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RESUMO

O ambiente aquatico impde desafios a manutencao de um nivel adequado de agua e
de solutos intra e extracelulares, principalmente quando se trata de ambientes de
salinidade varidvel, como o ambiente estuarino. A fungdo da osmorregulagio
envolve o controle do transporte de sais e 0 movimento de d4gua entre o meio externo
e o meio extracelular através dos epitélios de interface; em crustdceos: branquias,
glandula antenal e a parede do corpo durante certas fases do ciclo de muda; para
compensar a perda e/ou ganho destes por difusido passiva. Tendo em vista os efeitos
da salinidade sobre os crustdceos eurihalinos, o objetivo deste trabalho foi o de
verificar a capacidade de regulagdo idnica da espécie Macrobrachium acanthurus
quando submetida a um estresse salino e osmético utilizando-se a concentragdo de
cloreto, magnésio, proteinas totais e o padrdo eletroforético das proteinas da
hemolinfa como varidveis experimentais. O camardo de &gua doce (0%o)
Macrobrachium acanthurus foi submetido a um estresse salino e osmético agudo (1 e
6 horas) e cronico (5 e 10 dias), nas salinidades de 12%. e 28%.. Em seguida a
hemolinfa foi retirada por pungao cardiaca e foi analisada quanto a sua concentragao
de cloreto, magnésio e proteinas totais através de métodos colorimétricos (Kits
Labtest). Além disso as amostras foram submetidas a técnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). Os resultados mostraram que a espécie manteve a
concentragdo de magnésio da hemolinfa estdvel e bem abaixo da concentracio de
magnésio da 4gua experimental, mostrando grande capacidade de regulagido deste
ion pela sua glandula antenal, como ja havia sido demonstrado para outras espécies
desta familia de camardo. A concentragao de cloreto apresentou maiores flutuagoes,
dependentes do tempo de exposigao, resultado também encontrado para outras
espécies desta familia. A concentragdo de proteinas totais teve relativa constancia
havendo tendéncia para sua redugdao em altas salinidades e longo-prazo de
exposigao. O padrao eletroforético das proteinas da hemolinfa desta espécies teve
uma variagao, onde foi possivel notar um peptideo a mais quando o animal foi
exposto a 28%. num tempo de 6 horas e dois peptideos diferentes a mais quando o
animal foi exposto a 28 %.num periodo de 10 dias. O peso molecular da hemocianina
em 0% foi de aproximadamente 77kDa e em 12%. foi de aproximadamente 85kDa e
em 28%. foi de aproximadamente 77kDa. Os resultados obtidos indicaram que esta
espécie é uma forte hiper-hipo-reguladora de magnésio através da glandula antenal e
regula cloreto razoavelmente através principalmente das branquias. Houve ainda
indicagdo de que o padrao eletroforético das proteinas da hemolinfa pode sofrer
pequenas alteragdes dependendo do estresse salino e osiaético a que sao submetidos
os animais, podendo ser uma das estratégias de osmorregulagao desta espécie.



INTRODUCAO

Mais do que 2/3 (71%) da superficie terrestre é recoberta por dgua,
sendo a maior parte oceano. O total de 4gua doce em lagos e rios ocupa menos do
que 1% da area e 0,01% do volume da 4gua do mar. Toda a 4gua contém substancias
dissolvidas como sais, gases e compostos organicos, e estas substancias constituem os
fatores de maior importancia fisiolégica. A d4gua do mar contém cerca de 3,5%
(g/100mL) ou 35%. de sal. Os principais elementos contidos na 4dgua sao sédio e
cloreto, acompanhados de magnésio, enxofre e calcio. A concentragao total de sal da
dgua do mar varia de acordo com a sua localizagao geografica (Schmidt-Nielsen,
1996).

A &dgua doce apresenta um contetido de solutos altamente varidvel. A
salinidade da 4gua doce pode variar entre 0% e 0,5%., e os valores relativos dos
diferentes fons podem apresentar grande variagdo. Intermediaria entre a 4gua do
mar e a agua doce, a dgua salobra ocorre em regides litoraneas, onde a d4gua do mar
se mistura com a agua doce, formando o ambiente denominado estudrio. Este
ambiente corresponde a menos de 1% da superficie terrestre. Nesta 4rea a salinidade
flutua bastante, principalmente devida a agdo das marés, variando dentro de uma
faixa que vai de 0,5%0 a 30%.. A &gua salobra é extremamente importante pois
representa uma barreira natural para a distribui¢do de animais e também um
ambiente de transicdo entre habitats marinhos e dulcicolas (Schmidt-Nielsen, 1996).

O ambiente aquatico impde desafios a manutengdao de um nivel
adequado de agua e de solutos intra e extracelulares, principalmente quando se trata
de ambientes de salinidade varidvel, como o ambiente estuarino. A funcio da
osmorregulacao envolve o transporte de sais e o movimento de agua entre o meio
externo e o meio extracelular através dos epitélios de interface. Em crustaceos as
branquias, glandula antenal e a parede do corpo durante certas fases do ciclo de
muda, fazem a oemorregulagdo para compensar a perda e/ou ganho destes por
difusdo passiva (Augusto, 1998; Schmidt-Nielsen, 1996; Péqueux, 1995).

A salinidade é um dos fatores fisicos que afeta a reprodugdo e o
desenvolvimento do animal em habitats onde este fator estd sujeito a variagdes

(Péqueux, 1995). Chen et al (1997) propbéem o estudo aprofundado da salinidade
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sobre os crustaceos decdpodos em testes fisiolégicos, devido ao desajuste no balango
osmoético destes animais, provocados pelas variagdes na salinidade do meio uma vez
que o reajuste da concentragdo osmoética requer consideraveis quantias de energia.

