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Tanto tempo, tanto esforco, tanto
dinheiro, muitas vezes para se conseguir
resultados pequenos quando comparados
com as horas investidas. Mas todas as
frustracdes e todos os esfor¢cos monotonos,
repetitivos, tornam-se insignificantes diante
da alegria pura de descobrir algo novo — e
esse prazer pode ser saboreado quase todos
os dias quando também se ama as pequenas
coisas. Dizer: N6s descobrimos isso; nés
compreendemos isso; nOs conseguimos
extrair sentido e ordem da confusdo da
natureza. Pode existir recompensa maior?

S. J. Gould
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RESUMO

Actinia bermudensis e Bunodosoma caissarum sdo duas espécies de
anémonas do mar que vivem associadas ao substrato rochoso na zona entre marés. Por serem
funcionalmente sésseis e, portanto, incapazes de escapar de situacdes desfavoraveis que
acontecem nessa regido, elas devem realizar ajustes intracelulares de modo a compensar as
variacbes osmoticas do meio. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi estudar os
mecanismos envolvidos com o equilibrio osmético e i6nico desses animais durante a
adaptacdo a variacdo de salinidade. Para tanto, exemplares das duas espécies foram expostos
por 6 horas a um choque hiposmético (25%o), a situagdo controle (30%o) e a um choque
hiperosmatico (37%o). Apds a exposicdo, foi dosado a osmolalidade, os jon Na*, K" e Cl e as
NPS (substéncias positivas & ninidrina) no fluido do celéntero. Também foram dosados os
mesmos ions e o teor de NPS no musculo, além do teor hidrico tecidual. Com base nos
resultados das variagdes da osmolalidade e dos osmolitos analisados, foram definidas as
solucgdes experimentais para a analise do volume em células isoladas. Assim foram preparadas
uma solucdo controle (975 mOsm), uma solucdo hiposmotica (785 mOsm) e uma solucédo
hiperosmética (1225 mOsm), também foram preparadas, essas mesmas solucdes sem Ca?*,
para avaliar a participacdo desse ion como sinalizador do processo regulatorio. As células
foram dissociadas por método enzimatico e entdo expostas as diferentes condicdes
experimentais, a anélise do volume celular foi realizada em microscopio invertido num
intervalo de tempo de 20 min. As imagens foram capturadas através de uma camera digital
(Moticam 480) e submetidas a analise de imagens (Motic Images 2000 -1.3). A varia¢do do
diametro celular foi medida e entdo convertida para volume celular. Também foram testados
alguns blogueadores das principais vias de transporte envolvidas na regulacdo de volume
celular. Associados ao choque hiposmotico foram testados a ouabaina, o DIDS, furosemide
(3mM) e HgCl,, para o choque hiperosmético, foram testados ouabaina, furosemide (100uM),
amiloride e DIDS. Os resultados do ensaio in vivo demonstram que Actinia bermudensis
osmoconforma em ambas as salinidades, enquanto Bunodosoma caissarum osmorregula em
25%o e osmoconforma em 37%.. A analise dos osmdlitos extracelulares e teciduais indica que
Actinia bermudensis é um tipico osmoconformador e que utiliza osmdlitos organicos
associados aos inorganicos para regulacdo de volume celular quando em choque hiposmaético.
Enquanto Bunodosoma caissarum osmorregula em 25%., pelo aumento de osmdlitos
organicos, e mantém seu volume celular por liberacdo de osmélitos inorganicos e organicos, e
em 37%o parece apresentar mecanismos para acumulo idnico celular. J& os resultados dos
ensaios in vitro evidenciam uma regulacdo completa de volume celular de Bunodosoma
caissarum e uma regulacgao parcial de volume de Actinia bermudensis durante a exposic¢éo das
células ao chogue hiposmotico. Nao foi evidenciada regulacdo de volume celular durante o
choque hiperosmotico em nenhuma das duas espécies. Bunodosoma caissarum aparentemente
regula volume celular diante de hiposmoticidade pelo efluxo de ions através do
contransportador K*-CI* e possivelmente pelo efluxo de osmolitos organicos que utilizam vias
anionicas de transporte. A participacdo de Ca" como sinalizador do processo regulatorio, sé
pdde ser evidenciada em células de Bunodosoma caissarum quando exposta ao choque
hiposmadtico.

