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RESUMO

Os crustaceos anomuros do género Aegla ocorrem em agua doce ha
aproximadamente 74 milhdes de anos. O objetivo desse estudo foi avaliar a
plasticidade osmorregulatoria da espécie dulcicola Aegla schmitti através da
determinacdo de limites de tolerdncia ao aumento de salinidade e da
participacdo de mecanismos fisiolégicos. Os animais foram expostos a agua
doce (controle) e as salinidades de 15%o, 20%o0, 25%0 € 35%. pelos periodos de
um, cinco e dez dias e a taxa de sobrevivéncia da espécie foi determinada.
Como a taxa de sobrevivéncia foi reduzida na salinidade de 35%. ap6s um dia
de exposicéo, foi realizado um experimento de exposi¢cdo a essa salinidade por
doze horas. Apds os experimentos foram medidas as concentracdes idnicas
(Na*, K*, CI- e Mg?*) e a osmolalidade da hemolinfa; a atividade da enzima
anidrase carb6nica nas branquias e o teor hidrico no musculo abdominal. Aegla
schmitti mostrou que ainda preserva mecanismos osmorregulatérios para
sobreviver em 4guas salinas e pode ser considerada eurialina, uma vez que
apresentou grande plasticidade osmorregulatéria, conseguindo sobreviver por
até dez dias nas salinidades de 15%o., 20%0. € 25%0 e por até doze horas na
salinidade de 35%.. Essa espécie também mostrou dois padrées de respostas
diferentes, quando exposta a salinidades entre 20%o. € 25%., sendo capaz de
osmoconformar a osmolalidade da sua hemolinfa apds cinco dias e
hiporregular apos um dia (entre 21%o € 25%o) e dez dias (entre 23%o € 25%0). NO
geral, os ions sodio e cloreto aumentaram junto com o aumento da
osmolalidade da hemolinfa. O potassio foi o Unico ion que diminuiu a sua
concentragédo apo6s cinco dias na salinidade de 15%. em comparagado aos
tempos de um e dez dias e na salinidade de 20%. apds cinco dias em
comparacdo a um dia. Essa diminuicdo da concentracdo de potassio pode
estar relacionada com a funcdo desse ion na Regulacdo Isosmotica
Intracelular. A concentracdo de magnésio aumentou com 0 aumento da
salinidade e também com o maior tempo de exposicdo. O teor hidrico muscular
manteve-se inalterado, exceto na salinidade de 25%0 onde houve uma reducédo
apos cinco dias de exposicao, mostrando que essa espécie ainda consegue
regular o volume celular, mesmo com a elevacdo da osmolalidade da
hemolinfa. Esse estudo também foi o primeiro a medir a atividade da enzima
anidrase carbbnica de uma espécie da familia Aeglidae. A atividade dessa
enzima manteve-se inalterada, mesmo com o aumento da osmolalidade da
hemolinfa em todas as salinidades e todos os tempos de exposicao,
possivelmente devido a funcdo que essa enzima realiza no equilibrio acido-
base. A Unica excecado ocorreu na salinidade de 35%o. apds doze horas, quando
a atividade da anidrase carbonica reduziu 63,3% em relacéo a agua doce. Esse
estudo foi extremamente importante para entender melhor os mecanismos
fisiologicos envolvidos na osmorregulacdo dos crustaceos anomuros do género
Aegla.

Palavras-chave: Agua doce, anidrase carbonica, crustaceos, osmorregulagao,
salinidade



ABSTRACT

The anomurans crustaceans of the genus Aegla occur in fresh water for
about 74 million years. The aim of this study was to evaluate the
osmoregulatory plasticity of the freshwater species Aegla schmitti by
determining limits of tolerance to increased salinity and the participation of
physiological mechanisms. The animals were exposed to fresh water (control)
and salinities of 15%o, 20%o, 25%0 and 35%o for periods of one, five and ten days,
and the survival rate of the species was determined. As the survival rate was
reduced salinity of 35%. after a day of exposure, was performed an experiment
of exposure to this salinity for twelve hours. After the experiments were
measured ionic concentrations (Na*, K*, ClI- and Mg?*) and the osmolality of the
hemolymph; the activity of the enzyme carbonic anhydrase in the gills and the
water content in the abdominal muscle. Aegla schmitti showed that preserves
osmoregulatory mechanisms to survive in saline waters and can be considered
euryhaline, since showed great osmoregulatory plasticity, managing to survive
for up to ten days on the salinity of 15%o, 20%0 and 25%. and up to twelve hours
in salinity 35%0. This species also showed two different patterns of responses
when exposed to salinity of 20%. and 25%., being able to osmoconformer of
their hemolymph osmolality after five days and hipo-regulate after one day
(between 21%o0 and 25%0) and ten days (between 23%. and 25%o). In general,
the sodium and chloride ions increased with increasing hemolymph osmolality.
The potassium is the only ion concentration decreased after five days in salinity
of 15%0. compared to the times of one and ten days and the salinity of 20%. after
five days compared with a day. This decrease in potassium concentration can
be related to the function of this ion in the Isosmotic Intracellular Regulation.
The magnesium concentration increased with increasing salinity and also with
longer exposure time. Muscle water content remained unchanged, except in
salinity of 25%0 where there was a reduction after five days of exposure,
showing that this species can still regulate cell volume, even with increasing of
the hemolymph osmolality. This study was also the first to measure the activity
of the enzyme carbonic anhydrase of a kind of family Aeglidae. The activity of
the enzyme remained unchanged even with increasing of hemolymph
osmolality in all salinities and all exposure times, possibly due to this enzyme
function that performs the acid-base balance. The only exception occurred in
salinity of 35%. after twelve hours, when the activity of the carbonic anhydrase
reduced 63.3% compared to freshwater. This study was extremely important to
better understand the physiological mechanisms involved in osmoregulation of
anomurans crustaceans the genus Aegla.

Key words: freshwater, carbonic anhydrase, crustaceans, osmoregulation,
salinity
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1. INTRODUCAO

Os animais que vivem em ambientes aquaticos desenvolveram, ao longo da
evolugcdo, a capacidade de manter a homeostase osmotica e ibnica do liquido
extracelular (LEC) através dos mecanismos de osmorregulacdo, ou seja, da
regulacdo das concentracdes de soluto e balanco hidrico essenciais para sua
sobrevivéncia (PEQUEUX, 1995; CAMPBELL; REECE, 2010).

De acordo com sua capacidade osmorregulatéria, as espécies aquaticas
podem ser classificadas como osmoconformadoras ou osmorreguladoras. Todos 0s
osmoconformadores sao animais marinhos (CAMPBELL; REECE, 2010), capazes
de manter o liquido extracelular (LEC) isosmoético em relagcdo ao meio externo (agua
onde vivem) através da reducéo de gradientes osmaticos e alta permeabilidade dos
epitélios de interface. Para manter a homeostase, esses animais realizam
Regulacdo Isosmatica Intracelular (RII), que € responsavel pela manutencdo do
volume intracelular através de ajustes na concentracdo de osmalitos intracelulares,
como aminoécidos livres, peptideos, K* e Ca2* (PEQUEUX, 1995; MCNAMARA et
al., 2004). Os animais osmorreguladores mantém a osmolalidade do liquido
extracelular constante, independente das variagbes do meio externo. Eles
apresentam baixa permeabilidade dos epitélios, realizam absorcéo ativa de sal nas
espécies dulcicolas (que envolve a participacdo de enzimas como Na*,K*-ATPase,
H*-ATPase e Anidrase Carbbnica) ou secrecao de sal nas espécies marinhas. Esse
mecanismo de manutencdo da homeostase do LEC é chamado Regulagéo
Anisosmética Extracelular (RAE) (FLORKIN, 1962; PEQUEUX, 1995).

Os animais aquaticos também podem ser classificados avaliando-se sua
tolerancia em relacdo a variacdo de salinidade do ambiente. Os que conseguem
tolerar grandes variacbes de concentragdo salina no ambiente onde vivem sé&o
chamados de eurialinos, e 0s que possuem tolerdncia limitada a variacdo de
salinidade s&do chamados de estenoalinos. Deve-se ressaltar que esta Ultima
classificagdo tem mais sentido quando usada de forma comparativa, e que todas
estas classificacbes dependem da salinidade do ambiente e do tempo de exposigcao
a esta salinidade (PEQUEUX, 1995; WILLMER; STONE; JOHNSTON, 2005).



Os crustaceos sao invertebrados que podem ser encontrados nos mais
diversos ambientes e a maioria das espécies vivem no ambiente marinho, mas
também existem espécies dulcicolas, estuarinas e terrestres (RUPPERT; FOX;
BARNES, 2005). As espécies que conseguiram colonizar com sucesso a agua doce
sofreram, ao longo da evolugdo, adaptacbes fisiologicas, morfolégicas e
bioquimicas, além de desenvolverem a capacidade de hiper-regular a sua hemolinfa
para sobreviver em ambientes com baixas concentragcoes de sal (AUGUSTO et al.,
2009).

A maioria dos crustaceos (aquaticos, terrestres e semi-terrestres) sao
osmorreguladores. Os crustaceos osmorreguladores aquaticos podem ser
subdivididos em hiporreguladores e hiperreguladores. Os hiporreguladores tém a
capacidade de se manter hiposmoético em relagdo ao ambiente onde vivem,
mantendo a concentracdo osmotica do LEC menor do que a do meio externo, como
acontece com alguns decapodas, copépodas e isopodos marinhos (PEQUEUX,
1995; WILLMER; STONE; JOHNSTON, 2005; FREIRE; ONKEN; MCNAMARA,
2008). Os hiperreguladores se mantém hiperosméticos em relagdo ao ambiente,
guando a concentracdo osmoética do LEC é maior do que a do meio externo, como
acontece com todas as espécies dulcicolas (PEQUEUX, 1995; KIRSCHNER, 2004;
FREIRE; ONKEN; MCNAMARA, 2008). Os crustaceos hiperreguladores podem
ainda ser divididos em fortes, como por exemplo os caranguejos Eriocheir sinensis e
Dilocarcinus pagei, os camardes palemonideos do género Macrobrachium e a
familia Aeglidae, que sao capazes de absorver sal de agua doce; ou fracos, como 0s
caranguejos Carcinus maenas e Chasmagnathus granulata, que sdo capazes de
absorver sal apenas de agua salobra, mas ndo de agua doce (PEQUEUX, 1995;
KIRSCHNER, 2004; FREIRE; ONKEN; MCNAMARA, 2008).