Segundo Péqueux (1995), os crustdceos possuem diversas estratégias
adaptativas relacionadas as concentragdes diferenciadas entre o fluido extracelular
(fluido corporal) e o meio aquatico. Estas estratégias adaptativas caracterizam o
animal como sendo osmoconformador ou osmorregulador. Osmoconformadores sao
animais que ndo regulam eficientemente a concentragao dos fluidos corporais,
“conformando-se” com o meio externo. Suas concentragcbes idnica e osmotica
acompanham a variagdo no meio externo e o animal ndo sustenta gradientes de
concentragao em relacdo ao meio. Em contraste, os osmorreguladores mantém sua
concentracdo interna relativamente constante e diferente do meio externo, mantendo
a homeostase osmética do liquido extracelular (Péqueux, 1995; Randall et al., 1997).
Os animais osmorreguladores podem se manter hiper- ou hipo-osméticos a dgua,
dependendo da concentragdo do meio onde se encontram. Mantém-se hiper-
osmoéticos em baixas salinidades e mantém-se hipo-osméticos em altas salinidades. E
importante salientar que o volume do organismo e a concentragao dos solutos devem
ser mantidos dentro de limites bastante estreitos pois o funcionamento 6timo de um
animal requer uma composi¢ao relativamente constante e bem definida de seus
fluidos corpéreos. Entdo, desvios substanciais sdo geralmente incompativeis com a
vida (Schmidt-Nielsen, 1996). Pode-se ainda acrescentar que crustaceos de d4gua doce
sdo sempre hiper-osmorreguladores em 4gua doce e crustdceos marinhos sdo em
geral osmoconformadores em dgua do mar.

O fluido extracelular, que no caso dos crustidceos é a hemolinfa, é
constituido principalmente pelo sal NaCl, outros fons inorganicos como magnésio,
potéssio e céalcio, aminoéacidos livres, proteinas, entre outros compostos organicos
(McNamara, 1987; Péqueux, 1995; Freire et al, 1995). A concentragao destes ions na
hemolinfa dos camardes é diferente da concentracdo da dgua onde vivem, e isto é
especialmente verdadeiro para animais de dgua doce, os quais sdo necessariamente
hiper-osmorreguladores. Tais diferengas podem ser mantidas apenas se a superficie
do corpo, incluindo o delgado epitélio branquial, for relativamente impermeavel ao

ion em questdo. Mas em alguma proporgao havera fluxo idnico pois nenhum animal
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pode ser completamente impermedvel, principalmente nas branquias, devido as
trocas gasosas (O2/COz). Portanto, os animais precisam ter mecanismos para a
eliminagdo de alguns fons e para a absor¢ao de outros fons. A concentracido na
hemolinfa de um ion que é ativamente secretado é menor do que sua concentragdo na
agua, enquanto que para um fon absorvido a situagao é oposta, e sua concentragdo na
hemolinfa é maior do que na dgua. A eliminagao regulada de solutos é a principal
fungdo dos 6rgaos excretores, e é uma das principais fun¢des do epitélio branquial
(Schmidt-Nielsen, 1996).

A concentracdo dos ions cloreto (Cl) na hemolinfa dos crustiaceos tem
uma grande importdncia na osmorregulacdo, pois este esta presente em maior
quantidade, junto com o ion s6dio (Na) tanto no ambiente aquédtico quanto na
prépria hemolinfa. As branquias estdo diretamente envolvidas com a regulagdo de
NaCl na hemolinfa. Conforme as condigbes de salinidade e tempo de exposigdo de
um animal a um estresse salino (submeter o animal a uma salinidade diferente da
salinidade em que ele se encontrava), como uma das estratégias mais importante de
osmorregulagdo, as brdnquias trabalham ativamente a fim de estabelecer um
equilibrio entre o fluido interno (hemolinfa) e o meio externo, contrapondo os novos
fluxos passivos que se estabeleceram (Péqueux, 1995).

Apesar do Na e Cl serem os constituintes quantitativamente mais
relevantes, outros ions que nao contribuem tanto para a osmolalidade do liquido
extra-celular devem também ser estudados por sua relevancia fisiolégica. E
interessante estudar a concentragao de magnésio pois este ion é um agente anestésico
que deprime a transmissio neuromuscular (Schmidt-Nielsen, 1996) e esta
propriedade do magnésio pode exercer profundos efeitos fisiolégicos sobre as
jungdes neuromusculares dos crustdceos (Morrit, 1989). Robertson (1953) sugeriu que
a baixa concentragao de magnésio na hemolinfa est4 correlacionado com uma maior
atividade motora de decipodos marinhos. Morrit e Spicer (1993) fazem uma revisao
sobre este assunto, exemplificando com os anfipedos..Talitridae, os quais sdo
altamente ativos (organismos saltadores) e também possuem uma diminui¢do na
concentracao de magnésio na sua hemolinfa, da mesma forma que caranguejos como
Carcinus maenas e Pachygrapsus marmoratus. Mas esta relagdo entre a baixa

concentragdo de magnésio e a atividade do animal nao esta restrita a crustaceos; ha
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por exemplo, o esturjdo russo Acipenser queldenstaedti que é menos eficiente na
excre¢do de magnésio e possui altas quantidades de magnésio na sua hemolinfa, e é
um animal de movimentos extremamente lentos (Morrit e Spicer, 1993). Do mesmo
modo, crustidceos de movimentos lentos como Maia squinado e Lithodes maia
apresentam altas concentragoes de magnésio na hemolinfa (Morrit e Spicer, 1993).
Nos crustaceos o 6rgao de excregdo do fon magnésio é a glandula antenal,
localizada no cefalotérax, cuja abertura para o exterior € um poro excretor préximo a
base das antenas. Em crustdceos marinhos, a glandula antenal, além de eliminar
magnésio, elimina também sulfato e retém potassio e cdlcio. A concentragio urindria
de magnésio varia muito, mas tende a aumentar substancialmente quando o animal é
transferido para &4gua do mar mais concentrada (Schmidt-Nielsen, 1996).
Aparentemente 0 magnésio € ativamente transportado para a urina, enquanto ela se
encontra na bexiga. Este transporte na bexiga pode explicar as grandes variagoes na
concentracdao urindria de magnésio e as dificuldades na demonstracido de uma
relagdo estreita em relagdo as concentragdes do meio externo (Gross e Capen, 1966).