Palavras chave: Actinia bermudensis, Bunodosoma caissarum, hiposmético, hiperosmotico,
volume celular.






ABSTRACT

Actinia bermudensis and Bunodosoma caissarum are two anemone species
that live on rocky substrate in intertidal zones, being functionally sessile, they are not able to
escape from difficult situations typical of these areas. These species need intracellular
adjustments to compensate for environmental osmotic variations. The purpose of this study
was to investigate the mechanisms involved in the osmotic and ionic equilibrium of these
species during adaptation to salinity. For this purpose, animals of the two species were
exposed for 6 h to a hyposmotic shock (25%o), control salinity (30%o) and hyperosmotic shock
(37%o), after which was measured the osmolality, the ions Na®, K* e CI" and the NPS
(ninhydrin positive substances) on the coelenteron fluid. Also, was meansured the same ions,
the NPS and the water content of the muscle. Based on the results of osmolality variation and
the analyzed osmolytes, it was defined the experimental solutions to single cell volume
analysis. Thus, was prepared an isosmotic saline (975 mOsm), hyposmotic (785 mOsm) and
hyperosmotic (1225 mOsm) saline, also was prepared the same salines free of Ca”", to
evaluate this ion’s role in signaling of the regulatory process. The cells were dissociated by
enzymatic methods and exposed to different experimental conditions, for 20 min. The cellular
volume analysis was performed on an inverted microscope, using a digital camera to capture
the images. The diameter of the cells were taken and converted to volume. Also, the presence
of blockers of the main transport pathways involved in cellular volume regulation was
evaluated. Associated with hyposmotic shock: ouabain, DIDS, furosemide (3mM) and HgCl,,
to hyperosmotic were tested: ouabain, furosemide (100uM), amiloride na DIDS. The in vivo
results show that Actinia bermudensis osmoconforms in both salinities, while Bunodosoma
caissarum osmorregulates in 25%o e osmoconforms in 37%.. The tissue and extracellular
osmolytes analysis indicate that Actinia bermudensis is a typical osmoconformer, using
organic and inorganic osmolytes for cellular volume regulation when under hyposmotic
shock. While Bunodosoma caissarum osmorregulates in 25%o, by increasing organic
osmolytes, maintaining its cell volume by the release of organic and inorganic omolytes, and
in 37%0 seems to present mechanisms of ion accumulation. The in vitro assays revel a
complete cell volume regulation in Bunodosoma caissarum and a partial regulation in Actinia
bermudensis during the cell exposure to hyposmotic shck. During hyperosmotic schok,
cellular volume regulation was not observed in either species. Bunodosoma caissarum
aparently regulates cell volume under hyposmoticity by ionic efluxes through K*-CI*
cotrnasporter and possible by organic osmolytes throug anion pathways. The analysis of the
role of Ca" in the regulatory processes indicates that only the activation of osmolytes release
from Bunodosoma caissarum cells under hyposmotic shock is mediated by extracellular Ca®".
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1 INTRODUCAO

O ambiente marinho é basicamente dividido em duas grandes zonas, a Zona
Oceénica e a Zona Neritica. Segundo Brusca e Brusca (2003), a Zona Neritica compreende
parte da regido do litoral e é a zona, ecologicamente, mais populosa em seres bentdnicos
devido, em grande parte, a penetracdo de luz solar, o que favorece o desenvolvimento de flora
e fauna da cadeia alimentar. A linha da praia demarca a regido do litoral, onde mar, ar e
continente se encontram e interagem. Essa regido é muito afetada pelo sobe e desce das
marés e pode ser subdividida em zonas relativas as marés. A zona supralitoral é raramente
coberta pela &gua, mesmo na maré mais alta. A zona eulitoral, ou zona intertidal, fica entre os
niveis da maré alta e da maré baixa, e a zona sublitoral nunca fica descoberta, mesmo em maré
baixa. Essas duas ultimas zonas compreendem a Zona Neritica.