1.1  Orgéos osmorregulatérios em crustaceos

Os principais 0rgaos responsaveis pela osmorregulacdo em crustaceos sao
as branquias (PEQUEUX, 1995). Nos caranguejos e nos siris as branquias
posteriores e as branquias anteriores diferem-se morfologicamente e
funcionalmente. As branquias anteriores apresentam um epitélio mais fino e séo

responsaveis pela respiracdo e as branquias posteriores apresentam um epitélio



mais grosso e sdo responsaveis pela absorcdo ativa de NaCl (COPELAND;
FITZJARRELL, 1968; MANTEL; FARMER, 1983; LUQUET et al., 2002a; FREIRE;
ONKEN; MCNAMARA, 2008). Varios estudos realizados com caranguejos e siris
mostram que a atividade das enzimas Na*,K*-ATPase (NKA) e anidrase carbonica
(AC) sdo maiores nas branquias posteriores do que nas branquias anteriores
confirmando o papel das branquias posteriores nos processos de osmorregulacao
(e.g. NEUFELD; HOLLIDAY; PRITCHARD, 1980; HENRY et al., 2002, KIRSCHNER,
2004; SERRANO; HALANYCH; HENRY, 2007; FREIRE; ONKEN; MCNAMARA,
2008; LARSEN et al., 2014).

Porém, nos camarfes e nos lagostins ndo foram observadas diferencas na
atividade dessas duas enzimas nas branquias posteriores e anteriores (WHEATLY;
HENRY, 1987; WILDER et al., 2000; JASMANI; JAYASANKAR; WILDER, 2008;
HENRY et al.,, 2012). Segundo Lucu e Towle (2003), essas diferencas funcionais
encontradas nas branquias anteriores e posteriores parecem ser caracteristicas
exclusivas do tdxon Brachyura e podem ndo ser encontradas em outros tadxons de

crustaceos.

Os crustaceos também possuem glandulas antenais, também chamadas de
glandulas verdes ou glandulas maxilares, que sdo responsaveis pela producdo de
urina (LARSEN et al., 2014). No geral, os caranguejos dulcicolas produzem urina
isosmatica em relacdo a hemolinfa, como por exemplo Potamon niloticus (SHAW,
1959), Potamon edulis (HARRIS; MICALLEF, 1971), Eriocheir sinensis
(RATHMAYER; SIEBERS, 2001) e Dilocarcinus pagei (AUGUSTO et al., 2007Db).
Porém, os lagostins e algumas espécies de camardes sdo capazes de produzir urina
diluida em relacdo a hemolinfa como por exemplo Austropotamobius pallipes
pallipes (RIEGEL, 1964), Orconectes limosus (RIEGEL, 1964), Pacifastacus
leniusculus (KERLEY; PRITCHARD, 1967), P. clarkii (SARVER; FLYNN; HOLLIDAY,
1994), Astacus leptodactylus (KHODABANDEH et al.,, 2005), Syncaris pacifica
(BORN, 1968), Macrobrachium australiense (DENNE, 1968) e Macrobrachium
rosenbergii (STERN; BORUT; COHEN, 1987). A producdo de urina diluida em
grande quantidade significou uma vantagem para a conquista de meios mais
diluidos, como a agua doce, devido a quantidades maiores de agua excretada
nesses ambientes (LOCKWOOD, 1977).



1.2 Mecanismos osmorregulatorios e adaptacdes em dgua doce

Os animais que vivem em agua doce sdo hiperosmaéticos em relacdo ao
meio em que vivem e, por isso, enfrentam dois problemas osmorregulatérios que
sao: a entrada de agua, devido ao gradiente osmotico e perda de sal para o meio em
que vivem (RANDALL; BURGGREN; FRENCH; 2000).

Para solucionar esses problemas osmorregulatérios, os crustaceos de agua
doce desenvolveram algumas adaptacbes para esses ambientes com baixa
salinidade como a reducao da permeabilidade da superficie corporal a 4gua e aos
sais; 0 aumento da producao de urina diluida, para compensar a entrada de agua; e
absorcao ativa de sal, principalmente NaCl, para compensar a perda passiva de sal
(MANTEL; FARMER; 1983; HENRY et al., 2012).

Os hiperreguladores fortes possuem células branquiais ricas em
mitocondrias que possuem transportadores apicais e basolaterais, responsaveis pela
absorcdo de NaCl em é&gua doce (e.g. PEQUEUX, 1995; FREIRE; ONKEN;
MCNAMARA, 2008; HENRY et al., 2012; MCNAMARA; FARIA, 2012). Os
transportadores localizados na regido apical dos hiperreguladores fortes sdo os
canais de Na*, o trocador CI/HCO;- e a H*-ATPase; e o0s transportadores
localizados na regido basolateral sdo a Na*,K*-ATPase, os canais de Cl~ e os canais
de K* (FIGURA 1) (FREIRE; ONKEN; MCNAMARA, 2008; HENRY et al.,, 2012;
MCNAMARA,; FARIA, 2012; LARSEN et al., 2014). Além desses transportadores,
essas células também possuem a enzima anidrase carbonica citosolica, responsavel
pela hidratagcdo do CO, e producdo dos ions H* e HCO;™ (FIGURA 1). A anidrase
carbOnica citosdlica desempenha varias funcdes celulares e esta envolvida tanto no
equilibrio acido-base, quanto na absorcdo de sal em crustaceos -eurialinos
(PEQUEUX, 1995; HENRY et al., 2012; MCNAMARA; FARIA, 2012; LARSEN et al.,
2014; MITCHELL; HENRY, 2014; ALI et al., 2015) (FIGURA 1).

A absor¢éo do sodio ocorre devido a atividade da H*-ATPase que bombeia
H* (proveniente da atividade da anidrase carbdnica citosolica) para o0 meio externo
(dgua doce) e gera um gradiente eletroquimico que favorece a entrada dos ions Na*
atraves dos canais de Na* apicais. Em seguida, o Na* € absorvido para a hemolinfa

através da atividade da Na*,K*-ATPase basolateral. J& o cloreto, é absorvido



independentemente do sodio, através do trocador CI-/HCO;", que troca o ion CI- pelo
ion HCO;™ (produzido pela atividade da anidrase carbénica citosdlica). Por fim, o ClI-
€ absorvido para a hemolinfa através de canais de CI- basolaterais. Em geral, os
crustaceos hiperreguladores fortes utilizam mecanismos iguais ou muito
semelhantes a esses para absorver NaCl em agua doce (ONKEN, RIENSTENPATT,
1998; FREIRE; ONKEN; MCNAMARA, 2008; MCNAMARA; FARIA, 2012; LARSEN
et al., 2014).

Meio Externo
H* HCOy"
: . .4,.~»_+ \-jy:.
“ ‘ ‘J- l \ > -
; bl i W 4 Jungdes
Na* cr) H -
H* HCO," H Septadas
‘ CO, H;0
2K* ’
! ,'«»“ln\l I I"'\
W a
: k'
3Na* K* cr
Hemolinfa

FIGURA 1. Modelo hipotético para absor¢é@o de sal em agua doce nas branquias de crustaceos hiper-

reguladores fortes. Baseado em McNamara e Faria 2012.

Além dos transportadores de membrana organizados para realizar a
absorcdo de sal em &agua doce, os animais dulcicolas ao longo da evolucdo
desenvolveram solugfes para reduzir a permeabilidade corporal a agua e aos ions.
A reducédo da permeabilidade a agua ocorre de duas maneiras: as juncdes septadas
(FIGURA 1) impedem o transporte paracelular e a auséncia de aquaporinas na
membrana plasmética impede o transporte transcelular (PEQUEUX, 1995;
RANDALL; BURGGREN; FRENCH; 2000; FREIRE; ONKEN; MCNAMARA, 2008;
HENRY et al., 2012; MCNAMARA; FARIA, 2012).



Nos crustaceos dulcicolas ndo ocorre o transporte paracelular de ions,
devido as juncdes septadas (FIGURA 1) serem mais espessas do que as juncdes
presentes em crustaceos estuarinos e marinhos (FREIRE; ONKEN; MCNAMARA,
2008; MCNAMARA,; FARIA, 2012). Essas juncbes mais espessas impedem que 0s

crustaceos dulcicolas percam ions como o Na* para 0 meio em que vivem.

1.3 Crustaceos dulcicolas da Ordem Decapoda

Dos crustaceos pertencentes a Ordem Decapoda, apenas 0s taxons
Dendrobranchiata, Caridea, Brachyura, Astacida e Aeglidae conseguiram invadir
com sucesso 0 ambiente dulcicola, sendo que apenas os taxons Astacida e Aeglidae
vivem exclusivamente na agua doce (FIGURA 2) (e.g. PEREZ-LOSADA et al., 2004;
CRANDALL; BUHAY, 2008; DE GRAVE; CAI; ANKER, 2008; YEO et al., 2008;
TAVARES; SEREJO; MARTIN, 2009; FARIA; AUGUSTO; MCNAMARA, 2011).

Euphausiacea

Dendrobranchiata

Caridea
Stenopodidea
Palychelida

Glypheoidea

Thaumastochelida

Homarida

Astacida
Thalassinida
Achelata
Aeglidae

Other Anomura

Brachyura

FIGURA 2. Relagbes filogenéticas entre crustdceos da Ordem Decapoda. Baseado em Faria;

Augusto e McNamara 2011.



Todos os crustaceos da Ordem Decapoda apresentam branquias que
possuem um eixo central com vasos sanguineos aferente e eferente, mas com
diferencas morfolégicas na distribuicdo dos ramos ou filamentos. Por isso, as
branquias dos crustaceos Decapoda sdo divididas em trés tipos diferentes:
dendrobranquias, que sé@o exclusivas do taxon Dendrobranchiata; filobranquias, que
estdo presentes nos tdxons Brachyura e Caridea, e também em algumas espécies
de Anomura; e tricobranquias, que sdo encontradas nos taxons dulcicolas Astacida
e Aeglidae, mas também estdo presentes em taxons marinhos, como Homarida,
Thalassinida e Stenopodidea (RUPPERT; FOX; BARNES, 2005; FREIRE; ONKEN;
MCNAMARA, 2008).

1.4 Familia Aeglidae

A familia Aeglidae, Dana 1852 pertence a Infra-ordem Anomura, e é a Unica
familia dessa Infra-ordem exclusivamente de &agua doce. A familia Aeglidae é
formada por apenas trés géneros, sendo dois fésseis (Hamuriaegla e Protoaegla) e

apenas um género atual, Aegla.

O género Aegla é endémico da América dos Sul e se distribui pelos rios da
Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai (MARTIN; ABELE, 1986). Além
de rios, esses crustaceos também podem ser encontrados em arroios e cavernas,
escondidos embaixo de rochas, em aguas bastante oxigenadas e limpidas
(DALOSTO; SANTOS, 2011).

Todas as espécies do género Aegla sao hololimnéticas e atualmente sdo
descritas na literatura 77 espécies (SANTOS et al.,, 2013; SANTOS et al., 2015),
sendo registradas dez espécies no Estado do Parana: Aegla castro, Aegla lata,
Aegla marginata, Aegla parana, Aegla schmitti, Aegla parva, Aegla paulensis, Aegla
meloi, Aegla loyolai e Aegla lancinhas (BOND-BUCKUP, 2003; SANTOS et al.,
2015).

