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RESUMO GERAL 

 

A habilidade dos organismos em lidar com os desafios osmóticos impostos pelo 

ambiente requer respostas a nível celular e sistêmico, incluindo transporte ativo transepitelial 

de íons por transportadores iônicos branquiais, para garantia do equilíbrio hidroeletrolítico do 

meio externo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade, expressão e localização dos 

transportadores iônicos Na
+
,K

+
-ATPase, H

+
-ATPase, Na

+
,K

+
,2Cl

-
 e da enzima intracelular 

anidrase carbônica nas espécies de teleósteos dulcícola Rhamdia quelen e marinha-estuarina 

Centropomus parallelus, e do camarão dulcícola Macrobrachium acanthurus, frente à 

variação de salinidade. R. quelen foi exposta à salinidade 15 por 6 horas e à água doce 

(controle) para avaliação da osmolalidade e concentração dos íons Na
+
, Cl

-
 e K

+
 plasmáticos; 

expressão da proteína HSP70 branquial; atividade branquial e renal, expressão e localização 

branquial da Na
+
,K

+
-ATPase (NKA) e H

+
-ATPase e da enzima intracelular anidrase 

carbônica. Houve aumento apenas da expressão da NKA e da enzima anidrase carbônica nos 

animais expostos a 15‰ quando comparados ao controle, demonstrando o papel fundamental 

dessas proteínas na resposta ao choque hiper-osmótico. C. parallelus foi exposta à água doce 

por 10 dias e em água do mar (controle) para então avaliadar a expressão de proteínas HSP70 

muscular; expressão e localização branquial da NKA, do cotransportador NKCC e da anidrase 

carbônica. Não houve alteração nos parâmetros avaliados em C. parallelus. A localização da 

NKA, da H
+
-ATPase em R. quelen e NKA e NKCC em C. parallelus foi mais evidente nas 

células da região interlamelar branquial, enquanto que a anidrase carbônica se apresentou 

marcada por todo o tecido de forma difusa. Em M. acanthurus expostos à salinidade 25‰ por 

24 horas e mantido em água doce (controle) foram avaliadas a atividade, expressão e 

localização branquial da NKA e H
+
-ATPase; a expressão e localização da anidrase carbônica 

branquial. Essa espécie não apresentou alteração na atividade e expressão das enzimas 

avaliadas. A NKA foi localizada nas células do septo, enquanto que a H
+
-ATPase foi 

abundante nas células pilares das brânquias. A anidrase carbônica, na mesma forma que nos 

teleósteos, foi localizada em todo o tecido, no entanto, uma maior marcação nas células 

pilares foi observada. Os resultados de localização, atividade e expressão dos transportadores 

iônicos confirmam os modelos hipotéticos de transporte iônico transepitelial e sugerem que o 

grau de eurihalinidade apresentado pelas três espécies pode estar associado à ativação de 

outros mecanismos de ajuste osmo-iônico do extracelular e não só ao conjunto de 

transportadores iônicos avaliados.  
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ABSTRACT 

 

The ability of organisms to deal with osmotic challenges posed by the environment 

requires responses at the cellular and systemic level. This includes transepithelial active 

transport of ions by on transporters gill to guarantee hidroeletrolyte the external environment. 

The aim of this study was to evaluate the activity, expression and localization of ion 

transporters Na
+
,K

+
-ATPase (NKA), H

+
-ATPase, Na

+
,K

+
,2Cl

-
 (NKCC)

 
and intracellular 

enzyme carbonic anhydrase in freshwater teleost Rhamdia quelen and marine-estuarine teleost 

Centropomus parallelus, and freshwater shrimp Macrobrachium acanthurus to the variation 

of salinity. R. quelen was exposed to salinity 15 for 6 hours and freshwater (control) to review 

the plasma osmolality and concentrations of Na
+
, Cl

-
 and K

+
; gill expression HSP70; gill and 

kidney activity, expression and location NKA, H
+
-ATPase and carbonic anhydrase. The was 

only increased expression of NKA and carbonic anhydrase enzyme in animals exposed to 

15‰ compared to control demonstrating the essential role of these proteins in response to 

hyper-osmotic shock. C. parallelus was exposed to freshwater for 10 days and seawater 

control and evaluated the expression of muscle protein HSP70; gill expression and location 

NKA, NKCC and carbonic anhydrase. There was no change in the parameters evaluated in C. 

parallelus. The location of the NKA, H
+
-ATPase in R. quelen and location of the NKA and 

NKCC in C. parallelus were more evident in the cells of gill interlayer region, while the 

carbonic anhydrase presented marked throughout the tissue diffusely. The expression and 

localization in gills of the carbonic anhydrase in M. acanthurus exposed to 25‰ salinity for 

24 hours and kept in freshwater (control) activity, expression and localization of gill NKA and 

H
+
-ATPase were evaluated. This species showed no alteration in the activity and expression 

of those enzymes. The NKA was localizated in the cells of the septum, while the H
+
-ATPase 

was abundant in the pillar cells. Carbonic anhydrase in the same manner as in teleosts as 

located throughout the tissue, however, greater labeling was observed in the pillar cells. The 

results of location, activity and expression of ion transporters confirm the hypothetical models 

of transepithelial ion transport and suggest that the degree of eurihalinidade presented by the 

three species may be associated with activation of other mechanisms of osmo-ionic 

adjustment extracellular and not only the whole ion transporters evaluated. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os organismos aquáticos, sejam marinhos ou dulcícolas, se inter-relacionam com 

fatores bióticos ou abióticos e tal interação poderá ser determinante do processo de invasão e 

ocupação de um habitat (Willmer et al. 2005; Begon et al. 2007). A água sustenta e ao mesmo 

tempo limita a condição à vida, logo seu ganho ou perda representa um desafio aos 

organismos. A concentração iônica do meio externo determina a intensidade e a direção de 

fluxo dos íons e da água que ocorre através dos epitélios de interface dos organismos, 

portanto, a homeostase hidroeletrolítica é um dos fatores fisiológicos determinantes do 

potencial de diversificação de nichos. Para tanto, os organismos requerem sistemas eficientes 

para lidar com perdas ou ganhos, de maneira obrigatória ou controlada, de água e solutos 

(Péqueux 1995; Schimidt-Nielsen 2002; Willmer et al. 2005). 

Em ambiente marinho, a abundância de sal dissolvido resulta na saída passiva de 

água corporal e influxo iônico. Em ambiente dulcícola, a escassez iônica reflete a entrada 

passiva de água e efluxo iônico. Os desafios fisiológicos podem ainda ser acentuados quando 

se trata de um habitat instável, em que a concentração iônica do meio e outros fatores variam 

diariamente, como em regiões entre-marés e estuários (Péqueux 1995; Marshall e Grosell 

2005). 

O controle homeostático diante dos desafios osmóticos se dá por meio de diferentes 

ajustes osmorregulatórios, como a redução ou aumento da permeabilidade dos epitélios de 

troca. Quando existe alta permeabilidade dos epitélios, o fluido extracelular torna-se 

isosmótico em relação ao ambiente. Os organismos que exibem essa estratégia são 

classificados como Osmoconformadores e cabe às células individuais desses organismos 

exibirem um mecanismo próprio de regulação de volume para controle e manutenção das suas 

funções vitais frente às alterações do fluido extracelular, chamada Regulação Isosmótica 

Intracelular (IIR) (Florkin 1962; Péqueux 1995; Freire et al. 2008b; Foster et al. 2010). A 

diminuição da permeabilidade dos epitélios de troca reflete em uma manutenção da 

concentração do fluido extracelular mais ou menos constante, de maneira independente da 

concentração do ambiente. Esses organismos são chamados de Osmorreguladores e realizam 

Regulação Anisosmótica Extracelular (AER) (Péqueux 1995; Marshall e Grosell 2005; Freire 

et al. 2008a). Para regular a composição do fluido extracelular independente da do ambiente, 

os organismos podem realizar o processo de hiper-regulação (mantendo suas concentrações 

extracelulares acima da concentração do ambiente) ou hipo-regulação (mantendo suas 
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concentrações extracelulares abaixo da concentração do ambiente) (Florkin 1962; Péqueux 

1995; Marshall and Grosell 2005; Freire et al. 2008a; Foster et al. 2010). 

As espécies apresentam intervalos de condições ambientais nas quais são melhores 

adaptadas, ou seja, uma faixa ótima na qual desempenham de maneira eficaz suas 

propriedades fisiológicas e ecológicas (Begon et al. 2007). Quando relacionados aos limites 

fisiológicos de tolerância a diferentes concentrações osmóticas do meio, os organismos 

podem ser estenohalinos, quando apresentam estreita faixa de tolerância, ou eurihalinos, 

quando apresentam ampla faixa de tolerância (Péqueux 1995; Marshall e Grosell 2005). Neste 

caso, teleósteos ou crustáceos eurihalinos, que enfrentam flutuações de salinidade do habitat 

natural, sejam elas causadas por variações das condições ambientais ou necessidade de 

migração e ciclo de vida, mantendo as concentrações do extracelular acima ou abaixo da 

concentração do meio externo, podem se apresentar como hiper- e/ou hipo-reguladores 

(Péqueux 1995; Marshall e Grosell 2005). 

O epitélio das brânquias é a interface entre o fluido extracelular e o ambiente, sendo 

a brânquia considerada o principal órgão de troca e, em alguns casos, junto aos órgãos 

excretores e ao trato gastrointestinal, participa simultaneamente de diferentes processos, como 

respiração, iono/osmorregulação, equilíbrio ácido-base e excreção de nitrogênio (Evans et al. 

2005; Freire et al. 2008a). A estrutura branquial, sua composição e tipo celular (Evans et al. 

2005; Freire et al. 2008a), as vias de transporte transcelular (Péqueux 1995; Evans et al. 2005; 

Marshall e Grosell 2005; Freire et al. 2008a; McNamara e Faria 2012) e/ou paracelular 

(Chasiotis et al. 2012) variam amplamente entre as diferentes espécies e podem ser 

correlacionadas ao sucesso de ocupação de diferentes habitats (Evans et al. 2005; Chasiotis et 

al. 2012). 

A capacidade osmorregulatória não decorre apenas de diferenças no grau de 

permeabilidade, mas também na atividade e expressão de um conjunto de transportadores de 

membrana presentes nas células do epitélio branquial, denominadas ionócitos, que apresentam 

elevado número de mitocôndrias (Evans et al. 2005; Hwang e Lee 2007; Freire et al. 2008a; 

McNamara e Faria 2012). O estudo desses transportadores de membrana é fundamental 

quando se trata do transporte iônico transepitelial. 

O estudo do transporte de íons em tipos celulares específicos e aspectos funcionais 

de proteínas transportadoras como a Na
+
/K

+
-ATPase (NKA), em resposta aos desafios 

osmóticos, lideram as pesquisas osmorregulatórias. A NKA está presente nas membranas 

basais das células branquiais, sendo responsável pelo estabelecimento de gradientes 
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eletroquímicos através das membranas de modo geral (Péqueux 1995; Marshall e Grosell 

2005; Evans et al. 2005; Freire et al. 2008a; Sáez et al. 2009; McNamara e Faria 2012; 

Havird et al. 2013). A NKA é responsável pelo bombeamento de três íons Na
+
 do intracelular 

para o extracelular, através da membrana basal, em troca de dois íons K
+ 

vindos do fluido 

extracelular para o intracelular. O gradiente eletroquímico de Na
+
 gerado pela NKA direciona 

e favorece outros tipos de transporte, como por exemplo, a entrada de Na
+
 e particularmente 

Cl
-
 através do cotransportador Na

+
,K

+
,2Cl

-
 (NKCC), também basolateral na brânquia de 

teleósteos marinhos (Péqueux 1995; Evans et al. 2005; Marshall e Grosell 2005; Freire et al. 

2008a; McNamara e Faria 2012). 

Devido a tais características, a atividade enzimática, a expressão e a localização das 

isoformas de NKA têm contribuído com estudos em grupos diversos, constatando-se alteração 

na expressão gênica e proteica, e na atividade enzimática da proteína em resposta a alterações 

em salinidade e de ajuste ao meio diluído ou hipersalino no grupo dos peixes (Hiroi e 

McCormick 2007; Yang et al. 2011; Harvird et al. 2013) e em camarões palemonídeos (Lima 

et al. 1997; revisado em Lucu e Towle 2003; Santos et al. 2007; Belli et al. 2009; Faleiros et 

al. 2010; Boudour-Boucheker et al. 2013; França et al. 2013; Havird et al. 2013). Tanto para 

os peixes quanto para crustáceos, o papel da NKA no transporte de NaCl, nos processos de 

absorção ou secreção, é bem definido. 

O cotransportador eletroneutro NKCC também está presente nas membranas de uma 

grande variedade de células epiteliais que participam do transporte de sal, e ainda em células 

não epiteliais, nas quais participa da regulação de volume celular (Péqueux 1995; Russell 

2000; Hoffmann et al. 2007; Prodocimo e Freire 2006; Freire et al. 2013). O NKCC é um dos 

membros da família dos cotransportadores de Cl
-
 acoplado a cátions (CCC, cation-coupled Cl

-
 

cotransport) (Russell 2000). No que se refere às diferentes isoformas do NKCC e o seu papel 

no transporte de sal em mamíferos, a isoforma NKCC1 é encontrada na membrana basal de 

epitélios secretores, e assim é devidamente chamada de isoforma secretora. A isoforma 

NKCC2 é conhecida por residir na membrana apical das células de tecido epitelial renal e é 

caracterizada por ser uma isoforma de absorção (Russell 2000; Hass e Forbush 2000).  

Outras proteínas que participam dos mecanismos osmorregulatórios, como a H
+
-

ATPase (HA) e a enzima citosólica Anidrase Carbônica, apresentam função demonstrada por 

estar associada aos mecanismos de absorção de sal (Marshall e Grosell 2005; Kirshner 2004; 

Freire et al. 2008a; Huang et al. 2010; Evans 2011; McNamara e Faria 2012). A H
+
-ATPase, 

também chamada de V-ATPase, é responsável pelo transporte ativo de íons H
+
 para fora das 
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células epiteliais, esse transporte através das membranas dos epitélios promove um gradiente 

que favorece o transporte mediado por outros transportadores, transporte este com relevância 

principalmente em peixes e crustáceos de água doce (Forgac 1999; Perry et al. 2003; Marshall 

e Grosell 2005). A HA participa da acidificação do citoplasma de algumas organelas (Forgac 

1999), e também atua significativamente no mecanismo de regulação ácido-base (Perry et al. 

2000; Duarte et al. 2013).  

A atividade da anidrase carbônica branquial é responsável pela catalisação da reação 

reversível de hidratação do CO2, resultando em íons hidrogênio (H
+
) e íons bicarbonato 

(HCO3
-
) (Perry e Gilmour 2006; revisado em Lionetto et al. 2012). Os íons H

+
 liberados na 

reação tornam-se substratos disponíveis para a atividade da H
+
-ATPase e então, absorção de 

sal em ambientes diluídos (Kirschner 2004). Apesar de bem conhecida sua participação nesse 

mecanismo (Hirose et al. 2003; Perry et al. 2003; Marshall e Grosell 2005; Gilmour e Perry 

2009), a enzima também tem grande importância na tolerância a hipersalinidade (Souza-

Bastos e Freire 2009; Sattin et al. 2010). A enzima intracelular tem papel fundamental nos 

mecanismos de excreção de CO2 e regulação do equilíbrio ácido-base (Henry e Swenson 

2000; Claiborne et al. 2002; Gilmour e Perry 2009; revisado em Lionetto et al. 2012).  