Organismos que habitam a zona intertidal estdo sujeitos a dindmica e
freqliente demanda de condicBes impostas por esse ambiente, onde a variagao ciclica € um
problema constante, com complexas varia¢fes temporais e espaciais. O problema de se viver
na regido costeira se origina devido a progressiva mudanga dos padrfes de maré e a agdo das
ondas. Mais obviamente existem os efeitos de estar na interface do habitat, o que afeta o
balanco térmico e osmotico, a troca de gases, e as estratégias de alimentacdo para ambos,
predadores ou herbivoros.

Diante desses problemas, a simples estratégia de evita-los é extremamente
importante. Quando a mudanga é ciclica, e as condi¢cBes possuem a garantia de melhorar e
reverter dentro de um periodo estabelecido, uma boa légica adaptativa é evitar o curto periodo
de condic¢bes adversas simplesmente cessando a atividade, se escondendo, fechando a concha,
ou se enterrando mais fundo. Além dessas estratégias comportamentais é possivel evitar um
estresse osmotico, ou mesmo a dessecacao dos tecidos carregando um estoque de agua, na
camara das branquias, como em muitos crustaceos, ou na cavidade do manto dos moluscos.
Uma outra possibilidade é ter um sistema intrinseco de revestimento. Pode ser muco, de valor
limitado, mas presente em certos animais como as anémonas; ou mais especificamente pode
envolver tubos ou compartimentos, secretados pelo animal, e usualmente capazes de serem
selados temporariamente atraves de um opérculo ou esfincter. No entanto, para muitos outros
organismos desprotegidos, de corpo fragil e que ndo conseguem evitar a condi¢do, algum grau
de tolerancia e regulacéo é essencial, envolvendo fisiologia e bioquimica a nivel celular ou do
organismo como um todo (WILLMER et al., 2000).
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A maioria dos invertebrados marinhos esta em equilibrio osmaético com o
meio externo. Eles possuem a superficie do corpo permeével aos sais e a &gua de modo que a
concentracdo dos fluidos corporeos aumenta ou diminui de acordo com as mudancas na
concentracdo da agua do mar. Os invertebrados que vivem em mar aberto raramente ficam
expostos a flutuagcBes osmdticas. J& as condigdes encontradas ao longo da costa sdo bem
menos constantes do que as do mar aberto (HICKMAN et al., 2003).

1.1 Osmoconformadores x Osmorreguladores

Com as variacdes diarias das marés e relativas ao ciclo lunar, existem
periodos de condi¢des hiperosméticas, quando a maré esta baixa, devido a evaporacdo da
agua das pocas que se formam nas rochas e da agua nas fendas, e também periodos de
condi¢Bes hiposmdticas devido as chuvas, que diluem a &gua do mar dessas pogas
(WILLMER et al., 2000).

Quando um animal se depara com uma alteracdo na concentracdo osmética
do meio, ele pode responder de duas maneiras: alterar a concentragdo osmética de seus fluidos
corporeos tornando-se isosmético (ndo necessariamente na mesma concentracdo osmotica,
mas podendo ser ligeiramente acima ou abaixo) em relagdo ao meio, ou regular sua
concentracdo osmotica permanecendo osmoticamente diferente face as alteracGes da
concentragcdo do meio. Tais animais sdo ditos osmoconformadores e osmorreguladores,
respectivamente. Os osmoconformadores apresentam, aparentemente, alto grau de tolerancia
osmotica celular, enquanto que o0s osmorreguladores mantém homeostase osmotica
extracelular estrita face as grandes diferencas ambientais na concentracdo de eletrolitos
(RANDALL et al., 2000). Os tecidos internos de animais osmorreguladores dependem
basicamente da regulacdo osmética do liquido extracelular para manter o volume celular; ja
células de animais osmoconformadores variam seu volume em fungdo da diluicdo ou
concentracdo do meio interno. Essa variacdo do meio interno, conseqlientemente, exige que
esses animais apresentem mecanismos de regulacdo de volume celular, caso contrario seu
sucesso no ambiente seria comprometido.