A maioria das espécies sdo classificadas como onivoras e generalistas,
podendo também apresentar comportamento de canibalismo (SANTOS et al., 2008).
Apresentam uma grande importancia ecologica na cadeia alimentar, pois se

alimentam de insetos, oligoquetas, plantas submersas, algas, fungos, copépodos,



moluscos, tardigrados e rotiferos (BAHAMONDE; LOPEZ, 1961; RODRIGUES;
HEBLING, 1978; BUENO; BOND-BUCKUP, 2004; SANTOS et al., 2008; WILLINER,
2010), além de servirem de alimento para peixes, aves, ras e lontras
(ARENAS,1976; SANTOS et al., 2008; CASSINI et al., 2009).

A origem do grupo ainda € incerta, sendo que alguns autores sugerem que 0
grupo se originou no Oceano Pacifico (ORTMANN, 1902; PEREZ-LOSADA et al.,
2004) e outros sustentam a origem no Oceano Atlantico (SCHMITT, 1942,
RINGUELET, 1949; MORRONE; LOPRETTO, 1994). Porém, Feldmann (1984)
descobriu um féssil marinho de Hamuriaegla glaessneri na Nova Zelandia, de
aproximadamente 75 milhdes de anos, sugerindo que a origem do grupo ocorreu na
regido Indo-Pacifico e depois se dispersou pela América do Sul. Alguns anos depois,
esse mesmo pesquisador descobriu um féssil em sedimentos marinhos de Protaegla
miniscula no México, de aproximadamente 110 milhdes de anos (FELDMANN et al.,
1998). Através de uma andlise molecular utilizando 64 espécies e subespécies da
familia Aeglidae, Pérez-Losada et al. (2004) sugeriu que o grupo tem uma origem
marinha e a espécie Aegla papudo é considerada a mais primitiva, mas nao se pode

inferir a idade minima em que ocorreu a invasao para o ambiente dulcicola.

A espécie em estudo, Aegla schmitti Hobbs 1ll, 1979 (FIGURA 3) se distribui
pelos estados do Parana, Santa Catarina e Sdo Paulo, nas Bacias do Iguacu,
Litordnea e Ribeira do Iguape (BOND-BUCKUP; BUCKUP, 1994). Estudos sobre a
capacidade osmorregulatéria de crustdceos do género Aegla ainda sao muito
escassos na literatura, existindo apenas quatro trabalhos de quatro espécies
diferentes: Aegla longirostri (COGO; SANTOS, 2007), Aegla schmitti (FREIRE et al.,
2008), Aegla franca (FARIA; AUGUSTO; MCNAMARA, 2011) e Aegla parana
(FREIRE et al., 2013).

A espécie A. longirostri quando exposta a agua salobra (salinidades de até
20%0) sobreviveu por 4 dias, indicando resquicios de processos fisiologicos de seus
ancestrais marinhos que levam a tolerancia a ambientes salinos (COGO; SANTOS,
2007). Aegla schmitti exposta a salinidade de 15%o., durante sete horas, conseguiu
manter a osmolalidade de sua hemolinfa relativamente constante, e a porcentagem

de agua no musculo permaneceu inalterada (FREIRE et al., 2008).

Aproximadamente 85% dos individuos de A. franca conseguem sobreviver

em salinidades entre 15 e 21%o0 por dez dias. Em salinidade de 28%o, apenas 25%



dos individuos sobrevivem por esse mesmo periodo de tempo. J& em salinidade de
35%o, apds um periodo de apenas um dia, apenas 7% dos individuos sobrevivem.
Em relacdo a regulacdo anisosmotica extracelular, A. franca € um forte hiper-
regulador em salinidades de até 15%. e ndo é capaz de hiporregular a osmolalidade
da hemolinfa em nenhuma salinidade entre <0,5%. (agua doce) e 31%0 (FARIA;
AUGUSTO; MCNAMARA, 2011). Em relagdo a Regulacdo Isosmética Intracelular a
concentragdo de aminoacidos livres, presentes no tecido muscular de A. franca,
aumentou acentuadamente em desafios hiperosmoticos, cerca de 3,5 vezes em
salinidade de 25%.,, em dois dias, sem reduzir a hidratacdo do tecido (FARIA,
AUGUSTO; MCNAMARA, 2011).

Experimentos in vitro utilizando tecido muscular da espécie A. parana
submetida ao choque hiperosmoético, reduziu seu peso Uumido muscular entre 10 e
20%, trinta minutos apds ser exposta ao choque. Quando foi adicionado furosemida
(inibidor de NKCC) ao tecido muscular, em condi¢cdes hiperosmoticas, houve uma
diminuicdo de peso umido de A. Parand, sugerindo que essa espécie depende do
cotransportador NKCC para diminuir a perda de volume quando exposta a choques
hiperosmoéticos (FREIRE et al., 2013).

CC=13,3mm

f‘ Flanedn nveviehvasos

FIGURA 3. Exemplar de Aegla schmitti. Foto: Setuko Masunari (www.planetainvertebrados.com.br)

A familia Aeglidae tem origem no ambiente marinho e estima-se que esse
grupo ocupa o ambiente dulcicola h& pelo menos 74 milhdes de anos, estando o

clado onde encontra-se a espécie A. schmitti datando de aproximadamente 33


http://www.planetainvertebrados.com.br/
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milhdées de anos (PEREZ-LOSADA et al., 2004). Por apresentarem longo tempo de
evolucdo em agua doce, e pouco conhecimento em relagdo a plasticidade
osmorregulatéria do género Aegla, pretende-se avaliar os limites de toleréncia ao
choque hiper-salino e a participacdo de mecanismos osmorregulatérios, com a
finalidade de avaliar manutencdo de processos fisiolégicos de osmorregulacao
oriundos de seus ancestrais marinhos. Esse trabalho também serd o primeiro a
medir a atividade de uma enzima (Anidrase Carb6nica) relacionada com a absorcao

de sal em agua doce de uma espécie do género Aegla.

1.5 Hipotese

A espécie A. schmitti, que possui longo tempo de evolucdo em &gua doce,
perdeu 0s mecanismos de osmorregulacdo, responsaveis por garantir a

sobrevivéncia desse crustaceo por longos periodos em aguas salinas.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar a plasticidade osmorregulatoria
do crustaceo dulcicola A. schmitti, através da determinacao de limites de tolerancia
ao aumento de salinidade e da participacdo de mecanismos osmorregulatorios

fundamentais para enfrentar desafios salinos.

2.2 Objetivo Especifico

* Avaliar as concentragBes osmoéticas e idnicas do liquido extracelular e teor

de &gua no tecido muscular em resposta a alteracéo de salinidade do meio;

* Avaliar o papel da enzima Anidrase Carb6nica nas branquias de A. schmitti

em resposta a alteracao de salinidade do meio.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta e aclimatagédo dos crustaceos em laboratério

Os crustaceos de agua doce Aegla schmitti foram coletados no Rio Capivari,
Bocailva do Sul, Parand (25°9'57.22”S e 49°6'46.5”W), todos em periodo de
intermuda, com o auxilio de pucas. Em seguida, os crustaceos foram transportados
para o laboratorio, em caixas térmicas contendo agua do local da coleta.

No laboratério, durante o periodo de aclimatacdo de sete dias, 0s crustaceos
foram mantidos em um aquario de 38 litros, com agua doce flitrada e aeracéo
constante. Os animais foram alimentados com filé de peixe em dias alternados. A
agua do aquério foi trocada todos os dias. A temperatura média da agua foi de 18,8

+ 0,4°C durante o periodo de aclimatacao.

3.2 Protocolo Experimental

Apbs o periodo de aclimatacdo, exemplares de A. schmitti, medindo em
média 13,30 + 0,28 mm de CC (comprimento da carapaca - da ponta do rostro até a
borda superior da carapaca) (n= 118), foram transferidos diretamente para 0s
tratamentos experimentais em recipientes plasticos (n=3 por recipiente) contendo
aproximadamente 2,5 litros de agua e com aeracao constante. Foram realizados
quinze tratamentos diferentes (5 salinidades x 3 tempos). As salinidades dos
tratamentos foram: Agua Doce (controle), 15%o, 20%o, 25%0 € 35%o; 0s tempos dos
tratamentos foram: um dia, cinco dias e dez dias. Antes desses quinze tratamentos
foi realizado um piloto com o tempo de dez dias para verificar a sobrevivéncia. Além
do experimento de sobrevivéncia, também foi realizado mais um experimento, onde
a espécie A. schmitti foi submetida a salinidade de 35%. no tempo de doze horas, ja
que nesse tempo de exposicdo a taxa de sobrevivéncia foi alta (88,89%) em relagéo
a taxa de sobrevivéncia nos outros tempos, que foram de 55,56% em um dia,

11,11% em cinco dias e 0% em dez dias.

Os experimentos foram realizados varias vezes até que se obtivessem no

minimo seis e N0 maximo nove crustaceos em cada grupo experimental. Durante o
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experimento os crustaceos ndo foram alimentados. A 4gua foi trocada totalmente a
cada dois dias, nos experimentos de cinco e de dez dias. Apés o periodo
experimental os crustaceos foram sacrificados por técnica de crioanestesia por
imersdo em gelo picado, em seguida foram coletadas amostras de hemolinfa, as

branquias e fragmentos do musculo abdominal.

3.3 Amostras da hemolinfa e dos tecidos

ApoOs a crioanestesia, foram coletadas amostras da hemolinfa (= 50pul) de
cada crustaceo. As amostras foram retiradas da puncdo da membrana artrodial de
um dos pereidpodos, usando uma seringa de insulina acoplada a uma agulha e
transferidas para tubos de Eppendorfs de 0,5 ml. Em seguida, as amostras da

hemolinfa foram congeladas a -20°C.

As branquias e o musculo abdominal foram seccionados com o auxilio de
uma tesoura e uma pinca. Esses tecidos foram transferidos para tubos de
Eppendorfs de 0,5 ml e congelados a -80°C. As branquias foram utilizadas para
ensaio da atividade da anidrase carbdnica e o muasculo foi utilizado para determinar

o teor hidrico.

3.4 Dosagens da hemolinfa

As amostras da hemolinfa foram utilizadas para determinar a osmolalidade e
as concentracoes idnicas de Na*, K*, ClI- e Mg*2. A osmolalidade foi determinada com
um micro-osmoémetro de pressao de vapor Vapro 5520 (Wescor, Logan, E.U.A.). As
concentracbes dos ions sodio (Na*) e potassio (K*) foram determinadas com um
fotbmetro de chama micronal B462, em amostras diluidas na proporcéo 1:400 (AD,
15%0, 20%0 € 25%0) e 1:800 (35%0). As concentracdes dos ions cloreto (CI7) e
magnésio (Mg*?) foram determinadas utilizando kits comerciais Labtest e
espectrofotometro Ultrospec 2100 PRO Amersham Pharmacia biotech. Todas as

concentracgdes idnicas foram dosadas em duplicatas.