Falhas osmorregulatórias podem acarretar em alterações osmo-iônicas no 

extracelular, exigindo rápidas respostas das células, como controle e regulação do volume 

celular (IIR) (Florkin 1962). Caso não sejam compensadas tais alterações, danos à célula 

podem ser desencadeados, como por exemplo, a desnaturação de proteínas. Como 

consequência, as células podem responder com um aumento da síntese de chaperonas 

moleculares, um grupo de proteínas altamente conservado entre as espécies, responsáveis por 

evitar danos irreversíveis às células (Feder e Hofmann 1999). Essas proteínas são chamadas 

de proteínas de choque térmico (HSP, do inglês Heat Shock Protein), também denominadas 

proteínas de estresse (Ackerman et al. 2000; Hofmann 2005). Dentre as HSPs, destacam-se as 

proteínas da família das HSP70, com peso molecular de 70kDa,  que atuam na manutenção da 

viabilidade celular, impedindo a desnaturação ou agregação de proteínas citoplasmáticas, 

além das proteínas nucleares, prevenindo prejuízos ao funcionamento da célula e possíveis 

danos genéticos (Mayer e Bukau 2005; Hofmann 2005). 

As HSP70 apresentam resposta rápida e significativa a diferentes tipos de 

estressores, particularmente os que podem desnaturar proteínas (Jonsson et al. 2006; 

Yamashita et al. 2010). Como por exemplo, a resposta ao choque térmico (Hoffmann 2005; 

Tomanek 2008; Colson-Proch et al. 2010), ao choque hiper- ou hipo-osmótico (Deane et al. 
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2002; Niu et al. 2008; Sen et al. 2009; Guiterre et al. 2013) e a condições de hipóxia (Delaney 

e Klesius 2004). Também é utilizada como biomarcador a diferentes tipos de contaminantes 

(Timofeev et al. 2006; Rhee et al. 2008; Webb e Gagnon 2008) e indicador de estado de 

estresse (Basu et al. 2002; Iwama et al. 2003). No entanto, a expressão gênica e proteica das 

proteínas de estresse pode diferir entre espécies e entre tecidos, podendo ser dependente do 

tipo de estressor e ainda, da família das proteínas que se está avaliando (Iwama et al. 2003). 

Quando se avaliam respostas a nível celular ou sistêmico, a modulação de proteínas 

transportadoras, como NKA, NKCC, H
+
-ATPase e anidrase carbônica, assim como de 

proteínas relacionadas com a proteção ao estresse osmótico, como as HSP70, pode auxiliar na 

elucidação do funcionamento dos mecanismos de absorção e secreção iônica, na água doce e 

na água do mar, respectivamente. Além disso, a expressão e a localização desses 

transportadores no epitélio branquial confirmam seu papel fundamental nos processos de 

transição entre ambientes durante o processo evolutivo das espécies, ou ainda, no decorrer de 

ações migratórias a fins reprodutivos ou não, demonstrando quando e quais mecanismos 

osmorregulatórios são necessários e ativados frente aos diferentes graus de variação de 

salinidade do ambiente, em curto e em longo prazo (Péqueux 1995; Marshall e Grosell 2005; 

Evans 2005; Evans 2011).  

Assim, pretendeu-se avaliar as respostas osmorregulatórias das espécies de peixes 

eurihalinas Rhamdia quelen e Centropomus parallelus, e do camarão dulcícola eurihalino 

Macrobrachium acanthurus submetidos à variação de salinidade, correlacionando a atividade, 

expressão e localização de transportadores iônicos de membrana e enzimas intracelulares 

envolvidas no transporte transcelular e na resposta ao choque osmótico. Esse conjunto de 

respostas fisiológicas associado à evolução em um habitat pode determinar o grau de 

eurialinidade e, consequentemente, o aumento do potencial de dispersão biogeográfica e 

invasão de novos ambientes.  
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OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

Avaliar as proteínas Na
+
,K

+
-ATPase (NKA), H

+
-ATPase, Na

+
,K

+
,2Cl

-
 e anidrase 

carbônica das espécies dulcícolas frente ao aumento de salinidade, Rhamdia quelen (peixe 

teleósteo) exposta à 15‰ durante 6 horas e Macrobrachium acanthurus (camarão 

palemonídeo) exposta à 25‰ durante 24 horas, e do peixe teleósteo marinho-estuarino 

Centropomus parallelus frente à redução gradual da salinidade da água do mar até a água 

doce durante 10 dias. 

Objetivos específicos 

 Avaliar a contribuição da Na
+
,K

+
-ATPase (NKA), H

+
-ATPase e da enzima 

intracelular Anidrase Carbônica  branquiais nos processos osmorregulatórios frente ao choque 

hipo ou hiper-osmótico nas três espécies estudadas, e do cotransportador Na
+
,K

+
,2Cl

-
 

(NKCC) branquial na espécie marinha-estuarina C. parallelus; 

 Determinar a ativação de mecanismos celulares de proteção frente ao choque 

hiper- ou hipo-osmótico através da expressão de proteínas de estresse HSP70; 

 Avaliar de forma comparativa as respostas fisiológicas entre as diferentes 

espécies nas diferentes condições experimentais e fazer correspondência entre a plasticidade 

fisiológica e a modulação das proteínas Na
+
,K

+
-ATPase (NKA), H

+
-ATPase, Na

+
,K

+
,2Cl

-
 

(NKCC) e Anidrase Carbônica. 
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Capítulo 1: Respostas osmorregulatórias nos teleósteos dulcícola 

(Rhamdia quelen) e marinho-estuarino (Centropomus parallelus) 

submetidos a choque osmótico 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Osmorregulação em peixes teleósteos: 

Todos os peixes teleósteos são osmorreguladores e mantém suas concentrações 

osmótica e iônica independente da concentração do meio (em torno de um quarto a um terço 

da concentração da água do mar), sendo hiper-osmóticos quando em ambiente dulcícola ou 

hipo-osmóticos quando em ambiente marinho (Marshall e Grosell 2005; Evans et al. 2005). 

Algumas espécies são eurihalinas, podendo sobreviver em uma ampla faixa de salinidade, 

apresentando capacidade osmorregulatória variável. Pode-se considerar como exemplo de 

espécies eurihalinas, os representantes de estuários, região de entre marés e espécies com 

hábito migratório com ou sem fins reprodutivos (diádromos e anfídromos, respectivamente), 

além de espécies residentes de ambientes sem grandes flutuações de salinidade e que mesmo 

assim toleram condições acima ou abaixo das encontradas em seu ambiente natural (Marshall 

e Grosell 2005).  

Para lidar com situações de abundância ou escassez de água e íons, os teleósteos 

habitantes de ambiente dulcícola ou marinho apresentam diferentes estratégias 

osmorregulatórias para manutenção da homeostase de água e íons do fluido extracelular. Em 

ambientes diluídos, a perda iônica favorecida por uma elevada razão entre a concentração 

plasmática e do meio (cerca de 200:1 para íons Na
+
 e Cl

-
 no extracelular em relação ao meio 

externo) e o ganho de água passivo pelo epitélio branquial representam um desafio para as 

espécies desse ambiente (Evans 2011). Como mecanismo compensatório os teleósteos de 

água doce obtêm íons através da absorção ativa branquial, da alimentação, e também 

produzem, através dos rins, grandes volumes de urina diluída. O oposto é descrito para 

teleósteos marinhos, em que ocorre perda de água e ganho iônico de maneira passiva através 

do epitélio branquial. Estes ingerem água do mar, absorvendo o conteúdo de água e íons pelo 

intestino, e secretando ativamente íons pelas brânquias. Os rins dos teleósteos marinhos não 

conseguem concentrar a urina e produzem um pequeno volume de urina isotônica, a qual é 

rica em íons divalentes (Marshall e Grosell 2005; Evans 2008). 

Para realizar absorção e secreção ativa de íons o epitélio branquial contém células 

especializadas, denominadas células ricas em mitocôndria (Mitochondrion-rich cells - 

MRCs). Existem diferentes caracterizações entre a forma e função das MRCs em teleósteos 

dulcícolas e teleósteos marinhos (Evans et al. 2005; Evans 2008; Evans 2011). A polaridade 

das células do epitélio permite identificar diferentes composições dos transportadores 
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inseridos entre as porções da membrana apical e basolateral (Marshall e Grosell 2005; Evans 

et al. 2005). 

Em água doce o ganho de água ocorre primariamente por fluxo osmótico através do 

epitélio branquial, refletindo a necessidade de um influxo iônico ativo de NaCl para a 

manutenção da homeostase (Evans 2008). Esse mecanismo de entrada de Na
+
 via apical pelas 

MRCs pode variar entre as espécies, podendo o influxo de Na
+
 via canal ser favorecido pela 

atividade da H
+
-ATPase (HA) através da hiperpolarização da membrana; a entrada de Na

+
 na 

célula pode ocorrer através do trocador eletroneutro Na
+
/H

+ 
(NHE); ou ainda, via NKCC ou 

via cotransportador Na
+
-Cl

-
 (NCC) apical. Termodinamicamente a hipótese da 

hiperpolarização da membrana pela HA é a mais aceita (Fig. 1) (Evans 2011; Brix e Grosell 

2011).  

Diferentes tipos celulares branquiais foram encontrados e modelos de transporte 

foram propostos a partir do isolamento e caracterização de células (MRCs) da truta arco-íris 

Oncorhynchus mykiss (Galvez et al. 2002; revisado em Marshall e Grosell 2005; Evans 

2008). A partir da marcação de MRCs de brânquias da truta arco-íris (Galvez et al. 2002) pela 

técnica de separação magnética das células e ligação por aglutinina de amendoim (peanut 

agglutinin – PNA) permitiu separa-las em subpopulações denominadas PNA
-
 e PNA

+
. 

Quando as MRCs apresentam a H
+
-ATPase localizada na membrana apical ocorre secreção de 

ácido para ambiente externo associada à absorção apical de Na
+
 via canal, e essas células são 

chamadas PNA
-
 (Fig. 1). Se o trocador apical expresso for Cl

-
/HCO3

-
, ocorre secreção de base 

concomitante à absorção de Cl
-
, e essas células são PNA

+ 
(Fig. 1). Em ambos os tipos 

celulares a Na
+
,K

+
-ATPase está presente no lado basolateral (Marshall e Grosell 2005; Evans 

2011). A enzima responsável por catalisar a reação que disponibiliza íons H
+
 e HCO3

-
 para 

posterior troca por Na
+
 ou Cl

-
 é a anidrase carbônica intracelular branquial expressa nas 

células de teleósteos marinhos e dulcícolas, porém, com papel relevante no mecanismo de 

absorção de sal (Kirschner 2004; Evans et al. 2005; Marshall e Grosell 2005; Perry e Gilmour 

2006; Gilmour e Perry 2009). 
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Em água do mar o fluxo osmótico é revertido quando comparado ao fluxo em água 

doce, e a disposição dos transportadores na célula reflete a necessidade de secretar sal (Como 

ilustrado na Fig. 2). Esse mecanismo de secreção de sal requer a atividade integrada do 

intestino, rins e brânquias (Laverty e Skadhauge 2012). A secreção branquial de NaCl é mais 

compreendida do que o processo de absorção de sal pelas brânquias de teleósteos dulcícolas. 

A Na
+
,K

+
-ATPase (NKA) está localizada basolateralmente e é responsável pelo transporte dos 

íons Na
+
 para o extracelular e K

+
 para o intracelular. O gradiente eletroquímico de Na

+
 gerado 

pela NKA é usado pelo cotransportador basolateral Na
+
,K

+
,2Cl

-
 (NKCC) para o influxo 

celular de Na
+
, K

+ 
e 2Cl

-
. O influxo de Cl

-
 acarreta em um desequilíbrio eletroquímico para o 

íon e a extrusão de Cl
-
 se dá através de canais apicais para íons cloreto, homólogos ao 

regulador de condutância transmembrana de fibrose cística (CFTR). O transporte de Cl
-
 é 

acompanhado da saída de Na
+
 via paracelular em junções fracas entre as MRCs e células 

acessórias.
 
O K

+
 que entra na célula via NKA é reciclado de volta para o extracelular por 

canais basolaterais (Marshall e Grosell 2005; Evans et al. 2005; Hwang e Lee 2007; Laverty e 

Skadhauge 2012) (Fig. 2). 

Figura 1. Modelo hipotético da disposição dos transportadores iônicos nas células ricas em mitocôndria 

(MRCs) branquial de teleósteos dulcícolas. À esquerda as células PNA- (absorvem Na+ e secretam ácido) e à 

direita as células PNA+ (absorvem Cl- e secretam base). A enzima intracelular anidrase carbônica está 

representada por AC. Modificado de McNamara e Faria 2012; baseado em Marshall e Grosell 2005. 
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Quando os animais são transferidos para condições de salinidade que diferem do 

meio de origem (de um meio diluído para um meio concentrado ou vice-versa) ocorrem 

mudanças coordenadas nas taxas de ingestão de água, absorção intestinal de sal e água, 

formação da urina e transporte transepitelial branquial para garantir a homeostase 

hidroeletrolítica. Alterações na expressão, atividade e localização do conjunto de 

transportadores que constituem as MRCs detém informações relevantes para o entendimento 

desses mecanismos (Gonzalez 2012; Laverty e Skadhauge 2012). 

A modulação da expressão e atividade desses transportadores, como a NKA 

branquial, pode representar um importante ajuste osmo-iônico em várias espécies (revisado 

em Evans et al. 2005; Hwang et al. 2011). A atividade e expressão desse transportador são 

salinidade e espécie dependentes e sua função é requerida na secreção e absorção de íons 

(Saéz et al. 2009). Teleósteos eurihalinos geralmente expressam baixos níveis de NKA 

branquial em salinidade similar ao do seu ambiente natural (Hwang e Lee 2007). Em peixes 

marinhos, foram constatados aumento da atividade e da expressão da NKA branquial em 

exposição à água doce (Lin et al. 2003; Kang et al. 2012; Tang e Lee 2013) e em salinidade 

acima da água do mar (Saoud et al. 2007). Em espécies de ambiente marinho-esturarino, 

encontraram maior expressão de RNAm de NKA branquial e renal quando expostas a diluição 

Figura 2. Modelo hipotético da disposição dos transportadores iônicos nas células ricas em mitocôndria 

(MRCs) branquial de teleósteos marinhos. Modificado de McNamara e Faria 2012; baseado em Marshall e 

Grosell 2005. 
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da salinidade ou em água doce (Choi e An 2008). Uma maior atividade (Tang e Lee 2007; 

Yang et al. 2009) e expressão da NKA branquial (Yang et al. 2009) foi encontrada em 

espécies eurihalinas estuarinas quando expostos à água do mar. Na espécie eurihalina 

estuarina Poecilia latipinna aclimatada à água do mar, os níveis de expressão e atividade da 

NKA branquial foram diminuídos quando retornada para água doce (Yang et al. 2011).  

