazo.

A bomba Na*, K'-ATPase (NKA) é de extrema importancia em processos de
transporte i6nico (Evans et al., 2005). Sua ativagcdo e funcionamento sao
dependentes de ATP, gerando transporte idnico contra o gradiente. Juntamente com
o co-transportador Na*, K*, 2CI' e os canais de K' e CI, a NKA exerce papel
fundamental na secrecgéo ativa de ions quando em ambiente marinho pela glandula
retal nos elasmobranquios e reabsorcao ativa de ions pelos rins e branquias quando
estes animais encontram-se em ambientes diluidos. Estudos de NKA nos diferentes
tecidos que participam da osmorregulagdo em elasmobranquios sao numerosos
(Hayslett et al., 1972; Lytle & Forbusch, 1992; Piermarini & Evans, 2000; Wilson et
al., 2002; Pillans et al., 2005; Choe et al., 2007; Duncan et al., 2009).

Em Z. brevirostris a atividade da NKA da glandula retal foi maior em 35%. de
forma geral. Tal resultado era esperado e corrobora com a literatura atual, com
valores elevados em ambiente marinho para D. Sabina (Pillans et al., 2005) e C.
leucas (Piermarini & Evans, 2000). Padrao semelhante de reducdo da atividade da
NKA da glandula retal em ambientes mais diluidos podem ser observados em C.
leucas (Pillans et al., 2005), com reducéo de 39% e em D. sabina (Piermarini &
Evans, 2000) com redugao de 50%. A maior atividade da NKA na glandula retal em
ambiente marinho na Z. brevirostris era esperada, dada a importancia desta bomba

na secregao de sal em elasmobranquios. A atividade foi baixa quando comparada a
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outras espécies. E possivel que esta diferenca esteja relacionada ao método
empregado na leitura de atividade, que foi diferente ao usado nos trabalhos com C.
leucas e D. Sabina. Mesmo com valores bem menores de atividade, o padrao
observado em espécies de elasmobranquios eurihalinos se repetiu, com maior
atividade em agua salgada e reducao gradual de atividade em agua salobra.

A NKA renal ndo é tdo importante nos processos de secreg¢ao ibnica nos
elasmobrénquios, dada a relevancia e alta atividade da enzima na glandula retal na
secregcdo de NaCl em ambiente marinho (Ballantyne & Robinson, 2010). Porém sua
importancia e atividade aumentam muito em ambientes de menor salinidade
(Piermarini & Evans, 200), visto que em ambientes diluidos a disponibilidade de ions
€ baixa, é necessaria a reabsorcao altamente eficiente dos ions nas porcdes renais,
de forma a manter as concentragbes compativeis a vida. Em Z. brevirostris a
atividade da NKA renal foi maior em salinidade 5% em comparagéo a atividade em
35%o (~ 30 vezes). Nao foi possivel determinar em qual tempo de exposigao. De fato,
corroborando dados obtidos em C. leucas (Piermarini & Evans, 200), referentes a
atividade da NKA renal em ambiente marinho e dulcicola e esperados para espécies
eurihalinas de elasmobranquios, Z. brevirostris apresenta atividade da NKA maior
em ambientes de menor salinidade do que em ambiente marinho. E possivel que a
atividade em curto prazo (12 horas) aumente ainda mais com maior tempo de
exposi¢ao, porém mesmo com pouco tempo de exposicao foi possivel observar a
atividade em Z. brevirostris, comprovando a importancia da atividade desta bomba
no processo de adaptacéo e conquista de novos ambientes.

Por fim, a presenca da NKA em branquias é conhecida, mas dada a
importancia secundaria na em secre¢cao de sal em ambiente marinho, a atividade
esperada € baixa. Em ambientes diluidos o esperado para raias e tubarbes
eurihalinos € o aumento da atividade, dada a necessidade de maior captagcdo de
ions do ambiente (Piermarini & Evans, 2000). Em D. sabina, a atividade aumentou
(Piermarini & Evans, 2000). Em Z. brevirostris tal aumento nao foi observado. A
auséncia de aumento também foi observada em C. leucas aclimatados por 17 dias
em agua salgada e doce (Pillans et al., 2005). A atividade geral da NKA branquial
em C. leucas foi baixa como também observado em Z. brevirostris. A auséncia de
aumento na atividade pode estar relacionada ao tempo de permanéncia em

salinidade mais baixa. E possivel que para a espécie em questdo neste estudo, 12
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horas de exposigao néo seja de fato um desafio osmaético. E apds exposicao de dias
a atividade da NKA branquial aumente em ambiente de menor salinidade.

Foi realizado Mann-Whitney rank sum test (P = <0,001) com os dados
obtidos de atividade da NKA na glandula retal, rins e branquias de forma a detectar
possiveis diferencas entre os tecidos. De fato, em comparagao entre as atividades
foi possivel concluir que atividade da glandula retal foi mais alta que a observada no
tecido renal, que por sua vez foi maior que a observada do tecido branquial. Este
resultado é também observado em C. leucas (Pillans et al., 2005).