13

3.5 Teor Hidrico

O teor hidrico (%) foi determinado através de amostras do musculo
abdominal (Peso umido = 5,7 + 0,35 mg, n=82) dos crustaceos. Primeiro, as
amostras foram pesadas para determinar o peso Umido (Pu). Em seguida, as
amostras foram transferidas para dentro de uma estufa, com temperatura de 60°C
durante 24 horas. Apés esse periodo, as amostras foram pesadas novamente para
determinar o peso seco (Ps). O teor hidrico foi calculado através da férmula:

Th (%) = [(Pu — Ps) / Pu] x 100

3.6 Atividade da Anidrase Carbbnica

O método de Vitale et al. (1999) foi utilizado para determinar a atividade da
enzima anidrase carbdnica. As branquias foram descongeladas, pesadas e
homogeneizadas em 10% P/V (peso/volume) de tampé&o (225 mM de manitol, 75
mM de sacarose, 10 mM de Tris base, pH de 7,4). O peso médio das branquias foi
de 13,34 £ 1,01 mg (n= 89). Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados a
13.400 xg durante 5 minutos a 4°C. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi

utilizado para determinar a atividade da enzima.

Foi medido a queda do pH de cada amostra, com a utilizacdo de 7,5 ml do
mesmo tampéao da homogeneizacao, que foi adicionado a 0,05 ml do sobrenadante
homogeneizado. Em seguida, também foi adicionado 1 ml de &gua deionizada
saturada com CO; a 2,5°C, nos tempos 0, 4, 8, 12, 16 e 20 segundos, para gerar
uma reta de regressao linear. A queda de pH foi medida com um pHmetro de
bancada (inoLAB pH level 1 da WTW®, Alemanha) e o tempo foi medido com um
crondmetro. A inclinagéo da reta de regresséo linear corresponde a Taxa de Reacao
Catalisada (TC). A Taxa de Reacdo N&o Catalisada (TNC) foi obtida da mesma
forma que a Taxa de Reacao Catalisada, substituindo a amostra homogeneizada por
0,05 ml do mesmo tampao. A Atividade da Anidrase Carbbdnica (AAC) foi calculada

através da formula:

AAC = [TC/TNC - 1]/ mg proteina total
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O método de Bradford (1976) foi utilizado para determinar a concentracao de

proteinas totais das branquias.

3.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados na forma de média + erro padrdo da
média. As médias foram avaliadas através de analises de variancia de duas vias
(TWO-ANOVA) (fatores: salinidade X tempo) seguido por um teste post hoc de
Tukey. Os testes de normalidade e de homogeneidade das variancias foram
realizados antes de cada ANOVA. Todas as diferencas foram consideradas

significativas quando P < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Taxa de sobrevivéncia

Aegla schmitti expostas a agua doce (FIGURA 4A) e as salinidades de 15%o
(FIGURA 4B), 20%0 (FIGURA 4C) e 25%0 (FIGURA 4D) ap0s dez dias apresentaram
a taxa de sobrevivéncia de 88,89%. Porém, quando expostos a salinidade de 35%. a
taxa de sobrevivéncia foi de 88,89% ap0s doze horas, e apds um dia de exposicao a
taxa de sobrevivéncia foi de 55,56% (FIGURA 4E). No segundo dia de exposicao a
salinidade de 35%0, a taxa de sobrevivéncia foi de apenas 22,22%; no quinto dia
exposto a essa mesma salinidade a taxa de sobrevivéncia foi de 11,11% e no sétimo

dia de exposicdo todos os individuos estavam mortos (FIGURA 4E).
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FIGURA 4. Decurso temporal da sobrevivéncia (%) de Aegla schmitti exposta a agua doce (A) (n=9) e
as salinidades de 15%o (B) (n=9), 20%o (C) (n=9), 25%o (D) (n=9) e 35%o. (E) (n=9) por dez dias.

4.2 Osmolalidade

A osmolalidade da hemolinfa de A. schmitti aumentou nas salinidades de
15%o (568 + 15,36 mOsm/kg H,0), de 20%o (619 + 14,14 mOsm/kg H,O) e de 25%o
(627 £ 21,66 mOsm/kg H,O) quando comparados a osmolalidade dos animais
expostos a condi¢cao controle em agua doce (490 = 15,78 mOsm/kg H,0), apdés um
dia de exposicao (FIGURA 5A; FIGURA 6).
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Apés cinco dias de exposicao a elevacao de salinidade, a osmolalidade da
hemolinfa aumentou em 15%. (584 + 21,26 mOsm/kg H,0) e em 20%. (601 + 24,31
mOsm/kg H,O) em comparacdo ao controle em agua doce (487 £ 12,99 mOsm/kg
H,O) (FIGURA 5B; FIGURA 6). Nos animais expostos a 25%o. (806 + 28,41mOsm/kg
H,O) houve uma elevacdo da osmolalidade da hemolinfa em comparacdo ao
controle e as salinidades de 15%0 e de 20%. (FIGURA 5B; FIGURA 6). Os animais
expostos a salinidade de 25% por cinco dias apresentaram aumento da
osmolalidade da hemolinfa quando comparado aos animais expostos a essa mesma
salinidade por um dia (627 + 21,66 mOsm/kg H,O) e por dez dias (688 = 18,61
mOsm/kg H,0) (FIGURA 5A; FIGURA 5B; FIGURA 5C; FIGURA 6).

A osmolalidade da hemolinfa aumentou nas salinidades de 15%o. (544 + 11,7
mOsm/kg H,O), de 20%. (684 + 15,14 mOsm/kg H,O) e de 25%. (688 + 18,61
mOsm/kg H,0O) quando comparados a hemolinfa dos animais em agua doce (457 +
20,75 mOsm/kg H,0), apo6s dez dias de exposicdo (FIGURA 5C; FIGURA 6). Nos
animais expostos as salinidades de 20%. e de 25%. a osmolalidade da hemolinfa
aumentou em comparacao aos animais expostos a salinidade de 15%. (FIGURA 5C;
FIGURA 6). Os animais expostos a salinidade de 20%. por dez dias apresentaram
elevacdo da osmolalidade da hemolinfa quando comparada aos animais expostos
por um dia e por cinco dias (FIGURA 5A; FIGURA 5B; FIGURA 5C; FIGURA 6). Os
animais expostos a salinidade de 25%. por dez dias apresentaram aumento da
osmolalidade quando comparada aos animais expostos a essa salinidade por cinco
dias (FIGURA 5B; FIGURA 5C; FIGURA 6).

A osmolalidade da hemolinfa aumentou de 490 + 15,78 mOsm/kg H,O
(controle em agua doce) para 725 + 23,26 mOsm/kg H,O nos animais expostos a
salinidade de 35%o por doze horas (FIGURA 7).

4.3 Sodio

A concentragédo de sodio da hemolinfa manteve-se constante na agua doce
(204 = 7,3 mM) até a salinidade de 15%o (199 + 2,74 mM) (FIGURA 5A) apos um dia
de exposi¢cdo. Porém, a concentragdo de sodio da hemolinfa aumentou nas
salinidades de 20%o (236 + 4,93 mM) e de 25%o (265 = 3,54 mM) em comparacao a
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agua doce (204 + 7,3 mM), apds um dia de exposicdo (FIGURA 5A). Na salinidade
de 25%. a concentracdo de sodio da hemolinfa foi elevada quando comparada a
concentragéo de sodio dos animais em 20%. (FIGURA 5A). A concentracao de sodio
na hemolinfa dos animais expostos a salinidade de 15%. (199 £+ 2,74 mM) apds um
dia de exposicdo foi menor quando comparada a concentracdo dos animais
expostos a essa salinidade por cinco dias (221 + 5,08 mM) e dez dias (237 + 4,57
mM) (FIGURA 5A; FIGURA 5B; FIGURA 5C).

A concentracdo de sédio da hemolinfa ndo se alterou significativamente na
agua doce (203 + 8,14 mM) até a salinidade de 15%. (221 + 5,08 mM), apds cinco
dias de exposicdo (FIGURA 5B). Porém, a concentracdo de sodio da hemolinfa
aumentou nos animais expostos as salinidades de 20%o (231 £ 7,79 mM) e de 25%o
(250 £ 9,4 mM) em comparacdo ao controle em agua doce (203 * 8,14 mM), apds
cinco dias de exposicado (FIGURA 5B).

A concentracdo de sodio da hemolinfa aumentou na salinidade de 15%o (237
+ 4,57 mM) em comparacdo ao controle em agua doce (209 + 10,52 mM), apos dez
dias de exposicdo (FIGURA 5C). A concentragdo de sodio da hemolinfa aumentou
nas salinidades de 20%. (259 + 7,6 mM) e de 25%. (269 + 3,75 mM), quando
comparada ao controle em agua doce e a 15%. (FIGURA 5C). O sédio da hemolinfa
dos animais expostos a 20%. por dez dias aumentou quando comparado ao sodio
dos animais expostos aos tempos de um dia (236 + 4,93 mM) e de cinco dias (231 *
7,79 mM) (FIGURA 5A; FIGURA 5B; FIGURA 5C).

Da mesma forma que a osmolalidade, a concentracao de sédio da hemolinfa
aumentou nos animais expostos a salinidade de 35%. (332 + 8,72 mM) por doze

horas quando comparados ao controle em agua doce (204 + 7,3 mM) (FIGURA 7).

4.4 Cloreto

A concentracdo de cloreto na hemolinfa de A. schmitti aumentou nas
salinidades de 15%o (223 + 3,92 mM), de 20%. (258 + 8,87 mM) e de 25%. (266 *
7,63 mM) em comparacdo a agua doce (178 = 4,31 mM), apds um dia de exposicao

(FIGURA 5A). A concentragéo de cloreto na hemolinfa também foi significativamente



18

maior nas salinidades de 20%o0 e de 25%. em comparagao a salinidade de 15%o
(FIGURA 5A).

No tempo de exposicdo de cinco dias, a concentragdo de cloreto da
hemolinfa aumentou nas salinidades de 15%o (239 + 11,68 mM), de 20%. (270 %
11,29 mM) e de 25%0 (273 £ 12,3 mM), em comparagao ao controle em agua doce
(157 = 3,77 mM) (FIGURA 5B). Na salinidade de 25%. a concentragdo de cloreto
aumentou significativamente em comparagdo a hemolinfa dos animais em 15%o
(FIGURA 5B).