Como mencionado anteriormente, a hemolinfa é constituida nio
somente de fons inorganicos, como também de moléculas e fons organicos. A
hemocianina é a proteina mais abundante, representando 95% do total de proteinas
na hemolinfa, sendo o pigmento respiratério dos crustaceos. Tipicamente a
hemocianina € um hexadmero de peso molecular de 450 kDa (Mangum, 1996; Sellos et
al., 1997; Terwilliger, 1998), sendo que suas subunidades possuem peso molecular
variando entre 67 a 90kDa (Stoeva et al., 1998). Cada subunidade representa um
simples polipeptideo que apresenta mais de 600 residuos de aminodacidos e contém
apenas um sitio de ligagdo para o oxigénio (Stoeva et al., 1998).

A técnica da eletroforese em gel de poliacrilamida pode ser uma
ferramenta util para evidenciar a participagdo das proteinas da hemolinfa no
processo da osmorregulagido. Hipoteticamente o padrao eletroforético das proteinas
da hemolinfa poderia ser alterado pela sua hidrélise a fim de gerar aminoacidos
livres para atuarem na regulagao isosmética intracelular. Eletroforese é um processo
que envolve o movimento de macromoléculas com carga em um campo elétrico. As
moléculas migram de acordo com a sua forma, tamanho e carga. Os géis de

poliacrilamida sdo meios de suporte escolhidos para eletroforese de proteinas porque
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sdo quimicamente inertes e prontamente formados pela polimerizagdo da acrilamida,
e também porque os tamanhos dos poros podem ser controlados pela escolha de
concentragdes varidveis de acrilamida e de metileno-bisacrilamida (um reagente para
interligagdo) no momento da polimerizagao (Dryer et al, 1989).

Com o estresse hiper-osmético, ou seja, o animal osmorregulador
colocado em meio mais concentrado do que o meio em que estava, ha evidéncias de
que a hemocianina sofre hidrélise gerando um aumento na concentracio de
aminodcidos livres na hemolinfa. Este aumento na concentracio de aminoacidos
livres na hemolinfa torna-se um fator importante no controle do volume celular em
meio de salinidade varidvel. Os aminodcidos livres gerados pela hidrélise da
hemocianina podem entrar na célula e assim elevar a osmolalidade intracelular,
evitando que a agua seja retirada das células por osmose, devido ao aumento na
concentracao de sal na hemolinfa (Péqueux et al., 1979). A medida em que a
salinidade da 4gua aumenta ou diminui, os aminoécidos livres das células aumentam
ou diminuem de concentragdo, para que as células permanecam isoténicas em
relagdo ao ambiente onde estdo (hemolinfa), ajudando assim, na regulagdo isosmética
intracelular (células ndo mantém gradiente osmético em relagio ao liquido
extracelular) e evitando que as células ganhem ou percam dgua (Gilles, 1977; Boone e
Schoffeniels, 1979; Freire et al., 1995 e Schmidt-Nielsen, 1996).

A espécie escolhida para este trabalho foi o camardo de dgua doce
Macrobrachium acanthurus, pertencente a familia Palaemonidae. Esta familia de
crustdceos é interessante pelo fato de reunir vérios géneros que habitam desde os
estudrios com forte influéncia marinha até o ambiente dulcicola ou limnético. O
género Macrobrachium é o mais bem representado em ambientes dulcicolas, sendo
algumas espécies como Macrobrachium olfersii e Macrobrachium acanthurus
dependentes da dgua salgada para a reprodugao e metamorfose. Em contrapartida,
espécies como Macrobrachium potiuna e Macrobrachium iheringi sao hololimnéticas
e ndo dependem de 4gua do mar para completar o seu desenvolvimento (Moreira et
al., 1983), apresentando reduzido nimero de fases larvais, assim como ovos maiores
e menos numerosos, caracteristicas tipicas de animais dulcicolas, em comparacao
com as primeiras espécies citadas (Freire et al., 1995). Outro género desta familia de

camardes que invadiram o ambiente dulcicola e que também ¢é encontrado no estado
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do Parand é o género Palaemon. Este género se restringe mais a regides de maior
influéncia salina (Kretschmar, 1984; Bond-Buckup & Buckup, 1989 e Miiller et al.,
1999). Estas diferencas atraem a atencdo para a investigacdo das estratégias
adaptativas adotadas por espécies desta familia na invasao do meio dulcicola a partir
do ambiente marinho, sendo possivel relacionar os graus variados de expressdo dos
mecanismos de hiper- e hipo-osmorregulagdo com a distribuigdo das espécies ao
longo dos rios e estudrios.

A abordagem deste trabalho ird contribuir especificamente para a
avaliacdo do papel das proteinas da hemolinfa, em especial a hemocianina, na
hiporregulagdo do camarao de agua doce Macrobrachium acanthurus submetido a
elevacao de salinidade.

Adicionalmente o padrao eletroforético de Macrobrachium acanthurus
podera ser comparado com o de outras espécies ja estudadas desta familia e em
especial quanto ao peso molecular das subunidades de hemocianina em

Macrobrachium potiuna e Palaemon pandaliformis.



OBJETIVOS

Investigar a capacidade de osmorregulacdo de Macrobrachium
acanthurus quando submetido a elevagdo de salinidade, através da

concentragao de cloreto e magnésio na hemolinfa.

Avaliar a concentragao de proteinas totais e o padrao eletroforético das
proteinas da hemolinfa de Macrobrachium acanthurus em situagido

controle (dgua doce).

Verificar o efeito da exposigao a salinidade elevada sobre a concentragao
das proteinas totais e o padrao eletroforético das proteinas da hemolinfa

de Macrobrachium acanthurus.



MATERIAL E METODOS

Coleta e Manuten¢ao dos Animais

Individuos da espécie Macrobrachium acanthurus foram coletados por
pescadores residentes em Pontal do Parand, estado do Parana. Foram utilizadas
armadilhas confeccionadas por garrafas plasticas acopladas a um peso e amarradas a
uma corda, utilizando pedagos de carne de peixe fresca como isca. Apds coletados os
camardes foram para o laboratério de Fisiologia Comparativa no Departamento
de Fisiologia onde ficaram em aqudrios com aeradores e temperatura constante
(20 a 25°C), folhagens retiradas do local de coleta e telhas e tijolos para servirem de
abrigo e esconderijo. A alimentagdo foi feita com pedagos de carne de peixe

fornecidos em dias alternados.