A grande maioria dos invertebrados marinhos ndo apresenta 0rgaos ou
estruturas especializadas responsaveis pela manutencdo da constancia do meio interno. Esses
animais possuem fluidos corp6reos com a mesma pressdao osmética que a agua do mar, ou
seja, sdo isosmdticos em relacdo ao meio e, portanto, osmoconformadores. Nesses

invertebrados a composicdo osmatica e idnica do meio interno acompanha as variagdes do
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meio externo, podendo diante de variacdes da salinidade do meio externo, apresentar certo
grau de regulacdo ionica e volume celular. Ou seja, isso ndo significa que seus fluidos
corpOreos apresentem a mesma composicdo de solutos que a agua do mar (SCHIMIDT-
NIELSEN, 2002).

A capacidade de regulagdo de volume nas células de animais
osmoconformadores submetidos a choque osmatico pode estar limitada a uma faixa estreita
de concentracdo osmdtica (estenoalino) ou a uma ampla faixa, como no caso dos eurialinos
(PIERCE, 1982).

1.2 Regulagéo do volume celular - RVD e RVI

Animais osmoconformadores rapidamente incham em resposta ao influxo
osmético de agua produzido por um estresse hiposmotico, mas depois de um tempo na
salinidade reduzida, recuperam, a0 menos em parte, seu volume original. Esse influxo
osmotico de dgua no compartimento extracelular resulta numa diluicdo do meio extracelular.
Essa diluicdo representa um choque osmotico para as células, que devem, portanto, apresentar
capacidade de regulacdo de volume (PIERCE, 1982). Deste modo, o volume celular é
regulado de maneira que a célula retorne ao seu volume normal apds um disturbio, e
permaneca relativamente estavel, para poder desempenhar suas diferentes funcdes. Quando a
célula, depois de inchar, utiliza mecanismos para diminuir seu volume, este processo é
chamado de reducéo regulatoria de volume (RVD). Por outro lado, mecanismos utilizados
para restabelecer o volume perdido - devido a um choque hiperosmdtico - recebem o nome de
aumento regulatério de volume (RVI) (HOFFMANN & DUNHAM, 1995).

Tanto a RVD como a RVI podem ser o resultado da ativagédo de um ou mais
sistemas de transporte de solutos organicos e/ou inorganicos. Durante a RVD, as células
recuperam seu volume devido a saida de solutos juntamente com a agua. Quando o volume
celular retorna a valores préximos aos iniciais, as células estdo praticamente isosmoticas em
relagdo ao novo meio e, se transferidas ao meio isosmotico, isto €, ao meio de antes do
choque, comportam-se como em meio hiperosmotico e sofrem reducdo de volume (Fig. 1-A).
Ja durante a RVI, o volume € recuperado gracas a entrada de solutos, que carregam agua para
dentro da célula. Se essas células, apos recuperarem o volume perdido, forem perfundidas
com solucdo isosmotica, comportar-se-80 como se estivessem em solugdo hiposmotica
apresentando aumento de volume (Fig. 1-B) (HALLOWS & KNAUF, 1994).



Introducdo 14
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Figura 1 — Comportamento de células ou tecidos quando submetidos a choques anisosmoticos agudos.
A - choque hiposmético; B — choque hiperosmético (tempo 1) e quando novamente submetidos a
condigdo isosmoética anterior ao choque (tempo 2) .

O processo de regulacdo do volume celular é parte essencial de uma
variedade de funcdes importantes para 0 bom funcionamento da célula. Principalmente em
células animais, que por nao possuirem parede celular rigida e pela membrana plasmatica ser
suficientemente permedvel a dgua, estdo sujeitas a entrada e saida de agua de acordo com as
variacdes de solutos tanto intra como extracelulares. Isto significa que para a manutencgéo do
volume celular, a osmolalidade efetiva intracelular deve ser sempre igual a osmolalidade
efetiva extracelular (RUSSELL, 2000).