Assim como ocorreu nos outros tempos, a concentracdo de cloreto da
hemolinfa de A. schmitti aumentou nas salinidades de 15%. (225 £+ 3,31 mM), de
20%0 (262 £ 6,77 mM) e de 25%. (254 + 8,92 mM), em comparacdo ao controle em
agua doce (156 + 6,5 mM), ap6s dez dias de exposicdo (FIGURA 5C). Nas
salinidades de 20%o. e 25%0 a concentracao de cloreto foi significativamente maior do

que na hemolinfa dos animais em 15%. (FIGURA 5C).

Em A. schmitti exposta a salinidade de 35%0 durante doze horas (344 = 9,9
mM) a concentracdo de cloreto dobrou em comparacdo ao controle em agua doce
(178 + 4,31 mM) (FIGURA 7).

4.5 Potassio

A concentracdo de potassio ndo se alterou significativamente na agua doce
(9,1 £ 0,42 mM) até a salinidade de 15%. (11,4 + 0,32 mM), ap6és um dia de
exposicdo (FIGURA 5A). Aegla schmitti exposta as salinidades de 20%o (13,6 £ 1,08
mM) e de 25%o (12,4 £ 0,71 mM) por um dia elevou o potassio da hemolinfa quando
comparado ao controle em agua doce e a salinidade de 15%. (FIGURA 5A). A
concentracao de potassio da hemolinfa dos animais expostos a 20%. por um dia foi
elevada em comparacdo aos animais expostos por cinco dias (9,6 = 0,66 mM)
(FIGURA 5A; FIGURA 5B).

A concentragdo de potassio aumentou em 25% (13,1 £ 1,07 mM) em
comparacao ao controle em agua doce (9,3 + 0,53 mM), e as salinidades de 15%o
(7,2 £ 0,48 mM) e de 20%o (9,6 + 0,66 mM), apos cinco dias de exposicdo (FIGURA
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5B). A concentracdo de potassio na salinidade de 15%. apds de cinco dias foi menor
do que a concentracdo de potassio nessa mesma salinidade ap6s um dia (11,4 £
0,32 mM) e dez dias (10,8 £ 0,5 mM) de exposicdo (FIGURA 5A; FIGURA 5B;
FIGURA 5C).

A concentracdo de potassio manteve-se sem alteracdes significativas na
agua doce (9,0 £ 0,58 mM) e nas salinidades de 15%. (10,8 £ 0,5 mM) e de 20%o
(11,5 £ 0,79 mM), apos dez dias de exposicdo (FIGURA 5C). A concentracdo de
potassio da hemolinfa também aumentou na salinidade de 25%o (15,2 + 1,0 mM), em
comparacdo ao controle em agua doce e as salinidades de 15%. e de 20%o, nos
animais expostos por dez dias (FIGURA 5C). Na salinidade de 25%o. (15,2 + 1,0 mM)
a concentracdo de potassio foi maior do que a concentracdo dos animais expostos
por um dia (12,4 + 0,71 mM) (FIGURA 5A; FIGURA 5C).

A concentracdo de potassio aumentou de 9,1 + 0,42 mM na agua doce para
17,5 + 0,86 mM na agua do mar (35%o) durante doze horas de exposi¢cado (FIGURA
7).

4.6 Magnésio

A concentracdo de magnésio ndo se alterou significativamente na agua doce
(6,0 £ 0,78 mM) até a salinidade de 15%o. (7,1 £ 0,75 mM), apds um dia de exposi¢ao
(FIGURA 5A). A concentracdo de magnésio da hemolinfa de A. schmitti exposta por
um dia aumentou em 20%o (14,2 £ 0,67 mM) e em 25%0 (15,5 = 0,56 mM) em
comparacao ao controle em agua doce (FIGURA 5A). A concentracdo de magnésio
da hemolinfa dos animais em 15%. (7,1 £ 0,75 mM) ap6s um dia de exposi¢do €
menor do que a concentracdo de magneésio nessa mesma salinidade apos cinco dias
(11,5 £ 0,6 mM) e dez dias (13,2 £ 0,71 mM) de exposi¢cdo (FIGURA 5A; FIGURA
5B; FIGURA 5C).

Apoés cinco dias de exposi¢cao, a concentragcdo de magnésio aumentou =3
vezes em 15%0 (11,5 £ 0,6 mM) em comparagédo ao controle em agua doce (4,2 +
0,2mM) e aumentou =4 vezes em 20%o (14,6 £ 1,17 mM) e 25%. (15,3 £ 0,73 mM)
em comparacéo ao controle (FIGURA 5B). Os animais expostos as salinidades de
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20%0 e de 25%o. apresentaram maiores concentracfes de magnésio na hemolinfa
guando comparados aos animais em 15%. (FIGURA 5B).

A concentragdo de magnésio aumentou =2 vezes nas salinidades de 15%o
(13,2 £ 0,71 mM), de 20%. (14,8 + 1,07 mM) e de 25%. (15,4 + 1,3 mM) em
comparacao ao controle em agua doce (6,2 = 0,42 mM), apos dez dias de exposicao
(FIGURA 5C).

A concentracdo de magnésio da hemofinfa dos animais expostos a agua do
mar (35%0) aumentou 4 vezes (24,8 £ 1,04 mM) em comparacado ao controle em

agua doce (6,0 £ 0,78 mM) apoés doze horas de exposicéo (FIGURA 7).

4.7 Teor Hidrico

O teor hidrico no musculo abdominal de A. schmitti ndo foi alterado frente a
exposicao a diferentes salinidades durante um dia (AD: 80,2 + 1,14 %; 15%.: 78,35 *
0,39 %; 20%o: 78,58 + 0,67 %; 25%0: 79,32 £ 1,2 %) (FIGURA 5A).

Porém, no tempo de cinco dias, o teor hidrico muscular apresentou uma
diminuicdo na salinidade de 25%. (75,05 = 0,7 %) em comparacdo ao controle em
agua doce (79,74 + 0,75 %) (FIGURA 5B). Esse valor do teor hidrico em 25%o
também foi reduzido em comparagédo aos animais expostos a mesma salinidade nos
tempos de um dia (79,32 + 1,2 %) e de dez dias (80,67 + 0,9 %) (FIGURA 5A,;
FIGURA 5B; FIGURA 5C).

O teor hidrico dos animais expostos as diferentes salinidades por dez dias
ndo apresentou nenhuma alteracéo (AD: 81,1 £ 0,58 %; 15%o: 80,95 £ 1,62 %; 20%o:
79,21 + 1,17 %; 25%.: 80,67 = 0,9 %) (FIGURA 5C).

N&o houve diferengca entre o teor hidrico dos crustaceos expostos a
salinidade de 35%o. por doze horas (78,07 + 1,23 %) em comparacao ao controle em
agua doce (80,2 £ 1,14 %) (FIGURA 7).
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FIGURA 5. Variagcao das concentragfes da osmolalidade (mOsm/kg H,0), do sodio (mM), do cloreto

(mM), do potéssio (mM) e do magnésio (mM) da hemolinfa e teor hidrico do tecido muscular (%) de

Aegla schmitti expostos por uma dia (A), cinco dias (B) e dez dias (C) a agua doce (n= 6-9), e as

salinidades de 15%o (n= 6-9), 20%o (n= 6-9), 25%. (n= 6-9). Grupos que compartilham mesma letra ndo

apresentam diferenca estatistica. * indicam diferenca entre os animais expostos as diferentes

salinidades por um dia e os tempos de cinco e dez dias. # indicam diferencas entre os animais

expostos as diferentes salinidades por cinco dias e dez dias. P<0,05.
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(mM), do potéassio (mM) e do magnésio (mM) da hemolinfa e teor hidrico do tecido muscular (%) de

Aegla schmitti expostos por doze horas a 4gua doce (n= 6-9) e a salinidade de 35%. (n= 6-9). P<0,05.
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4.8 Anidrase Carbdnica

A atividade da anidrase carbonica branquial da A. schmitti foi semelhante em
todas as salinidades: 2,2 + 0,19 /mg de proteina (AD), 2,1 + 0,22 / mg de proteina
(15%o), 2,0 £ 0,21 /mg de proteina (20%0) e 2,0 £ 0,35 /mg de proteina (25%o), apos
um dia de exposicao (FIGURA 8).

ApoOs os tempos de exposicado de cinco dias (AD - 2,1 + 0,13 /mg de
proteina; 15%o - 2,2 + 0,32 /mg de proteina; 20%o - 2,2 + 0,31 mg de proteina; 25%o -
1,9 + 0,15 mg de proteina) e de dez dias (AD - 2,1 £ 0,19 /mg de proteina; 15%o - 2,0
1 0,2 /mg de proteina; 20%o - 2,0 £ 0,3 mg de proteina; 25%o. - 2,0 + 0,25 de proteina)
a atividade da anidrase carbdnica também néo teve diferenca estatistica entre todas
as salinidades e os valores foram semelhantes aos encontrados no tempo de um dia
(FIGURA 8). No entanto, nos crustaceos expostos a 35%. por doze horas (1,4 + 0,06
/mg de proteina), a atividade da anidrase carbbnica diminuiu em comparagédo ao
controle em agua doce (2,2 + 0,19 /mg de proteina) (FIGURA 9).
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FIGURA 8. Atividade da enzima Anidrase Carbénica nas branquias (média + erro padrao, AAC/mg de
proteina) de Aegla schmitti exposta a agua doce (n= 6-9) e as salinidades de 15%o (n= 6-9), 20%o (n=
6-9) e 25%0 (n= 6-9) durante um, cinco e dez dias. Letras iguais indicam auséncia de diferengas

significativas entre as condi¢des experimentais. P<0,05.



24

w
=]

N
3]
L

— o

= = N
[=] 3] [=]
s L L

Anidrase Carbdnica (Atividade/mg de proteina)
o
[4,]
o

o
[=]

AD

Salinidade (%o)

FIGURA 9. Atividade da enzima Anidrase Carbénica nas branquias (média + erro padrao, AAC/mg de

proteina) de Aegla schmitti exposta & dgua doce (n= 6) e a salinidade de 35%. (n= 8). P<0,05.