Experimentos de Estresse Salino/ Osmético

Os animais coletados foram mantidos com dgua doce (0%.), como em
seu ambiente natural (animais controle). Alguns individuos foram submetidos a
estresse salino e osmotico, com elevagao da salinidade. A hemolinfa foi retirada por
pungao cardiaca com seringas de insulina, e colocada em frascos do tipo Eppendorf
(1,5 mL) devidamente identificados com a data do experimento, salinidade a que o
animal foi exposto e nimero da amostra. Este procedimento foi efetuado tanto para
os animais controle quanto para os submetidos a estresse osmético por exposicao de
curto-prazo (1 e 6 horas) e longo-prazo (5 e 10 dias) a 4guas experimentais de 12%o e
28%o, representando dois niveis variados de estresse hiper-osmético para estes
animais. As dguas experimentais nas salinidades de 12%. e 28%. foram preparadas
em dilui¢des proporcionais de 4gua do mar e d4gua doce. A amostra de hemolinfa foi
diluida com agua destilada na proporgao de 1:5 (10 pL da amostra + 40uL de agua
destilada). Esta diluigdo foi necessaria para manter a linearidade dos testes
colorimétricos utilizados para medir as concentragoes de proteinas totais, ions de

cloreto e magnésio. Ap6s a dilui¢do a amostra foi congelada (-20°C) até a preparagao
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para a determinagao da concentragdo de fons cloreto, fons magnésio, concentragio

total de proteinas e o procedimento de eletroforese.

Dosagem de Cloreto, Magnésio e Proteinas Totais na Hemolinfa

A dosagem do cloreto foi realizada através do Kit Labtest® lote 49 que é
composto por a) uma solugao denominada Reagente de Cor contendo tiocianato de
mercurio 2mmol/L, nitrato férrico 17mmol/L e 4cido nitrico 30mmol/L; b) uma
solugdo denominada “Ativador” contendo nitrato de mercirio 1,Immol/L e 4cido
nitrico 0,9mmol/L; c¢) uma solugao padrao 100mEq/L. A absorbéncia foi medida no
espectrofotdmetro ULTROSPEC 2.000 Pharmacia® com comprimento de onda de
470nm e entdo foi calculada a concentragao de cloreto em mM.

A dosagem do magnésio foi realizada através do Kit Labtest® lote 50 que é
composto por a) uma solugdo tampao contendo Tris hidroxiamino metano
400mmol/L, carbonato de potassio 153mmol/L e azida sédica 0,01g/dL pH 11,5; b)
Magon sulfonado 0,1g/L mais surfactantes e preservativos; c) solugdo padrao
2,0mg/dl (0,823mM). A absorbancia foi medida no espectrofotometro ULTROSPEC
2.000 Pharmacia® com comprimento de onda de 505nm e entdo calculada a
concentragao de magnésio em mM.

A dosagem de proteinas totais foi realizada através do Kit Labtest® lote
48 que é composto por a) Biureto-Estoque contendo hidréxido de sédio 1,86mmol/L,
tartarato de sédio e potassio 430mmol/L, sulfato de cobre 120mmol/L e iodeto de
potassio 300mmol/L; b) solugao padrao 4,0g/dl. A absorbancia foi medida no
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 545nm e entdo calculada a
concentragao em mg/mL.

As médias das concentragdes de cloreto, magnésio e proteinas
totais foram comparadas utilizando-se o teste-t de Student, nao pareado (P< 0,05) do

Programa Sigma-Plot® for Windows versao 2.0, Jandel Corporation.

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para a andlise por eletroforese vertical de gel de poliacrilamida em

condic¢oes desnaturantes, com sulfato de sédio-dodecil (SDS-PAGE), uma aliquota de
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hemolinfa foi diluida em tampdo de amostra (Sample Buffer Laemmli) Sigma®
contendo: a) 4% SDS; b) 20% glicerol; c) 10% B-mercaptoetanol; d) 0,004% azul de
bromofenol; e) 0,125M Tris, pH 6,8. A quantidade de proteina adicionada em cada
pogo foi de 100 pg de proteina total. As amostras foram fervidas por 3 a 4 minutos e
entdo centrifugadas por 1 minuto e colocadas nos pogos do gel de poliacrilamida. As
amostras foram submetidas a um gel de empilhamento de 4% de acrilamida
preparado com tampao composto por: a) 121,14g Tris; b) 4g SDS; c) dgua destilada
suficiente para 1 litro; pH 6,8 (ajustado com solucdo 1M de Tris ou Glicina). Em
seguida ao gel de empilhamento as amostras migram para o gel de separagdo de
7,5% de acrilamida, preparado com o tampao composto por: a) 181,71g Tris; b) 4g
SDS; c) agua destilada suficiente para 1 litro; pH 8,8 (ajustado com solu¢io 1M de
Tris ou Glicina). A corrida se processou com a utilizagdo de tampao de corrida
contendo: a) 144g de glicina; b) 10g de SDS (dodecil sulfato de sé6dio); c) 30,3g de Tris;
d) 4gua destilada suficiente para 1 litro; pH 8,3. Em um dos pogos foi colocada uma
solugao (tratada como as amostras) do marcador de peso molecular (Sigma® Wide
Range MW Marker), contendo proteinas com peso molecular de 205, 116, 97, 84, 66,
55, 45, 36, 29, 24, 20, 14,2 e 6,5kDa. A corrida se processou por 4 horas com corrente
constante de 30 mAmp, gerada pela fonte da Pharmacia® Biotech EPS 300 . Apés este
periodo, o gel era retirado da cuba e transferido para um recipiente com agua
destilada onde ficava por 30 segundos, passando depois para uma solugao de fixagao
Sigma® (composta por a) acido tricloroacético e b) dcido 5-sulfosalicilico), onde ficava
por 30 minutos. Ap6s a fixagdo o gel era lavado em &gua destilada por 4 vezes e
entdo transferido para a solugao corante Brilliant Blue G-perchloric Acid Sigma®
(composta por: a) Brilliant Blue G e b) acido Perclérico) durante 50 minutos.
Novamente o gel era mergulhado em 4dgua destilada por 5 minutos e em seguida
ficou em uma solugdo de descorar para retirar o excesso de corante, contendo
metanol 30% e acido acético 7,5%, por aproximadamente 20 minutos, ou até que o
“background” estivesse bem claro e as bandas bem definidas. Apés este processo o
gel era embrulhado em placa de vidro com papel celofane para secar lentamente, e

fotografado para melhor andlise e preservacao dos resultados.
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RESULTADOS