O transportador NKCC, em peixes, se destaca nas pesquisas que avaliam diferentes 

padrões de expressão (Mackie et al. 2007; Tang e Lee 2007; Scott et al. 2008; Kang et al. 

2010; Yang et al. 2011), imunolocalização (Prodocimo e Freire 2006; Yang et al. 2011) e 

regulação (Flemmer et al. 2010; Kahle et al. 2010) em resposta a salinidades diferentes. A 

expressão de RNAm para a isoforma NKCC1a branquial na enguia amarela européia (Cutler e 

Cramb 2002), no robalo (Lorin-Nebel et al. 2006) e em salmão do Atlântico (Mackie et al. 

2007) são maiores em água do mar comparado a peixes aclimatados à água doce. No salmão 

do Atlântico ocorre um aumento na expressão proteica do NKCC branquial após transferência 

para água do mar (Pelis et al. 2001; Tipsmark et al. 2002). O estudo comparativo da 

plasticidade fenotípica de duas espécies irmãs encontraram maiores níveis de expressão de 

RNAm do cotransportador NKCC1 em condições de água salgada tanto em análises no campo 

quanto em condições de laboratório (Berdan e Fuller 2012). Tais resultados indicam uma 

participação mais significativa do NKCC nos mecanismos de secreção de sal do que no de 

absorção de sal. Porém, há poucas informações do NKCC diante da exposição a diferentes 

salinidades quando comparado à NKA.  

O papel da H
+
-ATPase atribuído aos mecanismos osmorregulatórios é mais 

explorado quanto à sua localização celular durante a absorção de sal em meio diluído (Wilson 

et al. 2000; Katoh et al. 2002; Catches et al. 2006; Tresguerres et al. 2006; Ito et al. 2013). 

Outros estudos têm também associado a participação da expressão e atividade da H
+
-ATPase 

em resposta a alteração de salinidade. Na espécie Trichogaster microlepis de regiões 

estuarinas, o aumento da atividade da H
+
-ATPase só foi observado durante exposição à água 

destilada (Huang et al. 2009). Na análise comparativa entre duas espécies irmãs, a 

estenohalina Lucania goodei e a eurihalina L. parva, não houve diferença na expressão gênica 

de RNAm para H
+
-ATPase em condições de água doce quando comparadas a condições de 

salinidade 10 e 20‰ (Berdan e Fuller 2012). 

A enzima Anidrase Carbônica é funcionalmente importante na absorção de NaCl, 

apresentando aumento na atividade e expressão frente à exposição a água doce (Scott e 

Schulte 2005). Foi observado aumento na expressão gênica das isoformas CA2a e CA15a em 
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condições de água com baixa concentração de Na
+
 (0,03mM) quando comparado à exposição 

à concentração de 7 e 70 mM de Na
+
 no meio (Ito et al. 2013). No entanto, existem evidências 

em que não são encontradas diferenças na expressão da enzima entre diferentes populações ou 

diferentes salinidades (Tang e Lee 2007; Berdan e Fuller 2012). A participação da anidrase 

carbônica em condições de salinidades elevadas (Souza-Bastos e Freire 2009; Sattin et al. 

2010) sugere a sua participação na tolerância aos ambientes hiper-osmóticos e correlação com 

equilíbrio ácido-base (Souza-Bastos e Freire 2009).  

Desta forma o objetivo deste capítulo foi investigar as respostas celulares e 

subcelulares frente à alteração de salinidade das espécies de teleósteo dulcícola Rhamdia 

quelen e marinha-estuarina Centropomus parallelus, através da avaliação da expressão, 

atividade e localização de proteínas envolvidas nos processos osmorregulatórios, como a 

Na
+
,K

+
-ATPase e H

+
-ATPase, o cotransportador Na

+
,K

+
,2Cl

-
 e a enzima Anidrase Carbônica, 

funcionalmente relevantes nos mecanismos de transporte de sal. Foi também objetivo avaliar 

as respostas celulares frente ao choque osmótico imposto através da análise da expressão de 

proteínas HSP70. Com isso, espera-se compreender se a modulação da atividade e expressão 

desse conjunto de proteínas está correlacionada com o grau de tolerância à variação de 

salinidade dessas espécies.    

 

1.2. Espécies estudadas 

 

1.2.1. Rhamdia quelen 

Rhamdia quelen (Quoy e Gaimard 1824) popularmente conhecido como jundiá é 

pertencente à ordem Siluriformes e apresenta distribuição do sudeste do México até a região 

sul da Argentina (Bockmann e Guazzelli 2003). A ordem Siluriformes tem origem primária 

em água doce (Caroll 1988) e atualmente apenas cerca de 117 espécies são consideradas 

marinhas (Nelson 2006). Embora a espécie seja de ambiente dulcícola, ela pode também ser 

encontrada ocasionalmente em regiões estuarinas com variação de salinidade entre 5‰ e 13‰ 

(Loebmann e Vieira 2006; Milani e Fontoura 2007; Vargas e Bessonart 2007; Vitule 2007).  

Recentes evidências têm apontado que em condições experimentais a espécie tolera 

salinidades de até 25‰ durante uma hora, apesar de alterações fisiológicas indicarem 

desequilíbrio homeostático nessa salinidade (Souza-Bastos e Freire 2009). Em salinidade 

15‰, durante exposição de 6 horas, a espécie demonstrou perda da capacidade de 

manutenção da hidratação tecidual junto ao aumento da expressão de proteínas HSP70 
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musculares, indicando uma correlação entre o aumento da síntese de HSP70 frente a uma 

diminuição do volume celular e conteúdo hídrico, garantindo a manutenção e integridade das 

proteínas do intracelular e, consequentemente, da célula (Gutierre et al. 2013).  

 

 

 

 

 

 

1.2.2. Centropomus parallelus 

A espécie Centropomus parallelus (Poey 1860) (Centropomidae, Perciformes), 

popularmente conhecida por robalo peba na região sul e sudeste, é amplamente distribuída na 

chamada costa atlântico-americana, que vai desde a costa da Flórida (EUA) até o Litoral de 

Santa Catarina (Brasil) (Rivas 1986; Tringali et al. 1999).  

Centropomus parallelus apresenta elevado grau de eurihalinidade, sendo abundante 

em águas salobras de ambientes estuarinos, além de também encontrada em águas marinhas e 

continentais, e ocasionalmente em lagoas hipersalinas (Cháves 1961). A espécie pode ser 

aclimatada em água 0‰ e 35‰ sem grandes prejuízos osmorregulatórios (Wosnick 2009). 

Indivíduos juvenis em desenvolvimento demonstraram o mesmo padrão de crescimento em 

diferentes condições de salinidade (0‰, 5‰, 15‰ e 35‰) (Tsuzuki et al. 2007). Além de 

bastante eurihalina, a espécie é também bastante resistente a variações nos parâmetros físico-

químicos da água, apresentando alto potencial para aquicultura (Borba et al. 1996). O elevado 

grau de eurihalinidade o torna um excelente modelo para estudo de ativação dos mecanismos 

osmorregulatórios frente às mudanças de salinidade. 

Figura 3. Exemplar de Rhamdia quelen (Foto: Léo Nico) 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Coleta das espécies e protocolo experimental 

Indivíduos da espécie R. quelen foram adquiridos na Piscicultura Peixes e Peixes, 

CEASA – PR, e então transportados em galões de 30 litros com aeração constante para o 

Laboratório de Fisiologia Comparativa da Osmorregulação, no Setor de Ciências Biológicas 

da Universidade Federal do Paraná. Durante o período de aclimatação, os animais foram 

mantidos em aquários de 250 litros contendo água doce filtrada, por 5 dias, sob aeração 

constante, temperatura de ~20°C e fotoperíodo natural. Os animais foram alimentados 

diariamente com ração comercial.  

Durante experimento os espécimes adultos (20,9±1,12 cm) foram mantidos por 6 

horas em aquários de 5 litros contendo um único indivíduo por aquário, constituindo o grupo 

controle em água doce (n=5) e grupo experimental transferido diretamente do estoque para 

água 15‰ preparada a partir da diluição da água do mar (35‰) (n=5). Após esse período os 

indivíduos foram anestesiados em benzocaína (80mg/L), medidos e as amostras de sangue 

foram coletadas, centrifugadas por 5 min (~3000 rpm, em temperatura ambiente) e 

armazenadas a -20°C para posterior mensuração da osmolalidade e dosagens iônicas 

plasmáticas. Os peixes foram descerebrados e então amostras de tecido foram retiradas. O 

segundo arco branquial direito foi dissecado para técnica de imunofluorescência e os demais 

arcos branquiais e os rins foram retirados e armazenados em -80°C para posterior realização 

de ensaios enzimáticos e de expressão proteica. 

Os espécimes de Centropomus parallelus foram adquiridos da piscicultura Júlio 

Pandini, ES, transportados via aérea até Curitiba e levados ao Laboratório de Fisiologia 

Comparativa da Osmorregulação, no Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do 

Figura 4. Exemplar de Centropomus parallelus.  Foto: Uwe Krumme 

(www.fishbase.org) 



16 
 

Paraná. Durante um período de aclimatação de sete dias, os animais foram alimentados 

diariamente com ração comercial e mantidos em aquário estoque de água 35‰, aeração 

constante e temperatura de ~20°C.  

Indivíduos juvenis (5,4±0,65 cm) foram divididos em grupo controle, mantido em 

água 35‰, e grupo experimental, que foi submetido à diluição da água do mar (queda de 5‰ 

a cada 24 horas) até atingir salinidade de 0‰. Ambos os procedimentos foram realizados em 

aquários de 20 litros, totalizando 5 indivíduos por aquário, durante 10 dias. Para o grupo 

experimental, o período de 10 dias foi contado a partir da diluição total da água (alcançar 

salinidade 0‰). Após o experimento, os peixes foram anestesiados em benzocaína (80mg/L), 

não sendo possível fazer coleta de sangue devido ao tamanho reduzido dos exemplares. Os 

animais foram descerebrados, foram retiradas amostras de músculo, para análise molecular, e 

dois arcos do lado direito, para técnica de imunofluorescência. As amostras foram 

armazenadas a -80°C. 

 

2.2. Dosagens plasmáticas  

As dosagens plasmáticas de osmolalidade e íons foram feitas apenas para R. quelen. 

A osmolalidade do plasma foi mensurada utilizando micro-osmômetro de pressão de vapor 

Vapro 5520 (Wescor, USA). A concentração de íons cloreto foi determinada utilizando kit 

comercial (Labtest, Brasil) através de leitura em absorbância de 470 nm em espectrofotômetro 

(Ultrospec 2100 PRO Amersham Pharmacia biotech). As concentrações de íons sódio e 

potássio foram determinadas por leitura em fotômetro de chama (Fotômetro Micronal B462, 

Brasil) em amostras diluídas na proporção 1:1000. 

 

2.3. Ensaios enzimáticos 

 

2.3.1. Na
+
,K

+
-ATPase e H

+
-ATPase 

Para determinação da atividade das enzimas Na
+
,K

+
-ATPase e H

+
-ATPase foi 

utilizado o protocolo estabelecido por Kültz e Somero (1995) e modificado por Duarte et al. 

(2013). O ensaio se baseia na reação de redução do NADH pela reação enzimática acoplada 

ao mecanismo de hidrólise do ATP. Uma fração de tecido branquial e renal (1 parte de tecido 

em 10 de tampão) de R. quelen foi homogeneizada em tampão SEID (Sacarose 150mM, 

Imidazol 50mM, EDTA 10mM, ácido deoxicólico 0,5%, pH 7,5). O homogeneizado foi 

centrifugado por 5 minutos a 2.000 xg a 4°C e retirado o sobrenadante. O total de 5µl do 
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sobrenadante foi adicionado, juntamente com 200 µl de solução de reação (Imidazol 30mM, 

NaCl 45mM, KCl 15mM, MgCl2*6H2O 3mM, KCN 0,4mM,  1.0mM de ATP, 0,2mM de 

NADH, 3lU/ml de PK, 2lU/ml de LDH, 0,1mM de Frutose-1,6-Difosfato e 2mM de PEP),  a 

cada poço de uma única linha da microplaca (12 poços), totalizando um total de 8 amostras 

por placa. As amostras foram divididas em quadruplicatas, sendo nas 4 primeiras réplicas 

adicionado somente a solução de reação sem inibidores. Nas outras 4 foi adicionada solução 

de reação contendo 2mM de oabaína (inibidor da NKA) e nas 4 últimas réplicas foi 

adicionada a solução contendo 2mM de N-etil-etanolamina (inibidor da H-ATPase). A leitura 

foi realizada em absorbância de 370 nm (Tecan Infinite M200, Áustria) a temperatura 

ambiente. A inclinação da reta de regressão linear obtida pela taxa de oxidação do NADH 

pelo tempo foi usada para determinação da atividade da NKA e HA. A unidade obtida para 

ambas as enzimas foi de mmol ATP h
-1

 mg proteína
-1

. Para determinação das proteínas totais 

no sobrenadante do tecido branquial e renal foi utilizado método estabelecido por Bradford 

(1976). 

Atividade = {(inclinação*56,6)/([Proteinas]*0,005)*60/1000}*-1 

2.3.2. Anidrase Carbônica 

Para determinação da atividade da enzima Anidrase Carbônica (AC) foi utilizado o 

protocolo estabelecido por Vitale et al. (1999). Amostras de R. quelen de brânquia e rim 

foram pesadas, homogeneizadas em 10% P/V (peso/volume) de tampão manitol (225mM), 

sacarose (75mM) e tris-fosfato (10mM), pH ajustado em 7,4, e centrifugadas a 13.400 xg por 

5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e utilizado para o protocolo da atividade da 

enzima.  

O protocolo experimental consiste na utilização de 7,5mL de tampão (mesmo 

utilizado na homogeneização), acrescido de 0,05mL do sobrenadante homogeneizado e 1mL 

de água deionizada a 2,5°C, saturada com CO2. Uma reta de regressão linear é obtida através 

da medição da queda de pH da amostra logo após o acréscimo da água saturada com CO2 em 

intervalos de 4 segundos (durante 20 segundos) utilizando pHmetro de bancada (inoLAB pH 

level 1 da WTW®, Alemanha). O gráfico da reta de regressão linear gerado forneceu a 

inclinação da reta, que corresponde a Taxa de reação Catalisada (TC). Também foi obtido o 

valor da Taxa de reação Não Catalisada (TNC), através da substituição da amostra por 

0,05mL do tampão. A partir desses dois valores gerados, a Atividade da Anidrase Carbônica 

(ACC) foi calculada utilizando a fórmula: 

AAC= [TC/TNC-1]/ mg proteína total. 
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Para determinação das proteínas totais no sobrenadante do tecido branquial e renal 

foi utilizado método estabelecido por Bradford (1976). 

 

2.4. Expressão de proteínas por Western Blotting 

Parte do tecido branquial retirado de R. quelen e do tecido muscular de C. parallelus 

foi homogeneizada durante 5 minutos em tampão de homogeneização (HEPES 20 mM, NaCl 

15 mM, Triton X-100 1%, NP-40 1%) em conjunto com inibidores de proteases 

(Benzamidina 20 mM, EDTA 10 mM, Iodocetamida 10 mM, Pepstatina 5μg/mL, 

Fenantrolina 5 mM, PMSF 2 mM). Após a homogeneização o material foi centrifugado a 

13.400 xg por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante retirado e congelado a –80 °C. 