5. DISCUSSAO

Aegla schmitti, um crustaceo anomuro hololimnético que habita ambientes
dulcicolas ha aproximadamente 33,2 + 1,8 milhdes de anos (PEREZ-LOSADA et al.,
2004), apresentou de forma surpreendente taxa de sobrevivéncia de 88,89%
quando exposto as salinidades de 15%., 20%0 € 25%0 por dez dias, a mesma
observada nos controles mantidos em agua doce (AD). ApGs a exposi¢cao por um dia
e por cinco dias a essas mesmas salinidades a taxa de sobrevivéncia foi de 100%,
exceto na salinidade de 35%., que foi de 55,56% e 11,11%, respectivamente.
Resultados semelhantes a esses foram observados na espécie Aegla franca, que
ocorre na regido sudeste do Brasil (em riachos localizados entre as cidades de
Franca-SP e Claraval-MG) (BUENO; SHIMIZU; ROCHA, 2007), submetida a
salinidades de 14%o, de 21%o., de 28%., de 35%. e controle em agua doce por dez
dias, apresentando taxa de sobrevivéncia de 100% em &agua doce (<0,5%0); de
aproximadamente 85% nas salinidades de 14%o. e de 21%o; € de 25% em 28%o0 ap0os
dez dias de exposi¢cdo (FARIA; AUGUSTO; MCNAMARA, 2011). Para a espécie
Aegla longirostri, que ocorre nas regides nordeste, central e leste do Rio Grande do
Sul, Brasil (MARCHIORI; BARTHOLOMEI-SANTOS; SANTOS, 2014), a taxa de
sobrevivéncia foi de 80% apds a exposicdo de 4 dias a salinidade de 15%. e de
apenas 40% na salinidade de 20%.. A mortalidade foi de 100% na salinidade de
25%0, apods 4 dias de exposi¢cdo (COGO; SANTOS, 2007).
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Quando exposta a agua do mar (35%o.), A. schmitti apresentou uma taxa de
sobrevivéncia de 88,89% apo0s doze horas e de 55,56% apds um dia de exposicao,
aproximadamente 8 vezes maior do que Aegla franca, que apresentou uma taxa de
sobrevivéncia de apenas 7%, quando exposta a essa mesma salinidade (FARIA;
AUGUSTO; MCNAMARA, 2011). As espécies A. schmitti (presente estudo) e A.
franca (FARIA; AUGUSTO; MCNAMARA, 2011) conseguem sobreviver por mais
tempo na salinidade de 35%. (pelo menos um individuo vivo apdés 6 dias de
exposicdo) do que a espécie congénere A. longirostri (COGO; SANTOS, 2007), que
nao sobreviveu mais do que 30 horas nessa salinidade. Essas semelhancas e
diferencas, observadas na taxa de sobrevivéncia dessas trés espécies, sugerem que
a espécie A. schmitti parece ser mais eurialina e preservar melhor a capacidade
osmorregulatéria para sobreviver em aguas mais salinas, do que as espécies A.

franca e A. longirostri.

Outros crustaceos decédpodas hololimnéticos, como caranguejos,
apresentam taxas de sobrevivéncia e de mortalidade semelhantes as espécies da
familia Aeglidae. O caranguejo hololimnético Dilocarcinus pagei consegue sobreviver
por dez dias sem mortalidade em salinidades de 5 até 20%.. Na salinidade de 25%o,
a mortalidade é de 20% apds oito dias de exposicdo e na salinidade de 35% a

maioria dos caranguejos morre ap6s um dia (AUGUSTO et al., 2007b).

Apés um dia de exposicdo a salinidade de 15%o, a osmolalidade da hemolinfa
de A. schmitti aumentou 15,9% (568 + 15,36 mOsm/kg H,O e gradiente de 1,3:1)
comparada a agua doce (490 = 15,78 mOsm/kg H,O e gradiente de 32,7:1),
resultado semelhante ao encontrado para animais expostos por sete horas a essa
salinidade, onde a osmolalidade da hemolinfa de A. schmitti aumentou 13% (de 453
+ 6,3 mOsm/kg H,O e gradiente de 30,2:1 em agua doce até 512 + 20,7 mOsm/kg
H,O e gradiente de 1,1:1 na salindade de 15%.) (FREIRE et al., 2008). Esses
resultados mostram que, na salinidade de 15%., a espécie A. schmitti ndo esta
conseguindo manter o gradiente entre o LEC e a agua e por isso esta absorvendo
mais sal, principalmente o ion cloreto, uma vez que o sodio permaneceu inalterado

nessa salinidade apds um dia de exposicao.

Na salinidade de 35%. também houve um aumento na osmolalidade da

hemolinfa ap6s doze horas de exposicdo de 490 £ 15,78 mOsm/kg H,O (gradiente
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de 32,7:1 em &gua doce) para 725 + 23,26 mOsm/kg H,O (gradiente de 0,7:1 e
aumento de 48%). Porém, diferentemente do que ocorreu na salinidade de 15%o
apos um dia de exposicao, a concentracao de sodio da hemolinfa aumentou 62,7% e
a concentracdo de cloreto aumentou 93,3%. O aumento na osmolalidade da
hemolinfa na salinidade de 35%. € causado pelo aumento na concentragdo de sédio
e cloreto, que também alteram o gradiente entre o LEC e & agua e impedem a

manutencdo da homeostase osmatica.

No tempo de exposicdo de cinco dias a diferentes salinidades, a espécie A.
schmitti hiperregulou a osmolalidade da sua hemolinfa na agua doce (487 + 12,99
mOsm/kg H,O) até a salinidade de 20%. (601 + 24,31 mOsm/kg H,O) e conformou a
sua hemolinfa na salinidade de 25%. (806 + 28,41 mOsm/kg H,O). A espécie A.
franca mostrou um padrdo semelhante também quando foi exposta durante cinco
dias a diferentes salinidades, hiperregulando na agua doce (409,3 + 5,9 mOsm/kg
H,O) até aproximadamente a salinidade de 25%. (=800 mOsm/kg H,O) e
conformando de 25%. até 31%. (916 mOsm/kg H.O) (FARIA; AUGUSTO;
MCNAMARA, 2011).

Outros crustaceos de agua doce quando expostos a diferentes salinidades
também mostraram o padrao de hiperregular em baixas salinidades e conformar em
altas salinidades. O caranguejo hololimnético Dilocarcinus pagei hiperregulou a sua
hemolinfa na dgua doce (420 = 39 mOsm/kg H,O) até a salinidade de 24%. (744
mOsm/kg H,O) e conformou de 24%. até 35%., apos dez dias de exposicao
(AUGUSTO et al., 2007b). O caranguejo diadromo Eriocheir sinensis hiperregulou a
sua hemolinfa na agua doce (=600 mOsm/kg H,O) até 21%. (631 mOsm/kg H,O) e
conformou de 28%. até 35%., apods trés dias de exposicdo (1044 mOsm/kg H,O)
(WANG et al., 2012). O lagostim Procambarus clarkii também hiperregulou a sua
hemolinfa na agua doce (387 £+ 8 mOsm/kg H,O) até =600 mOsm/kg H,O e
conformou de 600 mOsm/kg H,O até =800 mOsm/kg H,O apds duas semanas de
exposicao (SARVER; FLYNN; HOLLIDAY, 1994). Todos esses trabalhos mostram
gue crustaceos hololimnéticos séo fortes hiperreguladores na dgua doce e também
em baixas salinidades, mas ainda sdo capazes de preservar mecanismos
osmorregulatérios provenientes dos seus ancestrais marinhos para osmoconformar

em altas salinidades.
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Na salinidade de 25%. A. schmitti mostrou uma resposta bifasica, pois a
osmolalidade da hemolinfa de A. schmitti aumentou de 627 + 21,66 mOsm/kg H,O
apos um dia, para 806 * 28,41 mOsm/kg H,O apds cinco dias, e diminuiu para 688 *
18,61 mOsm/kg H,O apdés dez dias de exposicdo. Uma explicagdo para esse
aumento na osmolalidade da hemolinfa apds cinco dias de exposicdo a salinidade
de 25%0 quando comparados a essa mesma salinidade apds um e dez dias, pode
estar relacionada com o aumento de aminoacidos livres, pois assim como o sédio e
o cloreto, os aminoéacidos livres também podem contribuir para o0 aumento da
osmolalidade (LIMA; MCNAMARA; TERRA, 1997). O aumento dos aminoacidos
livres esta relacionado com mecanismos de regulagdo de volume celular (RIl), uma
vez que esses osmolitos organicos ativam esses mecanismos com 0 objetivo de
manter a composi¢cado e o volume intracelular isosmético ao meio em que vivem e
esse tipo de regulacdo celular € comumente encontrada em animais marinhos
osmoconformadores (PEQUEUX, 1995). A espécie A. franca aumentou a
concentragdo de aminoécidos livres no musculo abdominal aproximadamente 3,5
vezes, de 18,2 + 1,7 mmol/kg peso seco em agua doce para 63,3 + 6,9 mmol/kg
peso seco na salinidade de 25%., apds dois dias de exposicédo (FARIA; AUGUSTO;
MCNAMARA, 2011). Os aminoacidos livres no masculo abdominal contribuem 5,8%
com a osmolalidade da hemolinfa de A. franca em &agua doce, aumentando 1,7
vezes, para 9,7% apods cinco dias na salinidade de 25%. (FARIA; AUGUSTO;
MCNAMARA, 2011). Esse aumento de aminoacidos livres no muasculo abdominal,
apos cinco dias de exposicdo na salinidade de 25%., também foi encontrado no
camardo diddromo Macrobrachium amazonicum (AUGUSTO et al.,, 2007a). A
concentracdo de aminoacidos livres no musculo dos crustaceos decapodas tende a
diminuir com a diminuicdo da salinidade do meio em que eles vivem, ou seja, 0s
crustaceos marinhos apresentam uma alta concentracdo de aminoécidos livres, os
crustaceos estuarinos apresentam uma concentracao intermediaria e 0s crustaceos
dulcicolas apresentam baixas concentracbes de aminoacidos livres (MCNAMARA et
al., 2004; AUGUSTO et al., 2007b). A baixa concentracdo de aminoacidos livres e a
reducdo da osmolalidade da hemolinfa constituem efetivos parametros para se
avaliar o grau de adaptacdo a agua doce, sugerindo que espécies de crustaceos

dulcicolas hololimnéticas apresentam baixas concentracdes de aminoacidos livres,
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pois possuem mecanismos eficientes de RAE e estdo bem adaptadas a agua doce
(AUGUSTO et al., 2007b).

Diferentemente de cinco dias, A. schmitti hiperregulou em agua doce até
21%o e hiporregulou de 21%. até 25%. em um dia, e hiperregulou em agua doce até
23%o0 e hiporregulou de 23%. até 25%. em dez dias. Assim como A. schmitti, o
lagostim Pacifastacus leniusculus também mostrou padrdes diferentes quando
expostos a tempos diferentes. Quando Pacifastacus leniusculus foi exposto a
salinidades diferentes por dois dias, hiperregulou da agua doce até 14%. e
hiporregulou nas salinidades de 21%o até 28%. (HOLDICH; HARLIOGLU; FIRKINS,
1997). J& quando Pacifastacus leniusculus foi exposto a diferentes salinidades por
trés semanas, a sua hemolinfa foi hiperregulada da 4gua doce até 475 mOsm/ kg
SW e conformou de 475 mOsm/ kg SW até 750 mOsm/ kg SW (WHEATLY; HENRY,
1987). Essa diferenca de padrdes de resposta, encontrada para diferentes tempos
de exposicdo em crustaceos hololimnéticos, pode estar relacionada a uma
caracteristica ancestral, mostrando que essas espécies ainda sdo capazes de
preservar um comportamento hiporregulatorio, para secretar sal, que pode ser
considerado uma caracteristica plesiomorfica em relacdo a hiperregulacdo em
crustaceos do taxon Brachyura (MCNAMARA; FARIA, 2012) ou um comportamento

osmoconformatdério, responséavel pela regulacdo do volume celular.