Apbs a exposigao de Macrobrachium acanthurus a curto-prazo (1 e 6
horas) e longo-prazo (5 e 10 dias) as salinidades de 12%. e 28%. de acordo com a
metodologia anteriormente citada, foram obtidos os resultados descritos em seguida.
Para as concentragdes de cloreto, magnésio e proteinas totais foram construidas
tabelas comparativas (Tabelas 1 a 9) que mostram os resultados obtidos e as
concentragdes do ion em questao nas d4guas a que os animais foram expostos. A partir
das médias calculadas e fornecidas nas tabelas foram construidos graficos de curvas

de regulagao idnica (Figuras 1 a 3).

Concentragao de Cloreto

Como podemos observar nas Tabelas 1 e 2 e Figura 1, apés 1 e 6 horas
de exposi¢do a concentracao de cloreto na salinidade de 12%. teve um aparente
aumento, porém este aumento nao foi significativo (P = 0,008) para 1 hora e (P =
0,007) para 6 horas, quando comparados ao controle (d4gua doce). Na salinidade de
28%o ndo ocorreu aumento significativo em relagdo ao controle, tanto para 1 hora
quanto para 6 horas. Quando comparamos as concentragoes de cloreto na hemolinfa
com as concentragdes de cloreto da dgua experimental observamos que em 0% e
12%o a concentragao na hemolinfa é maior do que na agua experimental e apenas em
28%o a concentragdao na hemolinfa é menor do que na 4gua experimental, para os
dois tempos de exposigao de curto-prazo.

| Na Tabela 3 e Figura 1, ap6s 5 dias de exposicao a concentragido de
cloreto na salinidade de 12%. ndo teve aumento significativo em relagdo a
concentragdo de cloy+to do controle (dgua doce). Contudo na salinidade de 28%o
houve aumento significativo (P<0,0001). Quando comparamos as concentragdes de
cloreto na hemolinfa com as concentragdes de cloreto da &gua experimental
observamos em 12%o. e 28%o a concentragao na hemolinfa foi menor do que na agua
experimental, ap6s 5 dias de exposigao as dguas experimentais.

Na Tabela 4 e Figura 1, ap6s 10 dias de exposigao a concentragdo de
cloreto nas salinidades de 12%. e 28%. teve um aumento significativo (P = 0,001 e P =

0,0002, respectivamente) quando comparada ao controle (dgua doce). Quando
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comparamos as concentragoes de cloreto na hemolinfa com as concentracbes de
cloreto da 4gua experimental observamos que em 12%. a concentra¢dao na hemolinfa
foi maior do que na agua experimental e apenas em 28%. a concentra¢dio na
hemolinfa foi menor do que na dgua experimental.

A concentragao de cloreto na d4gua doce (0%o) foi assumida como sendo
0 mM e as concentragdes nas salinidades de 12%. e 28%. foram obtidas a partir dos

valores tabulados para 4gua do mar padrao em Prosser (1973).
Concentra¢ao de Magnésio

Variando-se a salinidade da a d4gua doce até as dguas experimentais de
12%, e 28%o, observa-se que as concentragdes de magnésio na hemolinfa do
Macrobrachium acanthurus mantiveram-se bastante estdveis no periodo de
exposicao agudo (curto-prazo), tanto ap6s 1 hora de exposigdo (Tab. 5) quanto apds 6
horas de exposigao (Tab. 6) e também no periodo de exposi¢do cronico, tanto ap6s 5
dias de exposicao (Tab. 7) quanto ap6s 10 dias de exposigdo (Tab. 8), Figura 2. Nao
houve nenhuma alteragao significativa em relagao ao controle em agua 0%o.

Para todos os tempos de exposigao pode-se notar (Tabs. 5, 6,7 e 8) que a
concentragdo de magnésio da hemolinfa da espécie de dgua doce Macrobrachium
acanthurus é mantida quase constante (entre 3-8 mM), e bem abaixo da concentragao
de magnésio do meio (4gua) com excecao do controle (dgua doce).

A concentragdo de magnésio agua doce (0%.) foi assumida como sendo
0 mM e as concentragdes nas salinidades de 12%. e 28%. foram obtidas a partir dos

valores tabulados para d4gua do mar padrao em Prosser (1973).

Concentragao de Proteinas Totais

Como podemos observar na Tabela 9 e Figura 3, na salinidade de 12%.
a concentragdo de proteinas totais variou entre 67 e 90 mg/mL e na salinidade de
28%o variou entre 54 e 94mg/mL, sendo o valor minimo (53,78+3,53, n=5) observado
ap6s 5 dias de exposigdo a 28%.; este valor minimo foi significativamente inferior ao

controle (P = 0,001).
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O valor minimo na salinidade de 12%. foi observado ap6s 10 dias

(67,21+2,22mg/mL, n=3) e sendo também significativamente inferior ao controle em

agua doce (P = 0,015).
Padrao Eletroforético das Proteinas da Hemolinfa

Como podemos observar (Fig.4) os peptideos encontrados na hemolinfa
de Macrobrachium acanthurus possuem peso molecular variando de
aproximadamente 180 a 33kDa, de acordo com a calibragdo obtida pelo padrédo
utilizado, através da curva de calibragdo que relaciona através de uma regressdo
linear o logaritmo do peso molecular das proteinas do marcador padrdo com as
distancias de migragao no gel em milimetros.

Podemos notar na Figura 4, que o peptideo mais abundante na
hemolinfa de Macrobrachium acanthurus (hemocianina) tem peso molecular de
aproximadamente 77kDa em 0%., sendo que na salinidade de 12%. o peso molecular
foi em média 85kDa e na salinidade de 28%. a média do peso molecular foi de
novamente de 77kDa.