Para determinação das proteínas totais no sobrenadante foi utilizado o método de 

Bradford (1976). Uma alíquota do extrato de proteínas (contendo 150μg de proteína total do 

sobrenadante extraído do músculo de C. parallelus e 200 μg de proteína total do sobrenadante 

extraído das brânquias de R. quelen) foi diluída em tampão de amostra redutor e então 

submetida ao gel de corrida eletroforética (acrilamida 10%) em tampão Tris-base 150 mM 

contendo SDS 1 mM (pH 8,8), seguido do gel de empilhamento (acrilamida 5%) também em 

tampão Tris-base 50 mM contendo SDS 1 mM (pH 6,8). Para a corrida, foi utilizado tampão 

Tris-Glicina (pH 8,3) contendo SDS, durante aproximadamente 4 horas com corrente 

constante de 10-15 mA. Após a corrida, o gel contendo os peptídeos foi submetido à 

transferência para a membrana de nitrocelulose em câmara de Western Blotting contendo 

tampão de transferência composto por Tris-Base, Glicina, SDS 10% e Metanol 20%. A 

transferência foi realizada em corrente de 120-135 mA e 25 mV overnight a ~4°C. A 

membrana foi retirada, a faixa com o marcador de peso molecular foi cortada, e então foi 

bloqueada em tampão TBST (NaCl 120mM, TRIS-HCl 20mM ph 7,4 e Tween-20 0,05%) 

contendo leite em pó Molico (Nestlé®) 5%  por 1 hora, para bloqueio dos sítios não 

específicos. Após o bloqueio a membrana foi incubada por duas horas com anticorpo primário 

específico para cada análise. Para amostras de músculo de C. parallelus foi utilizado 

anticorpo primário anti-HSP70 (marca BD). As membranas que continham as amostras de 

tecido branquial de R. quelen foram incubadas com anticorpo primário anti anidrase carbônica 

(CAII IgG, produzido em coelho, Abcam, Cambridge, MA) e anti-HSP70 (marca BD). Em 

seguida a membrana foi lavada em tampão TBST e posteriormente incubada com anticorpo 

secundário (anti-camundongo conjugado com fosfatase alcalina) por duas horas à temperatura 

ambiente. A membrana foi lavada com tampão TBST e em seguida foi coberta com 
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cromógenos da fosfatase alcalina Premixed BCIP/NBT, permanecendo nesta solução por ~20 

minutos ou até completo aparecimento das bandas proteicas. Após a revelação, a membrana 

de nitrocelulose foi mergulhada em água destilada para parar a reação.  

A membrana foi então digitalizada e a expressão das proteínas foi quantificada 

através da análise de intensidade relativa de cinza das bandas, utilizando-se o programa 

ImageJ. 

 

2.5.  Imunofluorescência 

O tecido branquial de R. quelen e C. parallelus foi fixado em paraformaldeído 2% 

em tampão fosfato (PBS) ( por 3 horas. Em seguida, o material foi incubado em PBS com 

sacarose 5% por 2 horas e em PBS com sacarose 15% overnight a 4°C para preservação do 

material durante o congelamento. As brânquias foram então incluídas em meio OCT (solução 

crioprotetora de seccionamento de temperatura ótima, Tissue-Tek) e imediatamente 

congeladas a -20°C com posterior armazenamento em freezer -80°C. Os blocos de OCT 

contendo as lamelas branquiais foram cortados em criostato (Criostato leica® CM1850) na 

espessura de 10 a 12 µm e os cortes foram colocados em lâminas de vidro preparadas em 

solução de 3-Aminopropil trietoxisilano para adesão dos cortes.  

Para início do protocolo de marcação os cortes foram lavados com PBS e PBS com 

glicina 0,1 M para bloqueio das cadeias aldeídicas livres. O material foi então bloqueado em 

PBS com soro albumina bovina (BSA) a 1% e incubado em câmara úmida a 4°C overnight 

(nos cortes de R. quelen) ou a 4°C por 2 horas (nos cortes de C. parallelus) com anticorpo 

primário anti-Na
+
,K

+
-ATPase (subunidade α5, anti camundongo, Banco de Estudos de 

Desenvolvimento de Hibridoma, Departamento de Ciências biológicas), anti-anidrase 

carbônica (CAII IgG, produzido em coelho, Abcam®, Cambridge, MA) e anti-V-ATPase 

(B1/2 H-180, produzido em coelho, Santa Cruz Biotechnology®). Para C. parallelus não 

houve marcação com anti-V-ATPase e os cortes foram incubados com anti-NKCC (produzido 

em camundongo, T4, anti-cotransportador Na
+
,K

+
,2Cl

-
 da cripta colônica humana, células 

T84, Banco de Estudos de Desenvolvimento de Hibridoma, Departamento de Ciências 

Biológicas, Universidade de Iowa, EUA). Todos os anticorpos foram diluídos na proporção 

1:100 em PBS com BSA 0,1%. Após a incubação, os cortes foram lavados em PBS, 

bloqueados com BSA 1% e então incubados por 2 horas a temperatura ambiente (para R. 

quelen) ou a 4°C overnight (para C. parallelus), em câmara úmida escura, com anticorpo 

secundário anti-camundongo IgG produzido em cabra e conjugado com o fluorocromo 
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fluoresceína (FITC) (Pierce, EUA) e com anticorpo secundário anti-coelho IgG produzido 

cabra e conjugado com o fluorocromo rodamina (TRITC) (Pierce, EUA), diluídos 1:100 em 

PBS com BSA 0,1%. Para confirmação da efetiva marcação entre o anticorpo primário e as 

proteínas de interesse, foram feitas incubações somente com o anticorpo secundário, 

resultando em um controle negativo para cada espécie em cada condição experimental. A 

seguir, o material foi lavado em PBS para montagem com Fluormount (Meio de montagem 

aquoso, Sigma-Aldrich) e lamínulas, sempre protegidos da luz. As lâminas de R. quelen 

foram observadas e fotografadas em microscópio de epifluorescência (Zeiss), acoplado ao 

software para foto-documentação Leica Application Suite (Versão 3.1.0), enquanto as lâminas 

de C. parallelus foram fotografadas utilizando microscópio motorizado de epifluorescência 

Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE), equipado com um scanner automatizado VSlide 

(Metasystems, Altlussheim, DE).  

As lâminas foram analisadas e quantificadas a partir das fotos digitais das lamelas 

branquiais por meio do programa ImageJ. 

2.6. Análise estatística 

O tratamento estatístico se deu utilizando o test-t de student para comparação dos 

fatores salinidades para cada espécie (água doce e salinidade 15‰ em R. quelen; água do mar 

e água doce em C. parallelus). Os resultados foram expressos na forma de média±erro padrão 

da média com nível de significância (P) <0,05.  
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3. RESULTADOS 

 

3.1. Osmolalidade e íons 

Não houve diferença entre os valores encontrados da osmolalidade e íons Na
+
, Cl

-
 e 

K
+ 

nas amostras de plasma do grupo exposto à salinidade 15‰ comparado ao grupo controle 

(água doce) de R. quelen (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Medida da osmolalidade e da concentração iônica plasmática (média±erro padrão) de R. quelen 

exposto por 6 horas à água doce (controle) e a salinidade 15‰. 

 

 

3.2. Atividade da Na
+
,K

+
-ATPase, H

+
-ATPase e Anidrase Carbônica 

A atividade da Na
+
,K

+
-ATPase e H

+
-ATPase, e da enzima intracelular anidrase 

carbônica nas brânquias e nos rins de R. quelen não diferiram entre o grupo experimental 

exposto a salinidade 15‰ e controle em água doce. Também não houve diferença na 

atividade ATPásica total entre as condições experimentais (Tabela 2).  

Quando comparadas as atividades da Na
+
,K

+
-ATPase e H

+
-ATPase e da atividade 

ATPásica total entre a brânquia e o rim, os valores da atividade renal foram maiores tanto no 

grupo controle em água doce quanto no experimental em 15‰ (Tabela 2).  

 

 

 

 

 

 

Variável 
 

Controle (n=5) 
 

15‰ (n=4) 

Osmolalidade (mOsm/kgH2O) 
 

274,8±17,5 
 

251,7±6,43 

[Na
+
] (mM) 

 
159,8±14,2 

 
156,8±16,2 

[Cl
-
] (mM) 

 
149,8±7,35 

 
143,7±13,3 

[K
+
] (mM) 

 
4,22±0,55 

 
4,65±0,92 
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Tabela 2. Atividade das enzimas Na+,K+-ATPase, H+-ATPase (mmol ATP h-1 mgproteína-1), Anidrase 

Carbônica (/mg de proteína) e atividade ATPásica total (mmol ATP h-1 mgproteína-1) branquial e renal 

(média±erro padrão) de R. quelen exposto por 6 horas a água doce (controle) (n=5) e à salinidade de 15‰ (n=5). 

† indica diferença entre a atividade ATPásica no rim e nas brânquias (P<0,05). 

 

3.3. Expressão da enzima Anidrase Carbônica 

A expressão da enzima anidrase carbônica detectada por Western blotting e 

quantificada através da intensidade das bandas (unidade arbitrária), foi maior no grupo 

exposto a 15‰ (87,8±3,37ua) do que no grupo controle em água doce (81,1±2,47ua) de R. 

quelen. 

Atividade Enzimática 

Branquial  
Controle (n=5) 

 
15‰ (n=5) 

ATPase Total 
 

1,74±0,64 
 

1,81±0,3 

Na
+
,K

+
-ATPase 

 
0,43±0,1 

 
0,47±0,07 

H
+
-ATPase 

 
0,37±0,19 

 
0,38±0,12 

Anidrase Carbônica 
 

9,2±3,68 
 

13,47±4,05 

     

Atividade Enzimática 
Renal  

Controle (n=5) 
 

15‰ (n=5) 

ATPase Total 
 

2,74±0,49 † 
 

2,3±0,11 † 

Na
+
,K

+
-ATPase 

 
1,35±0,43 † 

 
1,05±0,24 †  

H
+
-ATPase 

 
0,79±0,17 † 

 
0,78±0,31 † 

Anidrase Carbônica 
 

11,06±2,99 
 

9,73±2,58 
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3.4. Expressão da proteína HSP70  

3.4.1. C. parallelus 

Os valores das intensidades das bandas de HSP70 quantificadas de C. parallelus em 

amostras de músculo dos animais controle mantidos em água do mar (35‰) (98,4±5,36 ua) 

não diferiram dos valores obtidos no grupo experimental exposto por 10 dias em água doce 

(100,8±4,66 ua) (Fig. 6).  

Figura 6. Expressão de HSP70 (média±erro padrão, unidade arbitrária) em músculo de C. 

parallelus mantidos em salinidade 35‰ (n=5) e expostos por 10 dias a água 0‰ (n=5). Não foram 
observadas diferenças entre os grupos.  

 

Figura 5. Expressão relativa da enzima Anidrase Carbônica (CAII) (média±erro padrão, unidade arbitrária) em 

brânquia de R. quelen expostos por 6 horas a água doce (controle) e a salinidade 15‰ (n=5). * indica diferença 

significativa entre os grupos (P<0,05) (B). O controle positivo do ensaio de Western Blotting foi realizado 

através da quantificação das bandas da proteína Actina (B). 
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3.4.2. R. quelen 

A expressão de HSP70 branquial quantificada através da intensidade das bandas de 

R. quelen não diferiu entre o grupo controle mantido em água doce (37,9±7,72 ua) e o grupo 

experimental exposto por 6 horas em salinidade 15‰ (41,1±7,42 ua) (Fig. 7).  

 

Figura 7. Expressão de HSP70 (média±erro padrão, unidade arbitrária) em brânquia de R. quelen mantidos em 

água doce (controle, AD) (n=5) e expostos por 6 horas a salinidade 15‰ (n=5). Não foram observadas 

diferenças entre os grupos. 

 

3.5. Expressão e localização por imunofluorescência 

A intensidade da fluorescência e consequente abundância relativa dos 

transportadores Na
+
,K

+
-ATPase (NKA), H

+
-ATPase, Na

+
,K

+
,2Cl

- 
e da enzima anidrase 

carbônica no tecido branquial foram detectadas pela técnica de imunofluorescência. Houve 

um aumento na expressão de NKA branquial de R. quelen no grupo exposto a 15‰ em 6 

horas (45,1±2,09ua) quando comparados ao grupo controle em água doce (40,4±0,15ua). A 

expressão da H
+
-ATPase e da enzima anidrase carbônica não diferiu entre os grupos (Fig. 8). 

A marcação da NKA e da H
+
-ATPase foi mais intensa nas células (MRCs) da região de 

interseção entre a lamela primária e a lamela secundária em ambos os grupos (Fig. 9 e 10). A 

enzima intracelular anidrase carbônica apresenta-se marcada de forma homogênea e intensa 

por todo tecido branquial, incluindo células sanguíneas. No entanto houve uma evidente 

marcação próxima a membrana apical das MRCs (Fig. 11C) e a porção quantificada foi a 

partir da fluorescência identificada nessas células, localizadas na região interlamelar do 

epitélio branquial (Fig.11).  
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Na espécie C. parallelus não foram encontradas diferenças na expressão da NKA, do 

cotransportador NKCC e da enzima anidrase carbônica entre os animais expostos a água doce 

durante 10 dias quando comparado ao animais controle mantidos em água do mar (Fig. 12). A 

marcação com NKA e NKCC foi mais evidente nas MRCs da região de interseção entre a 

lamela primária e secundária (Fig. 13 A, D; Fig. 14). A NKA e o NKCC foram localizados na 

membrana basolateral das MRCs (Fig. 13h, i; Fig. 14C). Não foi possível identificar se houve 

alteração nos padrões de localização dos transportadores após transferência para meio diluído. 

A enzima anidrase carbônica, da mesma forma que em R. quelen, esteve localizada difusa por 

todo tecido branquial, mas a quantificação foi realizada na região de interseção entre as 

lamelas primárias e secundárias (Fig. 13g, B, E).  

            

Figura 8. Intensidade de fluorescência (média±erro padrão, unidade arbitrária) das Na+,K+-ATPase e H+-ATPase 

e da enzima intracelular anidrase carbônica do tecido branquial de R. quelen expostos por 6 horas a água doce 

(controle) (n=5) e a salinidade 15‰ (n=5). * indica diferença significativa na expressão de NKA entre os grupos 

experimental (15‰) e controle (água doce) (P<0,05). 
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Figura 9. Imunofluorescência da Na+,K+-ATPase (NKA – α5) no epitélio branquial de R. quelen exposto por 6 

horas a água doce (controle) (A) e salinidade 15‰ (B). As setas brancas indicam o sinal da NKA nas MRCs 

localizadas na interseção entre a lamela primária (LP) e a lamela secundária (LS). As setas laranjas indicam 

células reativas a NKA nas lamelas secundárias. Barra de escala (A-B): 50µm.  Localização basolateral da 

Na+,K+-ATPase nas MRCs (C). Barra de escala (C): 10 µm. 
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Figura 10. Imunofluorescência da H+-ATPase (HA) no epitélio branquial de R. quelen exposto por 6 horas a 
água doce (controle) (A) e salinidade 15‰ (B). As setas brancas indicam o sinal da HA nas MRCs localizadas 

na interseção entre a lamela primária (LP) e a lamela secundária (LS). Barra de escala (A-B): 50µm. Localização 

apical da H+-ATPase nas MRCs (C). Barra de escala (C): 10 µm. 
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Figura 11. Imunofluorescência da Anidrase Carbônica (AC - CAII) no epitélio branquial de R. quelen exposto 
por 6 horas a água doce (controle) (A) e salinidade 15‰ (B). As setas brancas indicam o sinal da AC nas MRCs 

localizadas na interseção entre a lamela primária (LP) e a lamela secundária (LS). Barra de escala (A-B): 50µm. 