Em populacdes distintas da espécie de camardo diddromo Macrobrachium
amazonicum foi encontrado diferente padrdo de osmorregulacdo. A populacdo do
Delta do Amazonas mostrou um padrao de regulacdo hiper-hiposmética, hiper-
regulando até 17%. e hiporregulando acima dessa salinidade; ja a populagdo do
Pantanal apresentou um padrdo de regulacdo hiper-isosmética, hiperregulando
também até 17%o. e conformando acima dessa salinidade (CHARMANTIER; ANGER,
2011). Para esses autores, a capacidade de hiperregular em agua doce deve ser
uma caracteristica chave para a transicdo evolucionaria para um ciclo de vida
hololimnético e a capacidade de hiporregular pode néo ter um valor adaptativo em
ambientes limnicos, podendo entdo, ser perdida ao longo da evolucao, ja que estes
organismos de agua doce nunca usem tal mecanismo. Essa perda da capacidade de
hiporregular ja foi demonstrada em trés espécies do género Macrobrachium:
camardo hololimnético Macrobrachium australiense (DENNE, 1968), camaréo
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diadromo Macrobrachium nipponense (WANG et al., 2004) e camarao hololimnético
Macrobrachium tuxtlaense (ORDIANO; ALVAREZ; ALCARAZ, 2005).

Porém a espécie A. schmitti, embora esteja ha aproximadamente 33,2 + 1,8
milhdes vivendo em agua doce e nao enfrente nenhuma variacao de salinidade no
meio em que vive, essa espécie mostrou que ainda preserva mecanismos
osmorregulatérios de seus ancestrais marinhos e pode ser considerada eurialina,
assim como outros crustaceos dulcicolas, pois consegue sobreviver e hiperregular a
osmolalidade da sua hemolinfa na agua doce até as salinidades de 21%. (um dia) ou
23%0 (dez dias) e hiporregular acima dessas salinidades (um e dez dias) ou

conformar a osmolalidade em salinidades entre 20%. € 25%o (cinco dias).

A concentracdo de sodio da hemolinfa de A. schmitti aumentou
acompanhando a elevacdo da osmolalidade apds exposicdo a diferentes
salinidades. Apds um e cinco dias de exposi¢do, a concentracao de sédio manteve-
se inalterada até a salinidade e 15%. e aumentou nas salinidades de 20%. (gradiente
de 0,8:1 e aumento de 15,7% em um dia; gradiente de 0,8:1 e aumento de 13,8%
em cinco dias) e 25%. (gradiente de 0,8:1 e aumento de 29,9% em um dia; gradiente
de 0,7:1 e aumento de 23,2% em cinco dias) em comparacdo ao controle em agua
doce (gradiente de 29:1). Apds dez dias de exposicdo a concentracdo de soédio
aumentou nas salinidades de 15%. (gradiente de 1,1:1 e aumento de 13,4%), 20%o
(gradiente de 0,9:1 e aumento de 23,9%) e 25%. (gradiente de 0,8:1 e aumento de
28,7%) em comparacao ao controle em agua doce. Na salinidade de 35%. apds doze
horas de exposicdo a concentracdo de sédio aumentou 62,7% (gradiente de 0,7:1)
em comparagdo ao controle em agua doce. Esses aumentos encontrados na
concentracdo de sodio estdo relacionados com grandes alteracdes que ocorrem no
gradiente entre o LEC e a agua devido ao aumento da salinidade e também ao
tempo de exposicdo e, por estarem bem adaptadas a agua doce, a espécie A.
schmitti, assim como outras espécies de crustaceos hololimnéticas, possivelmente
apresenta alguma deficiéncia nos mecanismos de secrecdo de NaCl (FALEIROS,
2011).

Na salinidade de 15%. a concentracdo de sodio aumenta apds cinco dias de
exposicdo e permanece sem alteracdes significativas até dez dias. Na salinidade de

20%o0, a concentracdo de soédio permanece sem alteragcdes significativas de um até



30

cinco dias e aumenta apés dez dias de exposi¢do. Porém, na salinidade de 25%o, a
concentracdo de sédio permaneceu inalterada de um dia até dez dias de exposi¢ao.
O caranguejo hololimnético Dilocarcinus pagei quando exposto a salinidade de 25%o
aumentou a concentracdo de sédio da sua hemolinfa de 214 + 20 mM (gradiente de
30,6:1 na agua doce) para 504 £ 16 mM (gradiente de 1,44:1 e aumento de 135,5%)
apos um dia de exposicdo e, assim como ocorreu com A. schmitti, a concentracéo
de sddio permaneceu inalterada de um até dez dias de exposicdo (AUGUSTO et al.,
2007b). Esses resultados mostram que espécies de crustaceos hololimnéticas
tentam manter a concentracdo de sodio constante na hemolinfa, no periodo entre
um e dez dias, mesmo com o aumento da salinidade, possivelmente para impedir
gue a osmolalidade da hemolinfa aumente e altere os gradientes entre o LEC e a

agua.

A concentracdo de cloreto de A. schmitti acompanhou o aumento da
osmolalidade e do sodio da hemolinfa. Apés um e dez dias de exposicdo, a
concentracdo de cloreto aumentou nas salinidades de 15%. (gradiente de 0,9:1 e
aumento de 25,3% em um dia; gradiente de 0,9:1 e aumento de 44,2% em dez dias)
e de 20%o. (gradiente de 0,8:1 e aumento de 44,9% em um dia; gradiente de 0,8:1 e
aumento de 67,9% em dez dias) e manteve-se sem alteracdes significativas até a
salinidade de 25%. (gradiente de 0,6:1 e aumento de 49,4% em um dia; gradiente de
0,6:1 e aumento de 62,8% em dez dias). Apdés cinco dias de exposicdo, a
concentracdo de cloreto aumentou nas salinidades de 15%. (gradiente de 0,9:1 e
aumento de 52,2%), de 20%. (gradiente de 0,8:1 e aumento de 72%) e de 25%o
(gradiente de 0,7:1 e aumento de 73,9%), todos em comparagdo ao controle em
agua doce (gradiente de 19,6:1). Na salinidade de 35%. a concentragdo de cloreto
aumentou 93,2% (gradiente de 0,6:1) em comparacao a agua doce, apds doze horas
de exposicdo. Na espécie Aegla franca a concentracao de cloreto também aumentou
de 203,5 + 8,6 mM (gradiente de 25,4:1) na agua doce para 285,3 £+ 9,5 mM
(gradiente de 0,9:1 e aumento de 40,2%) na salinidade de 20%. e para 341,3 + 6,7
mM (gradiente de 0,9:1 e aumento de 67,7%) na salinidade de 25%o., apos cinco dias
de exposicao (FARIA; AUGUSTO; MCNAMARA, 2011). O caranguejo hololimnético
Dilocarcinus pagei exposto a salinidade de 25%. aumentou a concentragdo de
cloreto de 226 + 13 mM (gradiente de 28,2:1 na agua doce) para 304 + 9 mM
(gradiente de 0,8:1 e aumento de 34,5%) apés um dia e para 351 + 13 mM
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(gradiente de 0,9:1 e aumento de 55,3%) apés cinco dias, permanecendo com a
mesma concentracao de cinco até dez dias (AUGUSTO et al., 2007b). Os resultados
do presente estudo realizado com A. schmitti e dos trabalhos realizados com Aegla
franca e Dilocarcinus pagei mostram que espécies de crustaceos hololimnéticos
estdo bem adaptadas a agua doce e, por ndo enfrentarem alteracdes de salinidade
no meio em que vivem, ndo conseguem manter o gradiente entre o LEC e a 4gua
com o aumento da salinidade, possivelmente devido a uma baixa capacidade de
secrecdo de NaCl, que pode estar relacionado com a auséncia do simportador
Na*/K*/2Cl- basolateral (FALEIROS, 2011).

A concentracdo de potassio de A. schmitti permaneceu sem alteracfes
significativas no controle em agua doce até a salinidade de 15%. e aumentou na
salinidade de 20%. (aumentou 49,5%), mantendo-se sem alteragfes na salinidade
de 25%. (aumentou 36,3% em compara¢cdo a agua doce) no tempo de um dia. Nos
tempos de cinco e dez dias, a concentracdo de potassio também n&o mostrou
alteracdes significativas no controle em agua doce até a salinidade de 20%. e
aumentou na salinidade de 25%. (aumentou 40,9 % em cinco dias e 68,9% em dez
dias). Na salinidade de 25%. a concentracdo de potassio também nao teve
alteracdes significativas nos tempos de um e cinco dias, mas aumentou depois de
dez dias. Ja na salinidade de 35%. apds doze horas a concentracdo de potassio
aumentou 92,3% (17,5 mM) em comparacdo ao controle em agua doce (9,1 mM).
Resultados semelhantes foram encontrados no lagostim Pacifastacus leniusculus,
gue também manteve a concentragcao de potassio relativamente constante (=56 mM)
na agua doce até a salinidade de 18,4%. e, em seguida, houve um aumento para 7
mM na salinidade de 24,5%. (aumentou 40%), apO0s dois dias de exposicao
(KERLEY; PRITCHARD, 1967). Os mecanismos envolvidos na regulacdo da
concentracdo de potdssio na hemolinfa de crustaceos ainda ndo sdo muito bem
compreendidos (NOVO; MIRANDA; BIANCHINI, 2005). Porém, a glandula antenal
pode estar relacionada com a estabilidade na concentracdo de potassio e tem um
papel importante na reabsorcédo de potassio para a producdo de urina primaria em
alguns crustaceos (DEHNEL; CAREFOOT, 1965; LIN; LIOU; CHENG, 2000).