Foi observada uma alteragdo no padrdo eletroforético quando esta
espécie foi submetida ao estresse osmoético de 28%. no tempo de exposigao de 6
horas, onde pode-se notar uma banda a mais do que nos demais, com peso molecular
de aproximadamente 102kDa. Também no tempo de exposicdo de 10 dias nesta
mesma salinidade, podem-se notar duas bandas de proteinas a mais do que a demais

situagdes, com peso molecular de aproximadamente 105kDa e 91kDa (Fig.4).
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TABELA 1 - CONCENTRACAO DE CLORETO NA AGUA E NA HEMOLINFA
(mM) CONTROLE (AGUA DOCE, 0%) E APOS 1 HORA DE EXPOSICAO A
DIFERENTES SALINIDADES PARA A ESPECIE Macrobrachium acanthurus.

CONCENTRACAO DE CLORETO* (mM)

SALINIDADE [CI'] AGUA [CI]nMat
0 %o 0 [106,66 + 3,83]s
12 % 187,99 [238,95+25,95]s
28%o 438,60 (84,19 +21,44)s

*. [ Média + Erro Padrao da Médial,, onde n é o nimero de amostras;

£: Ma: Macrobrachium acanthurus.

TABELA 2 - CONCENTRACAO DE CLORETO NA AGUA E NA HEMOLINFA
(mM) CONTROLE (AGUA DOCE, 0%) E APOS 6 HORAS DE EXPOSICAO A
DIFERENTES SALINIDADES PARA A ESPECIE Macrobrachium acanthurus.

CONCENTRACAO DE CLORETO* (mM)

SALINIDADE [CI] AGUA [Cl]nMat
0 %o 0 (106,66 + 3,833
12%o 187,99 [282,69+33,04]s
28%o 438,60 [146,13+19,74)s

*: [ Média + Erro Padrao da Média]n, onde n é o nimero de amostras;

£: Ma: Macrobrachium acanthurus.
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TABELA 3 - CONCENTRACAO DE CLORETO NA AGUA E NA HEMOLINFA
(mM) CONTROLE (AGUA DOCE, 0%.) E APOS 5 DIAS DE EXPOSICAO A
DIFERENTES SALINIDADES PARA A ESPECIE Macrobrachium acanthurus.

CONCENTRAGAO DE CLORETO* (mM)

SALINIDADE [CI] AGUA [Cl] nMa£
0%o 0 [106,663,83]3
12%o 187,99 [130,15+28,95]s
28%o 438,60 [288,09+12,83]s #

*. [ Média + Erro Padrao da Média]n, onde n é o niimero de amostras;
£: Ma: Macrobrachium acanthurus;

#: Significativamente diferente do valor do controle de 0%. (P<0,05).

TABELA 4 - CONCENTRACAO DE CLORETO NA AGUA E NA HEMOLINFA
(mM) CONTROLE (AGUA DOCE, 0%0) E APOS 10 DIAS DE EXPOSICAO A
DIFERENTES SALINIDADES PARA A ESPECIE Macrobrachium acanthurus.

CONCENTRACAO DE CLORETO* (mM)

SALINIDADE [Cl] AGUA [CI]nMat
0%o 0 [106,66+3,83]s
12 %o 187,99 [367,5033,59]s #
28%o 438,60 [307,22+19,83]s #

*. [ Média + Erro Padrao da Média],, onde n é o niimero de amostras;
£: Mp: Macrobrachium acanthurus;

#: Significativamente diferente do valor do controle de 0%. (P<0,05).
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TABELA 5 - CONCENTRACAO DE MAGNESIO NA AGUA E NA HEMOLINFA
(mM) APOS 1 HORA DE EXPOSICAO A DIFERENTES SALINIDADES PARA A
ESPECIE Macrobrachium acanthurus.

CONCENTRACAO DE MAGNESIO* (mM)

SALINIDADE [Mg ++] AGUA [Mg **]nMa £
0 %o 0 [6,98+0,67)s
12%o 18,36 (5,080,715
28%o 42,84 6,320,581}

*. [ Média + Erro Padrdao da Médial,, onde n é o niimero de amostras;

£: Ma: Macrobrachium acanthurus.

TABELA 6 - CONCENTRACAO DE MAGNESIO NA AGUA E NA HEMOLINFA
(mM) APOS 6 HORAS DE EXPOSICAO A DIFERENTES SALINIDADES PARA A
ESPECIE Macrobrachium acanthurus.

CONCENTRACAO DE MAGNESIO* (mM)

SALINIDADE [Mg +*] AGUA [Mg **]aMa £
0 %o 0 (6,98+0,67)s
12%o 18,36 [5,5440,51]s
28%o 42,84 [6,28+0,60}

*: [ Média + Erro padrao da média]n, onde n é o niimero de amostras;

£: Ma: Macrobrachium acanthurus.
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TABELA 7 - CONCENTRACAO DE MAGNESIO NA AGUA E NA HEMOLINFA

(mM) APOS 5 DIAS DE EXPOSICAO A DIFERENTES SALINIDADES PARA A
ESPECIE Macrobrachium acanthurus.

CONCENTRAGAO DE MAGNESIO* (mM)

SALINIDADE [Mg ] AGUA [Mg *]aMa £
0 %o 0 | [6,98+0,67]3
12% 18,36 [6,76+0,4515
28%o 42,84 [7,900,54]5

*. [ Média + Erro Padrao da Média],, onde n é o niimero de amostras;

£: Ma: Macrobrachium acanthurus.

TABELA 8 — CONCENT RACAO DE MAGNESIO NA AGUA E NA HEMOLINFA
(mM) APOS 10 DIAS DE EXPOSICAO A DIFERENTES SALINIDADES PARA A
ESPECIE Macrobrachium acanthurus.

CONCENTRACAO DE MAGNESIO* (mM)

SALINIDADE [Mg ++] AGUA [Mg *+*]lnMa £
0 %o 0 [6,98+0,6715
12%o 18,36 [3,71+0,48]4
28 %o 42,84 [7,58+0,38]5

*. [ Média + Erro [F::drao da Média]n, onde n é o nimero de amostras;

£: Mp: Macrobrachium acanthurus.
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TABELA 9 - CONCENTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS NA HEMOLINFA
(mg/mL) A DIFERENTES TEMPOS E SALINIDADES PARA A ESPECIE

Macrobrachium acanthurus.

CONCENTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS*

(mg/mL)
TEMPO DE 12 %o 28%o
EXPOSICAO
1 hora [75,83+15,05]s [93,78+10,65]
6 horas (86,306,554 [82,30+17,26]s
5 dias [90,33+9,09]s (53,78+3,53]s #
10 dias [67,2142,22]s # (85,36+10,36]s

*: [ Média + Erro Padrao da Média],, onde n é o nimero de amostras;

#: Significativamente diferente do valor do controle de 0%. (P<0,05);

Obs: A concentracao de proteinas totais no grupo controle 0%. foi de 88,67+4,83
mg/mL, n=3.
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FIGURA 1: Concentracao de cloreto na hemolinfa de Macrobrachium acanthurus em
funcao da concentragao de cloreto na agua, apos 1 e 6 horas e 5 e 10 dias de exposicao
as diferentes salinidades indicadas. Valores apresentados como média + erro padrao
da média. O numero de amostras (n) esta indicado nas Tabelas 1, 2, 3 e 4. Quando
nao visiveis, as barras de erro sao menores que os simbolos. O asterisco indica
diferenga significaﬁva (teste-t de Student, nao pareado P< 0,05), utilizando-se a [CI]

na hemolinfa em agua 0%. como controle.
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FIGURA 2: Concentragao de magnésio na hemolinfa de Macrobrachium acanthurus
em fungdo da concentracdo de magnésio na dgua, apds 1 e 6 horas e 5 e 10 dias de
exposigdo as diferentes salinidades indicadas. Valores apresentados como média +
erro padrao da média. O niumero de amostras (n) estd indicado nas Tabelas 5, 6, 7 e 8.

Quando ndo visiveis, as barras de erro sdo menores que os simbolos.
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FIGURA 3: Concentragdo de proteinas totais na hemolinfa de Macrobrachium
acanthurus em fungao do tempo de exposicdo as diferentes salinidades indicadas.
Valores apresentados como média + erro padrdo da média. O niimero de amostras
(n) estd indicado na Tabela 9. O asterisco indica diferenca significativa (teste-t de
Student, ndo pareado P< 0,05), utilizando-se a concentragio de proteinas totais na

hemolinfa em dgua 0%. como controle.
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FIGURA 4: Imagens do gel de poliacrilamida apo6s o processo da eletroforese, nas
diversas condi¢des analisadas.
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DISCUSSAO

Os resultados mostram que Macrobrachium acanthurus é um forte
regulador da concentragao de ions magnésio na hemolinfa e também de cloreto,
porém em grau bem menor. Em salinidades de 0%o0 e 12%. esta espécie hiper-regulou
seus niveis de cloreto em relacdo ao meio externo, seus valores ficaram acima da
linha iso-i6nica nas curvas de regulacdo, com excecdo do tempo de exposicdo de 5
dias em que em 12%. o animal ja estava hipo-regulando (Fig.1), o que permaneceu
fazendo a 28%., para todos os tempos de exposi¢do. Este padrdo foi encontrado
também para Macrobrachium potiuna e Palaemon pandaliformis, duas espécies da
mesma familia de Macrobrachium acanthurus ja investigadas por este laboratério
(Freire, Cavassin & Rodrigues, dados ndo publicados). As espécies desta familia
mostram sempre uma regulagdo bem mais precisa do fon magnésio do que do ion
cloreto. De forma similar, Chen et al., (1994) estudaram as diferentes respostas na
regulacdo da concentracdo osmética e na concentragdo de cloreto na hemolinfa de
Penaeus chinensis e concluiram que tanto a osmolalidade quanto a concentragdo dos
ions cloreto na hemolinfa destes animais crescem com o acréscimo do valor da
salinidade do meio. Para Macrobrachium acanthurus em 1 e 6 horas e 10 dias os
valores de cloreto na salinidade de 12%. foram surpreendentemente maiores do que
em 28%. e somente em 5 dias é que a concentragao dos ions cloreto na salinidade de
28%o foi maior que na salinidade de 12%.(Tabs. 1, 2, 3 e 4 e Fig.1), mostrando talvez
que a uma salinidade mais elevada mecanismos de osmorregulacdo adicionais sejam
recrutados.

A concentracdo de magnésio (Mg) se manteve bastante estavel na
hemolinfa. A espécie é forte reguladora do ion Mg, como verificado variando-se a
salinidade desde a 4gua doce até a salinidade de 28%.. Macrobrachium acanthurus
manteve sua concentragdo de Mg na hemolinfa acima da concentragdo de Mg em
agua doce (0%o) e abaixo da concentragdo de Mg na dgua a partir da salinidade de
12%o, mostrando ser excelente hiper-hipo-regulador deste ion. Fortes hiper-hipo-
reguladores sdo espécies que mantém sua concentragdo iénica quase constante em
meios de salinidades que variam da 4gua doce até a 4gua do mar (ver revisdo em

Péqueux, 1995). Esse resultado é interessante uma vez que esta espécie ndo estd



24
normalmente em contato com a dgua do mar. Os resultados obtidos a longo prazo
(crénico) confirmam os resultados obtidos a curto prazo (agudo). Comparando a
concentracao de Mg da dgua experimental e a concentracao de Mg na hemolinfa
pode-se notar que a concentragdo no animal variou muito pouco enquanto que a
concentragao da agua experimental aumentou consideravelmente. Nota-se, ainda,
que a concentragao de Mg na hemolinfa ficou sempre abaixo da concentragio da
dgua experimental (com excegdo dos expostos em 4gua doce), indicando que o ion
Mg ¢é ativamente excretado pela glandula antenal (Morrit, 1989; Morrit & Spicer, 1993
e Péqueux, 1995).