Distribuição da Anidrase Carbônica nas MRCs (C). Barra de escala (C): 10 µm. 

 

 
Figura 12. Intensidade de fluorescência (média±erro padrão) em unidade arbitrária das Na+,K+-ATPase e 

Na+,K+,2Cl- e da enzima intracelular anidrase carbônica do tecido branquial de C. parallelus no grupo em 

salinidade controle (35‰) (n=5) e no grupo exposto por 10 dias em água doce (0‰) (n=5) .  



29 
 

 

Figura 14. Imunofluorescência do cotransportador Na+,K+,2Cl- nas MRCs localizadas na interseção entre as 

lamelas primária (LP) e secundária (LS) do epitélio branquial de C. parallelus exposto por 10 dias a salinidade 

35‰ (controle) (A) e a água doce (B). Localização basolateral do cotransportador Na+,K+,2Cl-. (C) Barra de 
escala (A-B): 20µm; Barra de escala (C): 10 µm. 

 

Figura 13. Imunofluorescência em verde (FITC) Na+-K+-ATPase (A), em vermelho (TRITC) anidrase 

carbônica (B), a sobreposição das duas proteínas (C) e  a ampliação das MRCs localizadas na interseção entre 
as lamelas primária (LP) e secundária (LS) do epitélio branquial de C. parallelus mantido em água do mar 

(controle). Em verde (FITC) Na+-K+-ATPase (D), em vermelho (TRITC) anidrase carbônica (E), a 

sobreposição das duas proteínas (F) e  a ampliação das MRCs interlamelares dos animais expostos a 

salinidade 0‰ por 10 dias. Barra de escala (A-F): 50µm. Em g está indicada marcação difusa da enzima 

anidrase carbônica. Em h e i estão indicadas a localização basolateral da Na+-K+-ATPase. Barra de escala (g-

i): 10 µm. 
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4. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

 

4.1. Osmorregulação em R. quelen 

A espécie dulcícola Rhamdia quelen submetida à transferência abrupta da água doce 

para salinidade 15‰ por 6 h demonstrou elevada capacidade osmorregulatória, mantendo os 

níveis plasmáticos de osmolalidade e concentração dos íons Na
+
, Cl

-
, e K

+
 estáveis frente ao 

choque hiperosmótico (Tabela 1). Quando exposta a salinidades mais elevadas (25‰ por uma 

hora), essa espécie apresenta aumento da concentração plasmática dos íons Na
+
, Cl

-
 e Mg

2+
, 

além da redução da hidratação muscular (Souza-Bastos e Freire 2009). A redução da 

hidratação muscular e aumento dos níveis de HSP70 expressos também foram observados nos 

indivíduos dessa espécie expostos à salinidade 15‰ por 6 h (apesar da ausência de alteração 

na osmolalidade plasmática) e na exposição à 30‰ por 1,45 h (tempo limite de sobrevivência) 

na qual houve elevação da osmolalidade plasmática (Gutierre et al. 2013). Apesar de alterado 

o conteúdo hídrico muscular no aumento de salinidade até 25‰ por 1 hora não houve 

alteração no conteúdo hídrico do tecido branquial (Souza-Bastos e Freire 2009), o que pode 

estar associado à inalteração da expressão de HSP70 nas brânquias em R. quelen exposto a 

salinidade 15‰. A ausência de alterações osmo-iônicas e manutenção da homeostase para 

essa espécie frente à exposição a salinidade 15‰, indicam que apesar de ser um peixe 

Ostariophisi (com origem primária em água doce) (Myers 1949; Nelson 2006) R. quelen 

apresenta-se eurihalino nessas condições, corroborando dados anteriores obtidos sobre essa 

espécie (Souza-Bastos e Freire 2009; Gutierre et al. 2013; Vitule et al. 2013). 

Alterações ou mecanismos compensatórios podem ser ativados para garantir a 

homeostase hidroeletrolítica plasmática. A elevada razão entre a concentração osmótica da 

água salobra e a concentração osmótica plasmática reflete no ganho passivo de íons e perda de 

água pelas brânquias. Respostas celulares rápidas, associadas simultaneamente a outros 

mecanismos compensatórios, envolvendo regulação de volume celular e regulação da 

composição do extracelular através do transporte vetorial de sal nas células especializadas no 

epitélio branquial (MRCs), garantem o reestabelecimento da homeostase do meio interno 

(Freire et al. 2008b; Marshall 2011; Hiroi e McCormick 2012).  

Alterações na atividade, expressão e localização de proteínas como a NKA e H
+
-

ATPase e enzima anidrase carbônica de teleósteos dulcícolas ilustram algumas das possíveis 

respostas que os animais podem exibir frente ao choque osmótico. A espécie R. quelen não 

apresentou alteração na atividade enzimática branquial e renal destes transportadores, o que 
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indica que a manutenção da homeostase osmo-iônica verificada não depende diretamente da 

alteração das atividades da NKA, H
+
-ATPase e anidrase carbônica branquial. Nos rins foram 

encontrados maiores valores de atividade ATPásica total, da NKA e da H
+
-ATPase, do que o 

encontrado nas brânquias (Tabela 2). Outros trabalhos encontraram resultados semelhantes, 

como a maior atividade da NKA nos rins quando comparada a atividade branquial da espécie 

de truta arco-íris Oncorhynchus mykiss (Gilmour et al. 2012). A maior atividade das enzimas 

avaliadas no tecido renal reflete o papel do rim na osmorregulação dos peixes dulcícolas. O 

processo de ultrafiltração glomerular dos rins de peixes dulcícolas associado à baixa 

permeabilidade tubular a água, e intensa reabsorção tubular de íons monovalentes, garantem a 

produção de grande quantidade de urina hipo-osmótica. A ausência da alça de Henle nos 

néfrons dos rins dos teleósteos impossibilita a formação de uma urina concentrada (em 

relação ao plasma), e quando um peixe é transferido da água doce para salinidade mais 

elevada, o excesso de íons divalentes é secretado pelos rins, mas os íons monovalentes (p. ex., 

Na
+
 e Cl

-
) são eliminados através da secreção ativa pelo epitélio branquial (Marshall e Grosell 

2005; Evans 2008). Quando um organismo é transferido do meio hipo-osmótico para o meio 

hiper-osmótico a reabsorção de íons monovalentes pelos rins e a produção de urina em 

abundância devem ser revertidas para produção de pequena quantidade de urina isosmótica, 

compensando a entrada de sal passiva em ambiente salobro (Lin et al. 2004; Marshall e 

Grosell 2005; Laverty e Skadhauge 2012). Essas características determinam a importância dos 

rins nos mecanismos osmorregulatórios de absorção de sal em espécies dulcícolas.  

A localização dos transportadores iônicos branquiais, detectada por 

imunofluorescência, encontrada em R. quelen aclimatado a salinidade 15‰ durante 6 h, , 

corrobora os modelos descritos nas brânquias de peixes dulcícolas. A marcação contra a 

subunidade α-5 da NKA foi evidente nas MRCs localizadas na interseção entre a lamela 

primária e a lamela secundária (Fig.9). As MRCs são caracterizadas por conter muitas 

mitocôndrias, dobramentos basolaterais distintos ricos em NKA e elevada atividade (Wilson e 

Laurent 2002; Evans et al. 2005). As MRCs são comumente localizadas nas regiões 

interlamelares, porém, podem ser encontradas nas lamelas secundárias de algumas espécies de 

água doce, com posição e morfologia alteradas por exposição ao choque osmótico (Wilson e 

Laurent 2002; Evans et al. 2005). A marcação da NKA em R. quelen foi também localizada 

em algumas células da lamela secundária em ambas as condições. Apesar dessa marcação não 

ser recorrente nas lamelas secundárias como é nas lamelas primárias, algumas espécies 
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apresentam alterações nos padrõs de localização de células reativas a NKA quando expostas 

ao choque hiper-osmótico (revisado em Wilson e Laurent 2002). 

Houve aumento na abundância relativa da NKA branquial de R. quelen frente ao 

choque hiper-osmótico, apesar da ausência de alteração na sua atividade (Fig. 8). A correlação 

entre a atividade e abundância relativa de determinada isoforma para a NKA é relativamente 

complexa, pois a atividade da NKA no tecido é a soma da atividade de muitas isoformas α 

catalíticas, quais são conhecidas por ter atividade e expressão alteradas de acordo com a 

salinidade (Richards et al. 2003; Bystriansky et al. 2006; Saéz et al. 2009). A expressão 

gênica das isoformas α da NKA pode apresentar grande variação intraespecífica (Saéz et al. 

2009). Na truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) aclimatada em meio com salinidade de 95% 

da água do mar, a expressão de RNAm branquial das isoformas α1a e α1b demonstrou 

aumento apenas da isoforma α1a quando os animais foram expostos a diluição de salinidade 

(7,4‰) por 6 e 24 horas (Gilmour et al. 2012). Na espécie Salmo salar a abundância da 

subunidade α1a foi maior nas brânquias dos peixes aclimatados em água doce enquanto que a 

abundância da subunidade α1b e a atividade da NKA foi maior nas brânquias quando 

aclimatados em água do mar (McCormick et al. 2009). Muitos trabalhos utilizam o anticorpo 

contra a isoforma α5 para caracterizar a localização e expressão da NKA no tecido branquial 

(Dang et al. 2000; Wilson et al. 2000a; McCormick et al. 2009; Yang et al. 2011; Kang et al. 

2012). Tais diferenças entre as subunidades da isoforma α catalítica podem explicar o 

aumento da abundância relativa no epitélio branquial não ser acompanhada do aumento da 

atividade enzimática da NKA.  

A enzima anidrase carbônica foi localizada em todo o epitélio branquial de R. quelen 

de forma difusa em todas as células, corroborando ao encontrado em outro estudo, no qual a 

enzima está presente nas células pavimentares, células mucosas, células pilares e nas MRCs 

(Sender et al. 1999), porém foi encontrada uma maior marcação da enzima próxima a 

membrana apical das MRCs, assim como em outros teleósteos dulcícolas e na lampreia 

Geotria australais a abundância da enzima é maior nas porções apicais das células reativas a 

H
+
-ATPase (Rahim  et al. 1988; Wilson et al. 2000b; Choe et al. 2004). A abundância da 

proteína localizada próxima a membrana apical pode estar relacionada com a absorção de 

NaCl em água doce, na qual a associação à uma proteína de membrana forma complexos 

proteicos denominados “metabolons”, como por exemplo, a ligação da isoforma CA2 com o 

trocador iônico apical Cl
-
/HCO3

-
 (AE1) de eritrócitos e células intercalares renais do tipo A 

(Reinhart e Reithmeier 2001), e a ligação das isoformas CA2a e CA15a com o trocador 
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NHE3b apical em larva de Danio rerio, formando um complexo com papel chave na absorção 

de Na
+
 em condições de água doce (Ito et al. 2013). Esses complexos otimizam a taxa de 

transporte, já que limitam a perda de íons difusíveis H
+
 e HCO3

-
 catalisados pela anidrase 

carbônica (Reinhart e Reithmeier 2001; Sterling et al. 2001; Choe et al. 2004). 

No que se refere à atividade e a expressão da enzima anidrase carbônica branquial, 

diferentes padrões de resposta podem ser encontrados frente ao choque hiper ou hipo-

osmótico. Pode ocorrer aumento da atividade e expressão nas brânquias com a diminuição de 

salinidade (Scott e Schulte 2005), aumento da atividade nas brânquias (Scott et al. 2008; 

Souza-Bastos e Freire 2009), e aumento da expressão relativa da isoforma CA2 branquial em 

condições hiper-osmóticas (Scott et al. 2008). Além disso, a atividade enzimática branquial 

pode se demonstrar inalterada frente à diluição ou aumento da salinidade (Sender et al. 1999; 

Gilmour et al. 2012; Berdan e Fuller 2012). Apesar de encontrado através da técnica de 

western blotting (Fig. 5) aumento na abundância da enzima em R. quelen em 15‰, o aumento 

da atividade enzimática branquial só foi demonstrado diante de salinidade mais elevada 25‰ 

(Souza-Bastos e Freire 2009) mesmo em exposição apenas de 1 hora, quando as condições no 

equilíbrio osmo-iônico já estavam prejudicadas. Essas situações de estresse causadas pelo 

aumento da salinidade do meio externo refletem em distúrbios metabólicos com 

consequências, entre outras, no aumento da produção de CO2 (Perry e Gilmour 2006). Devido 

a baixa capacidade de tamponamento por íons bicarbonato nos peixes (Evans et al. 2005) o 

aumento do CO2 pode desencadear acidose metabólica (Perry e Gilmour 2006), o que requer 

aumento da expressão e atividade da anidrase carbônica nas brânquias e nas células 

eritrocitárias para compensação do equilíbrio ácido-base (Henry e Swenson 2000; Souza-

Bastos e Freire 2009). 

Em água doce o epitélio branquial de teleósteos deve apresentar redução na 

permeabilidade e essa característica é definida pela composição das junções intercelulares do 

epitélio, que são junções fortes (do inglês tight junctions), as quais dificultam a perda de sal 

para o meio (Evans et al. 2005; Evans 2011; Chasiotis et al. 2012). Para isso, a atividade da 

NKA é essencial para a geração do gradiente eletroquímico e consequente absorção de sal 

(íons Na
+
 e Cl

-
) (Evans 2011; Laverty e Skadhauge 2012), sendo auxiliada pela H

+
-ATPase 

apical (e.g Evans 2011).  

A detecção por imunofluorescência indicou a presença da H
+
-ATPase na região 

interlamelar e nas lamelas secundárias das brânquias de R. quelen. Da mesma forma que o 

obervado no presente estudo, as espécies dulcícolas de tilápia (Oreochromis mossambicus) e 
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de truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) apresentaram a marcação da H
+
-ATPase nas células 

pavimentares do epitélio branquial em água doce, além de também observada marcação da 

H
+
-ATPase apical nas MRCs (Wilson et al. 2000a). Características morfológicas de algumas 

PVCs também suportam a hipótese de que elas são locais de bombeamento de prótons e 

absorção de Na
+
 (Goss et al. 1998; Wilson e Laurent 2002), provavelmente com função no 

equilíbrio ácido-base (Evans et al. 2005). Apesar de ausência de alterações na expressão e 

atividade da H
+
-ATPase, ela está envolvida na absorção de sal em água doce, e talvez 

períodos mais prolongados de exposição ao aumento de salinidade possam causar alterações 

na expressão e/ou atividade. 