Diante de um choque hiposma@tico, para conter o inchaco celular e prevenir
uma eventual lise osmdtica, as células liberam solutos osmoticos juntamente com agua e
recuperam o volume celular, mas, usualmente, ndo alcancando o nivel original. Alias, poucas
células sdo capazes de recuperar seu exato volume original (PIERCE, 1982). De fato, estudos
utilizando tecidos isolados de invertebrados diante de choque hiposmético tém demonstrado
recuperacdo do volume celular. Segundo Souza e Scemes (2000), a exposicdo de tecido
cardiaco de Aplysia brasiliana (um molusco marinho osmoconformador) a um choque
hiposmotico (26% de reducdo) revela um aumento do volume do tecido de cerca de 20%,
retornando aos valores proximos do original depois de 60 min. Eritrécitos do molusco

Noentia poderosa rapidamente incham diante de choque hiposmotico (60% de reducédo) e
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dentro de 10 minutos de exposicdo comecam a recuperar o volume. Apos 2 horas de
exposicdo ao meio hiposmotico, os eritrocitos exibem uma recuperacdo parcial do volume
(SMITH & PIERCE, 1987). No entanto, células isoladas do molusco Lymnae stagnalis ndo
exibiram RVD apds inchar diante de um choque hiposmético de 30% (MORRIS et al., 1988).

Contrariamente a recuperacao do inchaco celular — mesmo que parcialmente
— diante de um choque hiposmético, estudos com tecidos isolados, tanto de invertebrados
como vertebrados, tém demonstrado que, na maioria dos casos, 0 murchamento induzido por
aplicacdo de condigbes hiperosmdticas ndo é seguido por um ajuste de volume. Regulacdo de
volume néo foi encontrada em axénios isolados do crustaceo decapoda Carcinus maenas apds
choque hiperosmético (KEVERS et al., 1979). Também ndo ha evidéncia de aumento
regulatério de volume em nenhuma célula cardiaca de mamiferos durante choque
hiperosmotico. Em contraste, cardiomiocitos de invertebrados marinhos podem regular
volume em resposta a aumentos da concentragdo osmdtica do ambiente (DEATON, 1997).
Nem todas as células possuem a capacidade de retornar ao seu volume original apds um
choque hiperosmdtico, possivelmente pelo fato dos mecanismos implicados serem lentos
demais para induzir uma mudanca de volume significativa, pelo menos durante os tempos
experimentais utilizados (KEVERS et al., 1979).

1.3 Osmolitos organicos e osmalitos inorgéanicos

Recentemente, é cada vez mais aceito que ndo somente osmolitos
inorganicos como Na*, K* e CI” sdo empregados pra restabelecer o equilibrio osmaético da
célula, mas que também osmdlitos organicos tém um papel significativo na homeostase do
volume celular. Embora ainda se discuta sobre a mobilizacdo do diferentes osmolitos durante
a regulacéo de volume, segundo Hoffmann e Dunham (1995), a resposta imediata a0 aumento
ou diminuicdo do volume da célula (de segundos a minutos) € essencialmente perda ou
tomada de eletrolitos pela célula (RVD e RVI a curto prazo, respectivamente). Em uma
escala maior de tempo (de horas a dias), a regulacdo de volume depende principalmente da
perda ou do acumulo de osmolitos organicos dentro da célula (RVD e RVI a longo prazo,
respectivamente).

A maior parte da literatura existente indica que osmolitos inorganicos,
usualmente uma combinagio de K" ou Na* (menos freqiiente) com CI, predominam nos
mecanismos de recuperagdo de volume celular de animais aquaticos (principalmente

dulcicolas) que ndo encontram rotineiramente altas concentracBes osmdticas (talvez no
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méaximo 300-400 mOsm/kg H,O) no meio externo. Além disso, a maior parte da literatura
também indica que osmdlitos organicos, usualmente aminoacidos livres ou componentes de
amoOnia quaternaria, sdo a maioria dos osmolitos em células de organismos que normalmente
encontram uma maior amplitude, ou uma variagcdo mais elevada na pressdo osmatica do meio
externo. Animais marinhos e de estuarios sdo exemplos comuns desse ultimo tipo (PIERCE &
POLITIS, 1990).

O actmulo intracelular de osmélitos organicos envolve principalmente dois
processos. O primeiro representa a tomada através da membrana celular por sistemas de
transporte especificos, o segundo representa a geracdo intracelular dos osmolitos através de
reacdes metabdlicas (WEHNER et al., 2003), como a quebra de proteinas em aminoacidos por
exemplo. Assim, alteracGes no volume celular podem afetar a taxa e dire¢cdo do metabolismo
(LANG & WALDEGGER, 1997).