Essa enorme capacidade de hipo-regular o Mg foi observada também
para outros palemonideos estudados por este laboratério como ja mencionado
anteriormente, e também para outros crusticeos. Segundo dados apresentados por
Morrit (1989), anfipodos terrestres e litoraneos (Talitridae) também demonstram
extraordinaria estabilidade nos valores de concentragdo de Mg da hemolinfa, diante
de variagao na salinidade do meio. Esta estabilidade e capacidade de hipo-regulagao
nao ocorre para outros ions como Na, Ca e K (Morrit, 1989). Esta diferenca deve estar
relacionada com o fato do Mg ser ativamente excretado pela glandula antenal (Morrit
e Spicer, 1993). O fon Mg tem uma importante fungao como cofator dentro de muitas
enzimas, especialmente aquelas envolvidas na transferéncia de grupos fosfato (ATP,
fosfatases e quinases) (Morrit e Spicer, 1993), por isso a necessidade de se estabilizar
a0 maximo a concentragao deste ion na hemolinfa, sendo de qualquer forma
espantosa a capacidade demonstrada por estes camardes que habitam tanto a agua
doce longe do estuario (Macrobrachium potiuna), agua doce préxima ao estudrio
(Macrobrachium acanthurus) quanto o préprio estudrio (Palaemon pandaliformis).

Com relagdo a dosagem de proteinas totais na hemolinfa de
Macrobrachium acanthurus, observou-se notavel estabilidade dos valores, em torno
de 90 mg/mL, porém foi notada distinta redugao nos seus niveis quando os animais
foram expostos a salinidade elevada a longo-prazo (Fig. 3). Os valores encontrados
para Macrobrachium acanthurus sao semelhantes ao que Gilles (1977) encontrou
para as espécies de caranguejos Eriocheir sinensis, Carcinus maenas e a lagosta
Astacus fluviatilis onde as suas concentragdes de proteinas totais encontradas,

quando os animais foram expostos as salinidades de 18%. (dgua do mar diluida) e
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em agua doce, (meios mais diluidos) foram maiores (quase que o dobro) do que
quando os animais foram expostos a 4gua do mar (meio mais concentrado). Péqueux
et al. (1979) também encontraram os mesmos resultados para as mesmas espécies de
caranguejos Eriocheir sinensis e Carcinus maenas e também para a espécie de siri
Callinectes sapidus.

Estes resultados podem significar que ha hidrélise de proteinas da
hemolinfa para a geragao de aminoacidos livres que entram nas células dos tecidos
do camarao para ajudéa-las na sua regulagdo de volume, ja que houve elevacio da
concentragao de NaCl da hemolinfa quando o animal se encontra em meio mais
concentrado de sais (Gilles, 1977, Péqueux et al., 1979 e Zatta, 1987).

Em relagdo ao padrao eletroforético da hemolinfa pode-se dizer que o
peptideo representado como uma grande mancha na Figura 4 possui peso molecular
de aproximadamente 77kDa, sendo um mondmero da hemocianina. Segundo Sellos
(1997) a hemocianina é um hexamero de peso molecular igual a 450kDa, com seis
monomeros iguais de aproximadamente 75kDa. No gel, a hemocianina ficou
representada como uma grande mancha, devido ao fato de que a hemocianina
consiste de 95% do total de proteinas na hemolinfa (Mangum, 1996). Para a
visualizagdo das outras bandas de proteinas presentes em menor quantidade foi
necessaria a administragdo de 100 ng de proteina total a cada pogo do gel, o que
terminou gerando a grande mancha de hemocianina no gel.

Em estudos realizados neste laboratério (Rodrigues & Freire, dados néo
publicados) foi possivel observar diferengas entre as subunidades da hemocianina
dos palemonideos. Na espécie Palaemon pandaliformis a proteina mais abundante, a
hemocianina, se divide distintamente em dois peptideos de pesos moleculares
diferentes: 81 e 62kDa, diferente de Macrobrachium potiuna em que da mesma forma
que em Macrobrachium acanthurus, a hemocianina estd representada por apenas
uma subunidade de peso molecular de aproximadamente 80kDa.

Segundo Urich (1994), a hemocianina dos crusticeos possui em geral
trés tipos de subunidades, que sdo o, B e v. Contudo, Palaemon elegans apresenta
apenas os tipos o e Y, que poderiam corresponder as duas grandes bandas vistas em

Palaemon pandaliformis, ja que as duas espécies sao do mesmo género. Estudos
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futuros com anticorpos contra cada tipo de subunidade seriam necessarios para
confirmar estas hip6teses.

Gilles (1977) também observou o surgimento de bandas de proteinas
novas em determinadas condigdes de salinidades como ocorreu aqui com
Macrobrachium acanthurus, que teve diferenca no padréo eletroforético de acordo
com o tempo e a salinidade de aclimatagdo. Em Macrobrachium acanthurus ocorreu
o aparecimento de mais uma proteina de peso molecular de aproximadamente
102kDa quando o animal foi exposto a 6 horas na salinidade de 28%o. e duas proteinas
de peso molecular de 105kDa e 91kDa quando o animal foi exposto a 10 dias na
salinidade de 28%.. Obviamente este peptideo de 102kDa poderia ser o mesmo de
105kDa observado ap6s 10 dias. Novamente, cabe ressaltar que apenas estudos com
anticorpos poderiam confirmar a natureza destes peptideos. Nao foram encontrados
mais estudos relacionando mudangas no padrdo eletroforético das proteinas da
hemolinfa de crustdceos quando submetidos a diferentes salinidades, o que limitou
as possibilidades de comparagao e interpretagdo dos resultados obtidos no presente
estudo, mas por outro lado demonstra a relevancia deste estudo e a necessidade de

sua continuagao.
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CONCLUSAO

Pode-se concluir que Macrobrachium acanthurus regula muito bem os
ions de magnésio na sua hemolinfa e em menor grau os fons de cloreto. Quanto ao
envolvimento das proteinas na sua osmorregulagao, houve tendéncia para redugio
nos niveis de proteinas totais na hemolinfa dos animais expostos a salinidade
elevada a longo-prazo, o que pode indicar a geragdo de aminoacidos livres para
influxo nos tecidos e atuagao na regulagao de volume celular, o que é compativel com
a literatura. Houve também indicagdo de alteracdo no padrao eletroforético das
proteinas da hemolinfa de acordo com a exposi¢do do camardo a meio de salinidade
elevada, o que pode significar uma alteragdo também qualitativa, além de
quantitativa, nas proteinas da hemolinfa como parte dos mecanismos de

osmorregulagao deste camarao de dgua doce eurihalino.
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