Na tentativa de elucidar a absorção de sal em água doce, outros modelos de 

transporte epitelial branquial vêm sendo propostos. Evidências moleculares para a hipótese da 

presença do Na
+
/H

+
 (NHE) apical sugerem a participação do trocador na absorção de Na

+ 

(Wilson et al. 2000a; Hirata et al. 2003). Na truta arco-íris, a expressão relativa de RNAm 

para NHE2 foi maior em 24 horas quando em condição isosmótica e não houve alteração na 

expressão para a H
+
-ATPase (Gilmour et al. 2012). Na espécie dulcícola, encontrada em 

estuários, Trichogaster microlepis, também não houve alteração na atividade da H
+
-ATPase 

quando aclimatada a 10‰ por 4 dias quando comparado ao controle em água doce, porém, a 

atividade e abundância relativa aumentaram quando exposta à água deionizada (Huang et al. 

2010). Esses dados sugerem a forte regulação da atividade da H
+
-ATPase em água pobre em 

íons, e talvez o papel do NHE e a sua modulação (apesar de não quantificado nesse trabalho) 

sejam mais significativos na transição entre ambientes com salinidades distintas.  

Apesar do entendimento sobre a participação dos diferentes transportadores iônicos 

branquiais na tolerância ao choque osmótico, pouco é discutido sobre o conjunto de 

transportadores iônicos envolvidos na resposta osmorregulatória dos organismos e sua 

correlação com o ambiente natural. Essas correlações são pouco abordadas quando tratamos 

das diferentes respostas da atividade, regulação, expressão gênica e proteica dos 

transportadores iônicos e grau de eurihalinidade das espécies.  

A espécie R. quelen pertence a ordem Siluriforme que teve origem primária em água 

doce (Nelson 2006; Froese e Pauly 2007). Nessa ordem, apenas aproximadamente 117 

espécies são consideradas marinhas e todas as outras (~ 2.750 espécies) são dulcícolas ou 

representantes de ambiente salobro (Nelson 2006). Espécies com tempo maior de evolução 

em água doce devem apresentar mecanismos eficientes para absorção de sal, no entanto, 

genes relacionados à secreção de sal podem estar ocultos na história evolutiva da espécie. A 
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salinidade é um fator abiótico determinante do processo de ocupação e invasão de novos 

ambientes e a pressão exercida por ela é determinante da distribuição de populações em 

nichos osmóticos distintos (Young et al. 2006).  

Correlacionando os dados fisiológicos obtidos no laboratório com o histórico de R. 

quelen em seu habitat natural, a espécie pode ser exposta a variações de maré quando 

ocasionalmente ocorre em regiões estuarinas com salinidade  entre 5 e 13‰ (Milani e 

Fontoura 2007; Vitule 2007). A tolerância a salinidades intermediárias (~15‰) é assegurada 

por mecanismos osmorregulatórios eficientes que garantem a manutenção da homeostase 

hidroeletrolítica (Souza-Bastos e Freire 2009), associada ao aumento da expressão de 

proteínas HSP70 muscular (Gutierre et al. 2013) e elevados níveis constitutivos de HSP70 no 

tecido branquial (que está em contato direto com as alterações de salinidade), garantindo a 

viabilidade celular. O aumento da abundância relativa da NKA, que é responsável pela 

geração de gradientes eletroquímicos tanto em água doce quanto em ambiente salinos, e da 

anidrase carbônica, responsável pela manutenção do equilíbrio ácido-básico, sugerem a 

participação das mesmas na tolerância de R. quelen ao choque hiper-salino durante exposição 

de 6 h.  

 

4.2. Osmorregulação em C. parallelus 

Na espécie marinha estuarina C. parallelus não houve alteração na abundância 

relativa de proteínas HSP70 muscular quando aclimatada por transferência gradual para 

salinidade 0‰ durante 10 dias. Também não foram encontradas diferenças na abundância 

relativa branquial da NKA, do cotransportador NKCC e da enzima intracelular anidrase 

carbônica. A espécie C. parallelus apresenta elevado grau de eurihalinidade, podendo ser 

aclimatada (transferência gradual) de salinidade 35‰ para 0‰, e vice-versa, durante 7 dias 

sem prejuízos na osmolalidade e concentração de íons cloreto e magnésio plasmáticos 

(Wosnick 2009). Para sobrevivência e manutenção dos níveis fisiológicos aceitáveis, é 

necessário desligar a secreção de sal em água do mar e ativar absorção de sal em água doce 

através de modificações no epitélio das brânquias, intestino e rins (Laverty e Skadhauge 2012; 

Marshall 2011).   

A indução da síntese de proteínas de estresse vem sendo correlacionada como 

resposta celular ao estresse osmótico em peixes (Deane et al. 2002;  Gutierre et al. 2013; 

Tang e Lee 2013). A alteração da salinidade do meio pode acarretar em desequilíbrio 

osmótico do extracelular e essas alterações são refletidas nas células. As células respondem 
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com o aumento da síntese de proteínas de estresse HSP70, garantindo a integridade celular.  

Espécies que ocupam habitats com fatores abióticos variáveis podem apresentar maiores 

níveis constitutivos de HSPs (Tomanek 2010). A espécie C. parallelus é submetida à 

constante variação na salinidade do seu habitat natural (estuários), logo é esperado que 

expresse altos níveis de proteínas HSPs constitutivas, sem a necessidade de aumento da 

síntese dessas proteínas quando exposto a choque osmótico. Nas espécies eurihalinas 

Oreochromis mossambicus, Tetraodon nigroviridis e Chanos chanos, a aclimatação a água 

doce, 15‰ e 35‰ por 2 semanas não resultou em alteração do teor hídrico muscular e 

nenhuma alteração na abundância relativa de HSP90 renal (Tang et al. 2009). A correlação 

entre alterações plasmáticas e ausência da expressão de proteínas HSP70 foi encontrada nas 

espécies de teleósteos dulcícolas Oreochromis niloticus, Ictalurus punctatus e Cyprinus 

carpio, a qual demonstrou que o grau de eurihalinidade associado a elevados níveis 

constitutivos da proteína HSP70 pode ser resultado do alto potencial invasor dessas espécies, 

podendo utilizar os estuários como ponte de dispersão (Gutierre et al. 2013). Em espécies 

eurihalinas, pertencentes ao grupo Tetradontiforme, com menor grau de eurihalinidade do que 

os Perciformes (Nelson 2006), como o representante Takifugu niphobles, a diminuição da 

osmolalidade plasmática, quando transferido da água do mar para água doce por 2 semanas, 

foi acompanhada do aumento da abundância das proteínas HSP70 e HSP90 e do aumento da 

expressão de RNAm para a isoforma α5 e atividade da NKA (Tang e Lee 2013). 

A isoforma α5 da NKA e o cotransportador NKCC (T4) foram localizados na 

membrana basolateral das MRCs da região interlamelar das brânquias e o padrão básico da 

localização não foi alterado frente a diluição de salinidade (Fig 13A, D; e 14). Independente 

da salinidade, a marcação contra a isoforma CAII da anidrase carbônica demonstrou 

distribuição da enzima por toda brânquia, incluindo os eritrócitos presentes nos vasos 

sanguíneos. A intensidade da marcação da anidrase carbônica foi fraca (Fig. 13B, E) (quando 

comparada à marcação na brânquia da espécie R. quelen, Fig. 11) em ambos os grupos 

controle e experimental. A comparação entre duas espécies congêneras de killifish que 

ocupam nichos osmóticos distintos, encontrou maior abundância relativa dos níveis 

constitutivos de RNAm da isoforma CAII na espécie que ocupa ambiente dulcícola (Lucania 

goodei) do que na espécie eurihalina (Lucania parva), encontrada em habitat de água doce, 

salobro e marinho (Berdan e Fuller 2012). Apesar das discrepâncias envolvendo atividade e 

expressão da enzima frente ao choque osmótico, com diferentes padrões de resposta ao 

choque hiper- e hipo-osmótico, o fato da enzima ser menos abundante em espécies marinhas, 
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não descarta a sua importância na tolerância ao sal, já que a enzima também participa da 

regulação do equilíbrio ácido-base (Henry e Swenson 2000; Grosell et al. 2007; Scott et al. 

2008; Souza-Bastos e Freire 2009). 

A alteração na atividade e abundância da NKA e do cotransportador NKCC vem 

sendo registrada como resposta à transferência entre meios hiper e hipo-salino (Gonzalez et 

al. 2011; Hiroi e McCormick 2012; Havird et al. 2013). Essas mudanças devem ser 

relativamente rápidas para compensar distúrbios osmo-iônicos e, desta forma, prevenir 

falência osmorregulatória. A abundância relativa das isoformas pode ocorrer de maneira 

distinta. Para a NKA, as isoformas α1 e α2, e também a α5, são bastante expressas em tecidos 

osmorregulatórios, embora apresentem diferentes padrões temporais e diferente localização. 

Os genes que codificam as isoformas α exibem alta variabilidade intraespecífica (Saéz et al. 

2009). A expressão das isoformas α1a e α1b aumentou em 12 horas após exposição de 

killifish a água do mar, com posterior redução e reestabelecimento em 7 dias de exposição 

(Scott et al. 2008). Na espécie marinha Takifugu niphobles houve aumento na expressão da 

isoforma α5 e na atividade da NKA frente a exposição à água doce por 2 semanas (Tang e Lee 

2013).  No entando foi obervada ausência de alterações na atividade e expressão da NKA em 

C. parallelus durante 10 dias em água doce.  

O aumento da abundância relativa de RNAm e expressão do cotransportador NKCC1 

tem sido registrado frente ao aumento de salinidade (Pelis et al. 2001; Berdan e Fuller 2012; 

Kang et al. 2012). No entanto, assim como em C. parallelus, não foram encontradas 

diferenças na abundância relativa e na localização do cotransportador NKCC1 em duas 

espécies estuarinas de baiacu em salinidade 5‰ e 35‰ por 6 h e 5 d (Prodocimo e Freire 

2006). A comparação entre duas subespécies de teleósteo eurihalino com diferentes graus de 

tolerância à água doce demonstrou que a espécie menos tolerante a longos períodos em meio 

com concentrações de Na
+
 menores que 2 mmol l

-1
 utiliza um NKCC apical para absorção de 

Na
+
, porém a espécie que habita regiões de baixas concentrações de Na

+
 do meio (0.4 a 1 

mmol l
-1

) parece utilizar outras vias para absorção de Na
+
, como o trocador Na

+
/H

+
 (Brix e 

Grosell 2011), o que desconsidera a possibilidade de alteração na localização do NKCC nas 

brânquias, da porção basolateral para a apical, nos mecanismos de absorção de sal em 

ambientes com baixa concentração de íons Na
+
.  

Outras alterações no epitélio branquial podem ser observadas em espécies de 

teleósteos aclimatadas à ambiente diluído por períodos prolongados, como alterações na 

composição das junções celulares e permeabilidade do epitélio (Chasiotis et al. 2012), no 
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tamanho e abertura apical das MRCs e na quantidade de MRCs (Fernandes et al. 1998; Hirai 

et al. 1999; Chang et al. 2001; Brix e Grosell 2011; Kang et al. 2012), incluindo eventos 

apoptóticos de substituição de tipos celulares em água doce e água do mar (Ching et al. 2013).  

Tais alterações podem representar modificações causadas pela exposição a variação de 

salinidade por períodos de dias ou semanas ao meio diluído. Uma hipótese alternativa para 

explicar o elevado grau de tolerância à salinidade por C. parallelus pode ser através de 

modificações no epitélio branquial e alterações na composição das junções celulares (Laverty 

e Skadhauge 2012). Paralelo a esse estudo, na espécie C. parallelus foi observado por 

microscopia eletrônica de varredura aumento do número e do tamanho da abertura apical das 

MRCs em peixes expostos em água doce por 10 dias quando comparados ao controle em água 

do mar (Dados não publicados). São conhecidas as diferenças entre as junções celulares dos 

epitélios de teleósteos dulcícolas e marinhos. O epitélio branquial de peixes marinhos 

apresenta junções do tipo fracas, enquanto o epitélio das brânquias de espécies dulcícolas 

exibem junções do tipo fortes (Evans et al. 2005; Laverty e Skadhauge 2012). Entre as muitas 

proteínas que compõem as junções celulares estão as ocludinas e claudinas, que ocorrem em 

abundância no tecido branquial e o registro de alteração na expressão de RNAm e abundância 

dessas proteínas quando em água doce e/ou deionizada, sugerem a contribuição destas nas 

junções do tipo forte dos epitélios branquiais de teleósteos dulcícolas e na tolerância à 

aclimatação em condições hipo-osmóticas (Scott et al. 2004; Whitehead et al. 2011; Chasiotis 

et al. 2012).  

 O entendimento da história evolutiva do grupo a qual pertence, pode ajudar no 

entendimento do elevado grau de eurihalinidade da espécie C. parallelus. A espécie pertence 

à ordem dos Perciformes, a mais diversificada de todos os peixes, com origem primária 

marinha e apresentando algumas famílias reinvadindo o ambiente dulcícola com sucesso 

(Myers 1949; Nelson 2006). As espécies da família Centropominidae abrangem 

representantes marinhos (frequentemente de águas salobras) e de água doce (Nelson 2006). 

Assim como outros representantes dos Perciformes, o destaque para o elevado grau de 

eurihalinidade apresentado pelas espécies é associado a forte regulação do teor hídrico 

tecidual e das concentrações osmo-iônicas do extracelular (Freire et al. 2008b, Wosnick 2009; 

Gutierre et al. 2013). Para C. parallelus uma espécie extremamente eurihalina que habita 

regiões estuarinas a ausência de alterações das proteínas NKA, NKCC e anidrase carbônica 

do epitélio branquial e da HSP70 muscular após a exposição a longo prazo em água doce, 

sugerem que outras alterações podem estar envolvidas na tolerância e sobrevivência exibida 
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pela espécie em meio diluído. Dentre tais alterações, modificações na permeabilidade do 

epitélio branquial, no aumento do tamanho e número das MRCs ou a modulação e a regulação 

de outras proteínas transportadoras (não avaliadas nesse estudo), podem estar contribuindo 

para manutenção do equilíbrio osmo-iônico do extracelular e sobrevivência em água doce. 
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Capítulo 2: Avaliação de proteínas osmorregulatórias branquiais do 

camarão dulcícola Macrobrachium acanthurus (Crustacea: Decapoda: 

Palaemonidae) exposto a choque hiper-osmótico 
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1. INTRODUÇÃO 

O clado Crustacea reúne representantes de ambientes diversificados, sendo eles 

aquáticos ou terrestres, marinhos ou dulcícolas. As espécies apresentam diferentes estratégias 

osmorregulatórias, como osmoconformadoras ou osmorreguladoras, hiper e/ou hipo-

reguladoras, podendo ser estenohalinas ou eurihalinas (Péqueux 1995; Freire et al. 2008a; 

McNamara e Faria 2012). As espécies hiper-reguladoras podem ainda ser classificadas quanto 

ao seu grau de tolerância a meio diluído ou a água doce. Espécies hiper-reguladoras que 

exibem capacidade limitada de regulação osmo-iônica em baixas salinidades ou durante longo 

tempo de exposição podem ser classificadas hiper-reguladoras fracas. As que apresentam 

elevada tolerância ao meio diluído por períodos mais prolongados, incluindo a água doce, são 

hiper-reguladoras fortes (Péqueux 1995; Kirschner 2004). 