Estudos fisiolégicos de raias e tubardes eurihalinos sao escassos. A raia-
viola-de-focinho-curto é classificada oficialmente como marinha, porém ha relatos
dessas raias em estuarios paranaenses. Nao houve morte de nenhum exemplar de
Zapteryx brevirostris durante o experimento de reducédo de salinidade. A coleta dos
animais foi realizada cerca de 20 km da costa, sendo necessaria viagem de barco de
aproximadamente duas horas do local onde as redes de espera eram montadas até
a feira de peixe onde os animais eram obtidos. Foi observada capacidade de
sobrevivéncia, mesmo tendo as raias permanecido por aproximadamente 2 horas
fora da agua dentro das caixas plasticas de transporte usadas pelos pescadores.
Mesmo com a privacdo de agua de 2 horas os animais eram coletados vivos e
recuperavam-se do estresse da captura em 24 horas (movimentos de nado e
espiraculos normalizados). Os animais usados no experimento demonstraram alta
capacidade de regulagdo osmatica e ibnica em todas as salinidades testadas (35,
25, 15 e 5%0) nos dois tempos de exposi¢cao, 6 e 12 horas. Nao houve morte de
nenhum exemplar de Zapteryx brevirostris durante o experimento de redugédo de
salinidade. Capacidade de sobrevivéncia semelhante € observada em outras
especies eurihalinas de elasmobranquios ja estudadas, Dasyatis sabina com
permanéncia de 8 dias em salinidade intermediaria (15%.) (Piermarini & Evans,
1998), 12 dias em salinidade 10%. (de Vlaming & Sage, 1973) e 32 dias em
salinidade 0%o (Piermarini & Evans, 1998), e Carcharhinus leucas (Pillans et. al.,
2006) com permanéncia em 0%, durante 16 dias. A capacidade de regulacdo e
sobrevivéncia em Z. brevirostris € compativel com os relatos de permanéncia da
espécie em estuarios, ao menos em curto prazo (horas). Foi possivel concluir que a
espécie Zapteryx brevirostris € de fato eurihalina, e ndo apenas marinha como
descrita atualmente, possivelmente encaixando-se na classificagdo de animais

marinhos que entram ocasionalmente em agua salobra proposta por Ballantyne e
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Robinson (2010). Sdo necessarios mais estudos de forma a avaliar o grau de
eurihalinidade da espécie, observando desta forma se ela é tdo eurihalina a ponto de
tolerar agua doce durante dias como D. sabina (Piermarini & Evans, 1998) e C.
leucas (Pillans et. al., 2006) ou possui capacidade apenas em tolerar salinidades

compativeis com ambientes estuarinos.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

O objetivo do presente estudo foi testar a hipotese de eurihalinidade
apresentada por Zapteryx brevirostris. Segundo relatos de sua presenca em
estuarios, o protocolo proposto para este trabalho foi baseado em variagdes de
salinidade encontradas no ambiente estuarino diariamente, as variagdes que vao de
agua salgada (35%o) até agua muito diluida (5%o0) ocorrem varias vezes em um dia. O
protocolo estabelecido foi de curto prazo, com exposicdo maxima de 12 horas. Apos
analise dos dados plasmaticos, teciduais e enzimaticos obtidos, pudemos concluir
que a raia-viola-de-focinho-curto € uma espécie de elasmobranquio capaz de habitar
ambientes estuarinos. Visto que 95% das espécies de raias e tubarbes séao
exclusivamente marinhos, a capacidade de regulacéo de Z. brevirostris a inclui no
seleto grupo de elasmobranquios que podem viver em diferentes salinidades e desta
forma fazer parte de diferentes nichos ecolégicos. Visto que esta espécie ja tem sua
posicao de mesopredadora bem estabelecida na literatura, podemos concluir que a
eurihalinidade comprovada permite que este animal faca parte de niveis elevados de
cadeias troficas ndo apenas marinhas, mas também estuarinas e possivelmente
dulcicolas.

A espécie utilizada no presente estudo encontra-se vulneravel na lista de
animais ameacados de extingdo. Entretanto, no Parana, a espécie ndo conta com
leis de protecao e proibicdo de pesca. Sao animais encontrados constantemente no
descarte da pesca de camardo, sendo observada também a pratica da venda da
carne desta espécie como carne de cacao. Estudos fisioldgicos que visem entender
a capacidade de sobrevivéncia, bem como adaptacdo da espécie sao de extrema
importancia, para que, juntamente com estudos de estrutura populacional,
reproducdo, morfometria, alimentagédo e distribuicdo, seja possivel obter-se maior

conhecimento desta espécie e desta forma protegé-la. A literatura apresenta dados
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de duas espécies de elasmobranquios eurihalinos, a raia Dasyastis sabina e o
tubarao Carcharinhus leucas, com a comprovagao da eurihalinidade de Z.
brevirostris apresentada neste trabalho, é possivel incluir esta espécie no grupo de
raias e tubarbes com esta peculiaridade, sendo desta forma possivel iniciar novos
estudos de fisiologia e biologia molecular com esta raia. Por ser um animal de
tamanho reduzido (+ 60cm) e facil obtengéo torna-se mais facil aclimatar os animais
em laboratério, porém dado seu status ameacado € necessario estabelecer

protocolos ndo-letais de estudo.
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