Porém, a concentracdo de potassio de A. schmitti diminuiu apos cinco dias
de exposi¢cdo na salinidade de 15%. em comparacdo a um e a dez dias e na

salinidade de 20%. apOs cinco dias em comparacdo a um dia. O caranguejo
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diadromo Eriocheir sinensis também diminuiu a concentracdo de potassio de
aproximadamente 6 mM na dgua doce para aproximadamente 5 mM nas salinidades
de 14%o, 21%o, 28%0 € 35%0, apos trés dias de exposicdo (WANG et al., 2012). Essa
diminuicdo na concentracdo de potéssio, tanto para A. schmitti quanto para Eriocheir
sinensis pode estar relacionada com a ativacdo de mecanismos de RIl, uma vez que
ambas as espécies conformaram a sua hemolinfa em salinidades acima de 20%. (A.
schmitti) em cinco dias e acima de 28%. em trés dias (Eriocheir sinensis). O ion
potdssio também funciona como osmdlito intracelular e est4d envolvido no
mecanismo de RII, por isso deve ser regulado para minimizar o movimento de agua
entre o meio intracelular e o meio extracelular, mantendo a hemolinfa isosmotica em
relacdo ao meio externo e, dessa forma, regula o volume celular (MCNAMARA et al.,
2004).

A concentracdo de magnésio de A. schmitti manteve-se sem alteracGes
significativas da agua doce até a salinidade de 15%. e aumentou nas salinidades de
20%o0 (aumentou 136,7%) e 25%. (aumentou 158,3%) apos um dia de exposi¢cao. Nos
tempos de cinco e dez dias a concentracdo de magnésio aumentou nas salinidades
de 15%. (aumentou 173,8% em cinco dias e 112,9% em dez dias), 20%. (aumentou
247,6% em cinco dias e 138,7% em dez dias), 25%. (aumentou 264,3% em cinco
dias e 148,4% em dez dias), em comparacdo ao controle em agua doce. Na
salinidade de 15%., a concentracdo de magnésio aumentou apés cinco e dez dias,
em comparacdo com um dia de exposi¢do. Na salinidade de 35%., a concentragao
de magnésio aumentou 313,3% em comparacdo ao controle em agua doce apés
doze horas de exposicdo. A espécie A. schmitti mostrou que é capaz de regular esse
ion mesmo com a elevacdo de salinidade. Assim como outros crustaceos de agua
doce, que também mostraram um padrdo semelhante. Apds dez dias de exposicao,
os camardes diadromo Macrobrachium olfersii e hololimnético Macrobrachium
potiuna também aumentaram as suas concentracdes de magnésio em relagdo a
agua doce (<0,5%o), nas salinidades de 20%o (5,2 mM; aumentou 147,6%) e 32%o
(2,5 mM; aumentou 168,8%), respectivamente. (FREIRE et al., 2003). O lagostim
Pacifastacus leniusculus aumentou a concentragdo de magnésio da sua hemolinfa
de aproximadamente 3 mM em &gua doce para =8 mM (aumentou 116,7%) na
salinidade de 350 mOsm/ kg SW (11,7%o.) e para =20 mM (aumentou 566,7%) na

salinidade de 750 mOsm/ kg SW (25%.), apOs trés semanas de exposicédo
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(WHEATLY; HENRY, 1987). Esses estudos mostram que a concentracdo de
magnésio aumenta mais com o aumento da salinidade e também com o tempo
maior de exposicdo e, esse aumento da concentracdo de magnésio pode estar
relacionado a uma diminuicdo na atividade das enzimas Na*',K*-ATPase e H*-
ATPase, uma vez que o ion magnésio tem uma funcao importante, pois serve como
cofator para muitas enzimas que estdo envolvidas na transferéncia de grupos
fosfatos, como ATPases, fosfatases e cinases (PERRY; GREY, 1956; FIDEU et al.,
1985; MORRIT; SPICER, 1993; FREIRE et al., 2003).

Nos crustaceos, o magnésio € regulado pelo processo de ultrafiltracdo que
acontece na glandula antenal, para que, em seguida, esse ion seja secretado na
urina (RIEGEL; LOCKWOOD, 1961; FREIRE; ONKEN; MCNAMARA, 2008). No
caranguejo Hemigrapsus nudus a glandula antenal regula a concentragdo de
magnésio para niveis hipotbnicos, sugerindo que esse processo seja hecessario
para facilitar a transmissdo de impulso neuromuscular (DEHNEL; CAREFOOT,
1965).

O teor hidrico no musculo abdominal de A. schmitti manteve-se inalterado
em todos os tempos e todas as salinidades, mesmo com o aumento da osmolalidade
da hemolinfa, inclusive na salinidade de 35%. (78,07 + 1,23 %) apds doze horas de
exposicdo. A unica excecao aconteceu na salinidade de 25%o (75,05 £ 0,7%) durante
cinco dias de exposicdo, que houve uma reducdo significativa em relacdo ao
controle em agua doce (79,74 + 0,75 %). Essa reducédo do teor hidrico na salinidade
de 25%. esta relacionada com um maior aumento da osmolalidade da hemolinfa

observado nesse estudo, que foi de 806 + 28,41 mOsm/kg H.O nessa salinidade.

Estudos in vivo também foram realizados com a espécie A. schmitti e o teor
hidrico muscular permaneceu inalterado tanto na agua doce (79,9 + 0,9%) quanto na
salinidade de 15%0 (80,2 £ 1,9%), apds sete horas de exposicdo (FREIRE et al.,
2008).

Porém, estudos in vitro realizados com A. schmitti (FREIRE et al., 2008) e A.
parana (FREIRE et al., 2013) quando submetidas ao choque hiperosmoético,
reduziram em aproximadamente 10% o peso Umido muscular e ndo conseguiram

retornar aos valores controle em agua doce, mostrando que essas duas espécies
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apresentam alguma deficiéncia na Regulacdo Isosmotica Intracelular (FREIRE et al.,
2013).

Outros crustaceos de agua doce também mostraram resultados semelhantes
aos encontrados nesse estudo. O lagostim Pacifastacus leniusculus ndo teve
alteracdes no teor hidrico muscular durante dois dias na agua doce (81,19 + 0,52%)
e nas salinidades de 6,1%o (81,97 £ 0,23%), 12,3%0 (81,93 + 1,17%), 18,4%0 (81,32 +
0,56%), 21,5%0 (80,26 £ 0,58%), 24,5%o (81,75 + 0,46%) e 30,67%o (79,96 * 0,46%)
(KERLEY; PRITCHARD, 1967). O caranguejo Dilocarcinus pagei manteve o teor
hidrico muscular inalterado (=80%) ap6s dez dias de exposi¢cdo nas salinidades de
<0,5%o, de 15%o, de 20%o, de 25%o0 e de 30%0. (AUGUSTO et al., 2007b). O camardo
diadromo M. nipponense também ndo apresentou alteracdes no teor hidrico
muscular apds ser exposto durante quatorze dias em 0%o (79,1 £ 0,5%), 7%o (78,3
0,7%), 14%o (78,2 £ 0,9%) e 20%o (78,1 + 0,3%) (WANG et al., 2004).

A espécie A. schmitti, mesmo sendo considerada um antigo invasor de agua
doce, parece que ainda € capaz de regular o volume celular através de mecanismos
de Regulacdo Isosmotica Intracelular, uma vez que, conseguiu recuperar o teor
hidrico muscular no periodo entre cinco dias (75,05 + 0,7 %) e dez dias (80,67 £ 0,9

%) quando exposta a salinidade 25%o.

Esse estudo foi o primeiro a medir a atividade da enzima anidrase carbonica
de uma espécie da familia Aeglidae. A atividade da Anidrase Carbfnica na espécie
A. schmitti ndo teve alteracdo com o aumento da salinidade em relacdo ao controle,
em nenhum tempo de exposi¢éo, exceto na salinidade de 35%. por doze horas, que
a atividade dessa enzima teve uma reducdo de 2,2 + 0,19 /mg de proteina (controle

em agua doce) para 1,4 £ 0,06 /mg de proteina (reduziu 63,3%).

Assim com ocorreu com A. schmitti, a atividade da anidrase carbonica do
camardo diadromo de agua doce Macrobrachium acanthurus também permaneceu
inalterada em aproximadamente 2,2 /mg de proteina em agua doce e na salinidade
de 25%0, apés um dia de exposicdo (MARASCHI; FREIRE; PRODOCIMO, 2015).
Resultados semelhantes também foram observados nas branquias posteriores do
caranguejo diadromo Eriochier sinensis que nao apresentou mudancas na atividade
da anidrase carbdnica nas salinidades de 0,3%o, 7%o, 14%0 € 21%0 apos trés dias de

exposicdo. Entretanto, a atividade da anidrase carbonica foi significativamente maior
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na salinidade de 7%. (=270 U/ mg de proteina) em comparag¢do com as salinidades
de 28%o (=180 U/ mg de proteina) e 35%0 (=170 U/ mg de proteina) (WANG et al.,
2012). Uma explicacéo para a atividade da anidrase carbdnica se manter inalterada
pode estar associada a outra funcdo dessa enzima, que também é responsavel pelo
equilibrio acido-base (FREIRE; ONKEN; MCNAMARA, 2008; HENRY et al., 2012).
Mantendo a atividade da anidrase carbbnica inalterada, A. schmitti pode evitar o
desenvolvimento de uma acidose metabdlica, devido a uma reducéo do ion HCO;",
como ocorreu com o lagostim Pacifastacus leniusculus, quando transferido da agua
doce para 26,25%0 ap0s dois dias de exposicao (WHEATLY; MCMAHON, 1982).

6 CONCLUSAO

A espécie hololimnética Aegla schmitti, que vive ha aproximadamente 33,2
milhdes de anos na agua doce e ndo enfrenta alteracdes de salinidade no meio em
gue vive, mostrou que ainda preserva mecanismos osmorregulatorios para
sobreviver em aguas salinas e pode ser considerada eurialina. Essa espécie
apresentou uma grande plasticidade osmorregulatéria, conseguindo sobreviver com
uma alta taxa de sobrevivéncia por até dez dias na salinidade de 25%0 e por até
doze horas na salinidade de 35%.. A. schmitti mostrou diferentes padrdes de
resposta quando exposta as salinidades entre 20%. e 25%., osmoconformando a
osmolalidade da sua hemolinfa ap6s cinco dias e hiporregulando apés um dia (entre
21%0 e 25%0) e dez dias (entre 23%o € 25%o). Essa espécie também mostrou que é
capaz de manter o teor hidrico muscular inalterado, mesmo com o0 aumento da
osmolalidade da hemolinfa, indicando que ainda possui a capacidade de regular o
volume celular. Esse estudo também foi o primeiro a medir a atividade da enzima
anidrase carbbnica de uma espécie da familia Aeglidae. A atividade dessa enzima
manteve-se inalterada, mesmo com o aumento da osmolalidade da hemolinfa em
todas as salinidades e todos os tempos de exposi¢cdo, possivelmente devido a
func@o que essa enzima realiza no equilibrio acido-base. A Unica excecao ocorreu
na salinidade de 35%. apds doze horas, quando a atividade da anidrase carbonica
reduziu 63,3% em relacdo a agua doce. Esse estudo foi extremamente importante
para entender melhor os mecanismos fisiolégicos envolvidos na osmorregulagédo dos

crustaceos anomuros do género Aegla.
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