Se tratando de espécies dulcícolas, como espécies de camarões representantes do 

gênero Macrobrachium (família Palaemonidae), a capacidade hiper-osmoregulatória requer 

mecanismos ativos para absorção de sal através de células branquiais conhecidas por 

ionócitos (parte superior da Fig. 1) (McNamara e Faria 2012). Os camarões palemonídeos 

constituem um dos mais diversos e amplos táxons que tem invadido o ambiente dulcícola a 

partir de um ancestral em água marinha (Murphy e Austin 2005; Augusto et al. 2009), com 

variadas habilidades osmorregulatórias frente aos ambientes com diferentes salinidades 

(Freire et al. 2003; Freire et al. 2008b).  

As brânquias e os órgãos excretores, como a glândula antenal e glândula maxilar, 

exibem importante função na regulação osmótica e iônica (Freire et al. 2008a). O epitélio 

branquial dos camarões palemonídeos é composto por células pilares, as quais apresentam 

extensas franjas na porção apical. A porção basolateral dessas células está em contato com as 

células do septo intralamelar que divide no plano horizontal a lamela em dois compartimentos 

simétricos (Freire et al. 2008a; Belli et al. 2009). Os transportadores de membrana expressos 

basolateralmente, Na
+
,K

+
-ATPase (NKA), canais de K

+ 
e Cl

-
, juntamente com canais para 

Na
+
, a H

+
-ATPase e trocadores Cl

-
/HCO3

-
 localizados na membrana apical, caracterizam um 

epitélio de absorção em hiper-reguladores fortes. Ainda, íons H
+
 e HCO3

-
 disponibilizados 

através da reação catalisada pela enzima intracelular anidrase carbônica são utilizados pelos 

trocadores Na
+
/H

+
 e Cl

-
/HCO3

-
 (Fig. 1) (Kischner 2004; Freire et al. 2008a; McNamara e 

Faria 2012).   

A localização basolateral e a atividade da Na
+
,K

+
-ATPase gera o gradiente 

eletroquímico para a absorção de Na
+
 em meio diluído nos crustáceos hiper-osmorreguladores 
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(Péqueux 1995; Lucu e Towle 2003; França et al. 2013), da mesma forma que direciona a 

secreção ativa de Na
+
 em meio concentrado nos hipo-osmorreguladores (Martinez et al. 1998) 

(Fig. 1).  A regulação da expressão gênica da NKA em resposta a salinidade também é 

descrita em camarões palemonídeos. A atividade da NKA branquial no camarão dulcícola 

Macrobrachium olfersii foi reduzida em 35% após 20 dias de exposição à salinidade 20‰ e 

28‰ quando comparado aos valores obtidos no grupo controle em água doce (Lima et al. 

1997). Na espécie Macrobrachium amazonicum também houve diminuição da atividade da 

NKA em condição de salinidade 25‰ por 5h, apresentando recuperação em 24h e retorno aos 

valores próximos ao controle após 5 dias. Esse resultado foi acompanhado de um aumento de 

6,5 vezes no valor inicial encontrado na expressão de RNAm da subunidade α da NKA em 1h, 

diminuindo de 3 a 4 vezes após 24 horas e após 10 dias diminuiu para 1.5 vezes do valor 

inicial  (Faleiros et al. 2010). Outro estudo demonstrou diminuição da abundância relativa da 

NKA branquial em M. amazonicum em resposta a aclimatação a salinidade de 21‰ por 10 

dias (Belli et al. 2009).  

Somado ao gradiente eletroquímico gerado pela NKA, o bombeamento de íons H
+ 

pela H
+
-ATPase apical favorece a absorção de NaCl em ambiente diluído ou em água doce. A 

consequente hiperpolarização da membrana apical favorece a entrada de Na
+
 (também apical) 

via canais. A participação da H
+
-ATPase para a absorção de sal é corroborada pela 

diminuição na atividade e na expressão de RNAm da H
+
-ATPase encontrada na espécie M. 

amazonicum aclimatada a salinidade 21‰ (Faleiros et al. 2010). A enzima anidrase 

carbônica, também relevante em ambiente dulcícola, catalisa a reação de hidratação do CO2 

disponibilizando íons H
+
 e HCO3

-
, os quais são utilizados pela H

+
-ATPase e pelo trocador Cl

-

/HCO3
-
 apical para absorção de Na

+
 e Cl

- 
, respectivamente. Em alguns crustáceos marinhos 

expostos a diluição de salinidade, a enzima Anidrase Carbônica está bem caracterizada quanto 

ao seu papel no mecanismo de absorção de sal em ambiente dulcícola, com aumento da 

atividade e expressão após transferência para condições de água mais diluída (Henry 2001; 

Henry et al. 2003; Serrano et al. 2007; Serrano e Henry 2008).  

Apesar do esforço em elucidar os processos de transporte iônico em meios hipo- ou 

hiper-osmóticos, os mecanismos de secreção de sal não estão claros em crustáceos, tanto para 

espécies restritas a ambientes salinos quanto para espécies de água doce que transitam entre 

habitats dulcícolas e com salinidade mais elevada (Freire et al. 2008a; McNamara e Faria 

2012). Tal mecanismo é bem conhecido em peixes teleósteos (Marshall e Grosell 2005; Evans 
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et al. 2005; Gonzalez et al. 2012) (Fig. 2; Cap. 1) e parece ser recorrente em invertebrados e 

vertebrados de modo geral (revisado em McNamara e Faria 2012). 

 A espécie de camarão dulcícola Macrobrachium acanthurus (Wiegmann, 1836) 

(Palaemonidae, Decapoda) (Fig. 2), também conhecida como camarão-canela, distribui-se 

desde o estado da Carolina do Norte (EUA) até o estado do Rio Grande do Sul (Brasil). M. 

acanthurus apresenta hábito diádromo, ou seja, migra para regiões mais salobras para se 

reproduzir. Para completo desenvolvimento larval é necessário estar em águas salobras, como 

por exemplos os estuários (revisado em Almeida et al. 2008). Estudos de identificação de 11 

estágios larvais utilizando salinidade 16‰ corroboram com a necessidade de ambiente 

salobro para completar o ciclo de vida (Quadros 2004). A espécie apresenta grande porte, 

altas taxas de fertilidade e fecundidade, fácil manutenção e reprodução em cativeiro, por isso 

é considerada potencialmente viável para o cultivo em escala comercial (Choudhury 1970; 

New 1995).  

A avaliação da habilidade osmorregulatória de M. acanthurus revelou que a espécie 

apresenta elevada capacidade osmorregulatória frente a salinidades mais elevadas. Quando 

transferido de maneira abrupta da salinidade 0‰ para 20‰ (Lara 2003) e para 25‰ (Dados 

não publicados) alterações observadas nas primeiras horas de exposição nas concentrações 

osmótica e dos íons Na
+
 e Cl

-
 plasmáticas foram reduzidas para próximo ao valor encontrado 

no grupo controle após 120h. No entanto, quando essa espécie foi exposta a salinidade 30‰, 

os indivíduos perderam sua capacidade osmorregulatória a partir de 2 horas (Foster et al. 

2010).  

Desta forma, o objetivo deste capítulo foi a avaliação da atividade e expressão da 

Na
+
,K

+
-ATPase e H

+
-ATPase e da enzima anidrase carbônica nas brânquias do camarão 

dulcícola Macrobrachium acanthurus frente a aumento de salinidade (25‰) durante 24 horas, 

utilizando medida de atividade enzimática para as ATPases e localização das três proteínas 

transportadoras por imunofluorescência. Contribuindo dessa forma para a teorização dos 

modelos hipotéticos de transporte e elucidação dos mecanismos osmorregulatórios requeridos 

durante a transferência dos espécimes da água doce para meio salobro.  
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Figura 1. Modelo hipotético da disposição dos transportadores iônicos nas células epiteliais branquiais 

de camarões palemonídeos de água doce em condições hipo-/hiper-osmóticas. Modificado de 

McNamara e Faria 2012. 

Figura 2. Exemplar adulto de Macrobrachium acanthurus. (Foto: Silvia Gutierre) 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Coleta da espécie e protocolo experimental 

Indivíduos da espécie Macrobrachium acanthurus foram coletados junto aos 

pescadores no Município de Pontal do Paraná, Paraná e transportados em galões de 30 litros, 

com aeração constante, ao Laboratório de Fisiologia Comparativa da Osmorregulação, Setor 

de Ciências Biológicas da UFPR. Os camarões foram aclimatados durante 5 dias em aquário 

estoque contendo água doce, com aeração constante e temperatura de ~20°C, e alimentados a 

cada 48 horas com carne bovina moída.  

No período experimental os animais (5,2±0,62cm) foram mantidos individualmente 

em potes plásticos de 0,5 litros com aeração constante. Os grupos controle e experimental 

foram expostos durante 24 horas em água doce (n=5) e em a água 25‰ (n=5), 

respectivamente. Esse desenho experimental foi realizado em duplicata para a obtenção de 

quantidade suficiente de tecido branquial para realização das análises. Após 24 h, os animais 

foram anestesiados em gelo por 5 minutos, medidos e então foi seccionado o cordão nervoso 

central para dissecação do tecido branquial. Foram retiradas as brânquias do lado direito para 

técnica de imunofluorescência e todas as outras utilizadas para realização dos ensaios 

enzimáticos.  

 

2.2.  Atividade da Na,
+
K

+
-ATPase e H

+
-ATPase 

Para determinação da atividade das enzimas Na
+
,K

+
-ATPase e H

+
-ATPase foi 

utilizado o protocolo estabelecido por Kültz e Somero (1995) modificado por Duarte et al. 

(2013). O ensaio se baseia na reação de redução do NADH pela reação enzimática acoplada 

ao mecanismo de hidrólise do ATP. Uma fração de tecido branquial (1 parte de tecido em 10 

de tampão) de M. acanthurus foi homogeneizada em tampão SEID (Sacarose 150mM, 

Imidazol 50mM, EDTA 10mM, ácido deoxicólico 0,5%, pH 7,5). O homogeneizado foi 

centrifugado por 5 minutos a 2.000 xg a 4°C e retirado o sobrenadante. O total de 5µl do 

sobrenadante foi adicionado, juntamente com 200 µl de solução de reação (Imidazol 30mM, 

NaCl 45mM, KCl 15mM, MgCl2*6H2O 3mM, KCN 0,4mM,  1.0mM de ATP, 0,2mM de 

NADH, 3lU/ml de PK, 2lU/ml de LDH, 0,1mM de Frutose-1,6-Difosfato e 2mM de PEP),  a 

cada poço de uma única linha da microplaca (12 poços), totalizando um total de 8 amostras 

por placa. As amostras foram divididas em quadruplicatas, sendo nas 4 primeiras réplicas 

adicionado somente a solução de reação sem inibidores. Nas outras 4 foi adicionada solução 
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de reação contendo 2mM de oabaína (inibidor da NKA) e nas 4 últimas réplicas foi 

adicionada a solução contendo 2mM de N-etil-etanolamina (inibidor da H
+
-ATPase). A 

leitura foi realizada em absorbância de 370nm (Tecan Infinite M200, Áustria) a temperatura 

ambiente. A inclinação da reta de regressão linear obtida pela taxa de oxidação do NADH 

pelo tempo foi usada para determinação da atividade da NKA e HA. A unidade obtida para 

ambas as enzimas foi de µmol h
-1

 mg proteína
-1

. Para quantificação das proteínas totais no 

sobrenadante do tecido branquial e renal foi determinado pelo método de Bradford (1976). 

Atividade = {(inclinação*56,6)/([Proteinas]*0,005)*60/1000}*-1 

 

2.3. Imunofluorescência 

As brânquias foram fixadas em paraformaldeído 2% em tampão fosfato (PBS) por 3 

horas. Em seguida, o material foi incubado em PBS com sacarose 5% por 2 horas e em PBS 

com sacarose 15% overnight a 4°C para preservação do material durante o congelamento. As 

brânquias foram então incluídas em meio OCT (solução crioprotetora de seccionamento de 

temperatura ótima, Tissue-Tek) e imediatamente congeladas a -20°C com posterior 

armazenamento em freezer -80°C. Os blocos de OCT contendo as lamelas branquiais foram 

cortados em criostato (Criostato leica® CM1850) na espessura de 10 a 12 µm e os cortes 

foram colocados em lâminas de vidro preparadas em solução de 3-Aminopropil trietoxisilano 

para adesão dos cortes.  

Para início do protocolo de marcação os cortes foram lavados com PBS e PBS com 

glicina 0,1 M para bloqueio das cadeias aldeídicas livres. O material foi então bloqueado em 

PBS com soro albumina bovina (BSA) a 1% e incubado em câmara úmida a 4°C overnight 

com anticorpo primário anti-Na
+
, K

+
-ATPase (subunidade α5, anti camundongo, Banco de 

Estudos de Desenvolvimento de Hibridoma, Departamento de Ciências biológicas), anti 

anidrase carbônica (CAII IgG, produzido em coelho, Abcam®, Cambridge, MA) e anti V-

ATPase (B1/2 H-180, produzido em coelho, Santa Cruz Biotechnology®). Todos os 

anticorpos foram diluídos na proporção 1:100 em PBS com BSA 0,1%. Após a incubação, os 

cortes foram lavados em PBS, bloqueados com BSA 1% e então incubados por 2 horas, em 

câmara úmida escura a temperatura ambiente, com anticorpo secundário anti-camundongo 

IgG produzido em cabra e conjugado com o fluorocromo fluoresceína (FITC) (Pierce, EUA) e 

com anticorpo secundário anti-coelho IgG produzido cabra e conjugado com o fluorocromo 

rodamina (TRITC) (Pierce, EUA), diluídos 1:100 em PBS com BSA 0,1%. Para confirmação 

da efetiva marcação entre o anticorpo primário e as proteínas de interesse, foram feitas 
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incubações somente com o anticorpo secundário, resultando em um controle negativo para 

cada condição experimental. A seguir, o material foi lavado em PBS para montagem com 

Fluormount (Meio de montagem aquoso, Sigma-Aldrich) e lamínulas, sempre protegidos da 

luz. As lâminas foram observadas e fotografadas em microscópio de epifluorescência (Zeiss), 

acoplado ao software para foto-documentação Leica Application Suite (Versão 3.1.0).  

As lâminas foram analisadas e quantificadas a partir das fotos digitais das lamelas 

branquiais por meio do programa ImageJ. 

 

2.4. Análise estatística 

O tratamento estatístico se deu utilizando o test-t de student para comparação dos 

fatores salinidades para cada espécie (água doce e salinidade 15‰ em R. quelen; água do mar 

e água doce em C. parallelus). Os resultados foram expressos na forma de média±erro padrão 

da média com nível de significância (P) <0,05.  
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3. RESULTADOS 

 

3.1.  Atividade da Na
+
,K

+
-ATPase e H

+
-ATPase 

 Não houve diferença na atividade da Na
+
,K

+
-ATPase e H

+
-ATPase branquial entre 

os camarões expostos na água doce (controle) e na salinidade 25‰ por 24 horas (Fig. 3). A 

atividade ATPásica total branquial também não diferiu entre o grupo controle (2,91±0,4) e 

experimental (2,94±0,4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Atividade das enzimas Na+,K+-ATPase e H+-ATPase, e atividade ATPásica total branquial 

(mmol ATP h-1 mg proteína-1) (média±erro padrão) de indivíduos de M. acanthurus expostos por 24 

horas em condição controle em água doce (AD) (n=5) e à salinidade de 25‰ (n=5). Não houve 

diferença entre os grupos. 
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3.2. Expressão e localização por imunofluorescência 

 A expressão das proteínas branquiais Na
+
,K

+
-ATPase (NKA) , H

+
-ATPase e 

anidrase carbônica de M. acanthurus  detectada pela técnica de imunofluorescência não 

indicaram diferença na intensidade de fluorescência nos indivíduos expostos a salinidade 

25‰ durante 24 horas quando comparados aos controle em água doce (Fig. 4). A localização 

da NKA e H
+
-ATPase indica uma maior abundância da NKA nas células do septo (Fig. 5), e 

da H
+
-ATPase nas células pilares (Fig. 6). Não houve mudança no padrão da localização das 

ATPases frente ao aumento de salinidade em 24 horas. A enzima anidrase carbônica 

apresentou marcação por todo o tecido, sendo mais evidente nas células pilares (Fig. 7).  

 

 

Figura 15. Intensidade de fluorescência (em unidade arbitrária) (média±erro padrão) das  Na+,K+-ATPase, 

H
+
-ATPase e da enzima intracelular anidrase carbônica do tecido branquial de M. acanthurus expostos por 

24 horas em condição controle em água doce (AD) (n=5) e à salinidade de 25‰ (n=5). Não houve diferença 

entre os grupos. 
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Figura 5. Imunofluorescência da Na+,K+-ATPase (NKA – α5) no epitélio branquial de M. acanthurus exposto 

por 24 horas a água doce (controle) (n=5)  (A) e à salinidade 25‰ (n=5) (B). As setas brancas indicam o sinal da 

NKA nas células do septo (CS) e a ausência de marcação nas células pilares (CP). Barra de escala (A-B): 50µm. 

Imunomarcação da NKA nas células do septo (C). Barra de escala (C): 10µm. 

                   

Figura 16. Imunofluorescência da H+-ATPase (HA) no epitélio branquial de M. acanthurus exposto por 24 
horas a água doce (controle) (n=5)  (A) e à salinidade 25‰ (n=5) (B). As setas brancas indicam o sinal da HA 

nas células pilares (CP) e a ausência de marcação nas células do septo (CS). Barra da escala (A-B): 50 µm. 

Imunomarcação da HA nas células pilares (C). Barra de escala (C): 10µm. 
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Figura 17. Imunofluorescência da anidrase carbônica (AC) no epitélio branquial de M. acanthurus exposto por 

24 horas a água doce (controle) (n=5) (A) e à salinidade 25‰ (n=5) (B). As setas brancas indicam o sinal da AC 

nas células do septo (CS) e nas células pilares (CP). Barra de escala (A-B): 50 µm. Indicação da abundância de 

anidrase carbônica nas células pilares (C). Barra de escala (C): 10µm. 

 

 

4. DISCUSSÃO E CONCLUÕES 

 

A espécie de camarão dulcícola M. acanthurus não demonstrou alteração na 

atividade da NKA e H
+
-ATPase e da atividade ATPásica total entre os animais controle (água 

doce) e os expostos por 24 horas em salinidade 25‰ (Fig. 3) Da mesma forma que a 

atividade, não houve alteração na abundância relativa branquial da NKA e H
+
-ATPase e da 

enzima intracelular anidrase carbônica entre os animais de água doce e os expostos a 

salinidade 25‰ (Fig. 4). A NKA foi localizada nas células que compõem o septo branquial 

(Fig. 5). A abundância da H
+
-ATPase foi significativa nas células pilares (Fig. 6). A enzima 

anidrase carbônica foi imunolocalizada em ambas as células, no entanto houve predominância 

da marcação nas células pilares (Fig. 7).  

A técnica de imunofluorescência é pouco utilizada tanto na investigação de modelos 

de transporte iônico branquial em camarões palemonídeos quanto no entendimento sobre as 

alterações no conjunto de transportadores iônicos branquiais em resposta a transferência entre 

meios osmoticamente distintos. O único registro da caracterização da subunidade α5 da NKA 
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nas células do septo, foi na espécie Macrobrachium rosenbergii em água doce (França et al. 

2013). Também houve marcação da NKA nos tecidos osmorregulatórios em diferentes 

estágios de desenvolvimento de duas populações do camarão Macrobrachium amazonicum 

exposto a diferentes salinidades (Boudour-Boucheker et al. 2013). No caranguejo eurihalino 

marinho Eriocher sinensis adaptado a água doce, a H
+
-ATPase foi imunolocalizada nas 

células pilares das brânquias (Putzenlechner 1994; revisado em Freire et al. 2008a). Quando 

se trata da avaliação de possíveis alterações no conjunto de transportadores que compõem as 

células do epitélio branquial de palemonídeos frente à transferência entre meio hipo e hiper-

osmótico, estudos são ausentes. Apesar de escassos, esses estudos de imunomarcação, 

corroboram os resultados apontados nesse estudo.  

Os resultados inéditos apresentados sobre a localização das proteínas participantes do 

mecanismo de transporte transepitelial nas brânquias de M. acanthurus suportam modelos 

hipotéticos de transporte iônico branquial de camarões palemonídeos, proposto recentemente 

(Fig. 1) (McNamara e Faria 2012). A presença da NKA branquial, abundante nas células do 

septo, sustenta a absorção ativa de sal em ambiente dulcícola (parte superior da Fig. 1). Além 

disso, os modelos de secreção de sal encontrado em teleósteos, que parece ser recorrente em 

invertebrados e vertebrados de modo geral, também incluem a NKA como um componente 

importante nos mecanismos de secreção de sal (parte inferior da Fig. 2). A H
+
-ATPase 

imunolocalizada nas células pilares e a anidrase carbônica distribuída por todo tecido 

branquial também corroboraram os modelos hipotéticos na absorção de sal em água doce 

(Kirschner 2004; Freire et al. 2008a; McNamara e Faria 2012). 

A modulação da atividade e da expressão, gênica e proteica, de transportadores 

envolvidos no transporte iônico vetorial nas brânquias, como a NKA, H
+
-ATPase e anidrase 

carbônica, pode representar uma resposta dos organismos frente à transferência para meios 

com salinidades distintas. Além disso, a capacidade de invasão e permanência em novos 

ambientes, associado ao grau de eurihalinidade, é dependente da capacidade dos organismos 

em lidar com as possíveis alterações na concentração iônica do fluido extracelular diante do 

choque osmótico (Péqueux 1995; Lucu e Towle 2003; Kirschner 2004; Freire et al. 2008a; 

McNamara e Faria 2012). Porém, outras alterações no epitélio, que não a modulação dessas 

proteínas investigadas, podem estar envolvidas na tolerância de M. acanthurus frente à 

salinidade 25‰, como por exemplo, na espécie M. olfersii evidentes modificações estruturais 

do epitélio branquial são induzidas pela aclimatação ao meio salino (Freire e McNamara 

1995; McNamara e Lima 1997). 
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A alteração da atividade e expressão da NKA em reposta a alteração de salinidade 

vem sendo registrada em palemonídeos, apresentando redução da sua atividade e expressão 

quando as espécies são submetidas ao aumento de salinidade em diferentes tempos de 

exposição. A atividade da NKA branquial na espécie diádroma M. amazonicum transferida 

diretamente da salinidade 0‰ para 25‰ sofreu redução em 1h e 5h após exposição, 

apresentando aumento da atividade enzimática a valores próximos ao controle após 24 horas e 

posterior diminuição após 5 e 10 dias. Para essa espécie a expressão de RNAm da NKA foi 

hiper-regulada atingindo pico em 1 h de exposição, após esse período os valores foram 

reestabelecidos (Faleiros et al. 2010). Uma diminuição de 2.5 vezes foi encontrada na 

abundância relativa de NKA em resposta à aclimatação por 10 dias em salinidade 21‰ na 

fração microssomal de M. amazonicum quando comparado ao controle em água doce (Belli et 

al. 2009). A atividade enzimática medida na espécie de M. olfersii foi diminuída em animais 

expostos a salinidade 21‰ e 28‰ durante 20 dias quando comparado ao grupo controle em 

água doce (Lima et al. 1997). Isto sugere que a diminuição na atividade e expressão da NKA, 

durante aclimatação a longo prazo, pode estar associada às respostas dos organismos a 

transferência entre salinidades e a diferentes tempos de exposição. Em relação a inalteração 

da atividade ATPásica total, na espécie M. olfersii  também foi encontrada ausência de 

alteração nos animais aclimatados durante 21‰ e 28‰ durante 20 dias (Lima et al. 1997). 

Esses dados sugerem que a aclimatação à salinidade elevada pode não alterar a atividade total 

das ATPases, no entanto não se descarta alterações na composição do conjunto de 

transportadores iônicos do epitélio branquial em períodos mais prolongados de exposição ao 

aumento de salinidade, podendo esse efeito ser observado em M. acanthurus após maior 

período em salinidade 25‰.  

Uma segunda hipótese para a secreção de sal em ambientes salobros seria o possível 

envolvimento do cotransportador NKCC frente ao aumento de salinidade, assim como 

proposto pelos modelos hipotéticos estabelecidos no epitélio secretor de palemonídeos (parte 

inferior Fig. 1; McNamara e Faria 2012), embora não avaliado nesse estudo. Apesar de não 

encontrado nenhum dado envolvendo NKCC1 em palemonídeos, foi encontrado aumento de 

60 vezes na expressão de RNAm do NKCC branquial no caranguejo estuarino Neohelice 

(=Chasmagnathus) granulata aclimatado à salinidade elevada (45‰) (Luquet et al. 2005). 

Ainda, não há resposta transcricional do NKCC branquial no caranguejo Carcinus maenas em 

resposta à salinidade diluída (Towle et al. 2011), o que sugere participação na secreção de sal 

em braquiúros.  
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A H
+
-ATPase integra o grupo de transportadores responsáveis pela absorção de sal 

em água doce e poucos são os registros de trabalhos que caracterizam sua participação nos 

epitélios de troca frente ao choque osmótico em camarões palemonídeos. A atividade da H
+
-

ATPase é 10 vezes maior em espécies de ambiente dulcícola, como o camarão M. olfersi, do 

que espécies que ocupam águas salobras, como M. amazonicum (Furriel et al. 2000). Em M. 

amazonicum há um transiente aumento na expressão de RNAm da H
+
-ATPase branquial em 1 

h de exposição a salinidade 25‰, com redução dos valores para próximos aos encontrados na 

situação controle em água doce após 5 horas e posterior manutenção de valores reduzidos até 

10 dias (Faleiros et al. 2010). Em pós-larvas do camarão eurihalino Litopenaeus vannamei 

exposto à salinidade 22‰ para 31‰ a atividade da H
+
-ATPase permaneceu inalterada (Pan et 

al. 2007). No caranguejo Dilocarcinus pagei a atividade da H
+
-ATPase branquial foi reduzida 

drasticamente na primeira hora de exposição a salinidade 21‰, se mantendo em níveis 

reduzidos por até 10 dias (Firmino et al. 2010). No entanto, no caranguejo marinho Carcinus 

maenas não houve alteração na expressão de RNAm da H
+
-ATPase quando exposto a diluição 

da salinidade (10-15‰) em todo período de 15 dias (Towle et al. 2011). Esses resultados 

apresentados pela literatura indicam que a participação da H
+
-ATPase parece estar mais 

envolvida no mecanismo de absorção de sal em ambiente diluído e talvez períodos mais 

prolongados de exposição à salinidade 25‰ poderiam alterar a atividade e distribuição da H
+
-

ATPase nas brânquias de M. acanthurus.   

A enzima anidrase carbônica está envolvida nas adaptações a baixas salinidades por 

crustáceos eurihalinos, embora não foram encontrados trabalhos com palemonídeos. Na 

espécie de caranguejo marinho Carcinus maenas o aumento transiente da expressão de 

RNAm para anidrase carbônica é seguido pela síntese de novas proteínas por um período 

prolongado (Henry et al. 2002; Henry et al. 2003). Isso sugere que a alteração da atividade 

enzimática depende da modulação dos mecanismos de regulação transcricional da enzima, ou 

seja, uma maior atividade requer aumento da expressão e abundância das proteínas 

disponíveis (Henry 2006). Não foram encontradas alterações na abundância relativa e 

atividade da enzima em M. acanthurus exposto ao aumento de salinidade, e talvez para 

anidrase carbônica os mecanismos de regulação sejam mais significativos na transferência à 

diluição de salinidade e não o contrário (Jillette et al. 2011). 

As alterações na osmolalidade e na hidratação tecidual de Macrobrachium 

acanthurus exposto por 24h à salinidade 25‰ (dados não publicados) não foi suficiente para 

causar modificações na atividade, expressão e localização das proteínas branquiais NKA, H
+
-
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ATPase e anidrase carbônica. No entanto, alterações na expressão de RNAm dessas proteínas 

(não avaliadas nesse estudo) não podem ser descartadas. A tolerância dessa espécie ao choque 

hiper-osmótico pode também estar relacionada à ativação de outros mecanismos 

compensatórios, como alterações na permeabilidade do epitélio, na abundância relativa do 

conjunto de proteínas osmorregulatórias ou na participação de outras proteínas importantes na 

secreção de sal.  
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os modelos de transporte iônico nas brânquias compilados a partir de dados de 

tolerância ao sal e diversificação dos mecanismos osmorregulatórios encontrados em 

diferentes espécies, podem auxiliar no entendimento dos processos de invasão e ocupação de 

nichos osmoticamente distintos. A espécie R. quelen apresentou aumento apenas da expressão 

da NKA e anidrase carbônica branquial, garantindo o equilíbrio osmo-iônico plasmático 

frente à salinidade intermediária (15‰). O aumento da NKA é devido a sua importância na 

geração de gradientes eletroquímicos para transporte de sal, tanto na absorção quanto na 

secreção, e o aumento da enzima intracelular anidrase carbônica é devido ao seu 

envolvimento com a regulação do equilíbrio ácido-base, além do seu papel osmorregulatório. 

A ausência de alterações na espécie extremamente eurihalina C. parallelus, quando exposta à 

água doce por 10 dias, sugere a participação de outros mecanismos que favorecem a absorção 

de sal e permitem a sobrevivência da espécie em água doce, o que não descarta a 

possibilidade de ocorrerem alterações transientes na atividade e na expressão gênica e 

proteica desses transportadores em períodos de exposição mais curtos. A ausência de 

alterações na atividade e abundância da NKA, H
+
-ATPase e anidrase carbônica nas brânquias 

de M. acanthurus frente à salinidade de 25‰ por 24 horas, também sugere a participação de 

outros mecanismos ou transportadores envolvidos na resposta ao choque hiper-osmótico. As 

três espécies exibem diferentes graus de tolerância à variação de salinidade. Apesar de 

diferenças nas condições e tempo experimentais e divergências entre o passado evolutivo dos 

grupos a qual pertencem, ambos R. quelen, C. parallelus e M. acanthurus são capazes de 

tolerar salinidades intermediárias (inclusive C. parallelus tolera salinidades que vão da água 

do mar à água doce), sem prejuízos osmorregulatórios, o que possibilita a utilização de 

regiões estuarinas como ponte para dispersão e ocupação de novos habitats pelas espécies. 
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