1.4 Vias de regulacéo do volume celular

A regulacdo do volume celular ocorre gracas a perda ou ganho de solutos
osmoticamente ativos (osmdlitos). Assim, o0 ajuste do volume tanto em condicOes
hiposméticas como hiperosmoticas depende da ativacdo de canais, ATPases e outros
transportadores, tendo em vista que, osmolitos organicos ou inorganicos, tais como fons Na*,
K*, Ca®* e CI', sdo impermeantes, ou seja, ndo se difundem através da bicamada lipidica
(RANDALL et al., 2000).

De um modo geral, células submetidas a um estresse osmotico mobilizam
solutos orgénicos e/ou inorganicos. A tomada de moléculas orgéanicas na RVI pode ser
dependente ou ndo do influxo de Na’. Ja durante a RVD algumas células liberam KCI ou
NaCl através da ativacdo de canais de K™ e CI" (ou Na* e CI), cotransporte K*-CI" ou ainda
ativacio paralela dos trocadores K'/H" e CI/HCO; (HOFFMANN & DUNHAM, 1995;
LANG et al., 1998; WEHNER et al.,2003) (Fig. 2).

Durante um choque hiposmético a mobilizacdo de osmdlitos organicos pode
ocorrer através de um efluxo acoplado ao Na', assim como também independente ao Na*, mas
utilizando uma via de transporte de anions (LANG et al., 1998; WEHNER et al., 2003).
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Transportes:
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Figura 2 — Principais mecanismos transportadores transmembranais envolvidos na regulacdo do
volume celular (retirado de HALLOWS; KNAUF, 1994).

1.5 Sinalizacéo celular para o processo regulatorio

Condic6es hiposmoticas e hiperosméticas produzem mudancas marcantes
na atividade de varios sistemas de transporte i6nicos envolvidos no controle do volume
celular. Os mecanismos de transducéo de sinal ativados por uma mudanga no volume celular,
que, por sua vez, produzem as respostas de RVD ou de RVI, ainda ndo sdo bem definidos.
Mecanismos que sdo conhecidos por exercerem um papel incluem aumentos nas
concentracdes de Ca”" intracelular ([Ca®'];), sistema Calcio - Calmodulina, mudancgas na
concentracdo de cAMP, producdo de varios eicosanoides, liberagdo de fosfatos de inositol
pela fosfolipase C, ativacdo de diversas proteinas quinases e rearranjos de componentes do
citoesqueleto (FORCE & BONVENTRE, 1994).

Entre os processos bioquimicos e biofisicos que vém sendo propostos como
mecanismos de transducdo de sinal para reverter alteracdes no volume celular através da
ativacdo de mecanismos de transporte de solutos, talvez, nenhum deles tem sido evocado com

tanta freqiéncia como as alteracdes de ([Ca*']). A participagdo de calcio na regulacio de
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volume celular foi encontrada em muitos sistemas celulares. Em particular, a regulacdo do
inchaco celular (RVD) parece estar frequentemente acompanhada pela sinalizacdo de calcio
(LANG et al., 1998; WEHNER et al., 2003). No caso de um estresse hiperosmotico, outros
processos de transducdo de sinal parecem ser responsaveis pela recuperagdo do volume
celular, os relatos de que a RVI é dependente de célcio sdo muito raros (ERICKSON et.al.,
2001).

Esta bem estabelecido portanto, que o calcio afeta a recuperacdo de volume
celular depois de um estresse hiposmotico. A inibicdo da RVD quando uma célula incha na
auséncia de Ca’* extracelular ([Ca?']) representa uma observacéo basica em muitos estudos
que se propdem a demonstrar a dependéncia de Ca** para a RVD. Em outros exemplos, 0
processo de recuperacdo de volume ndo é sensivel ao ([Ca®*],, mas mudancas no [Ca®'];
alteram a recuperagdo de volume ap6s um choque hiposmético, alterando o padrdo de efluxo
de osmolitos.

De acordo com Pierce e Politis (1990) independente da recuperacdo de
volume diante de um estresse hiposmético ser sensivel ao [Ca®*‘]e ou somente ao [Ca®]i, 0
cation divalente causa seu efeito alterando o transporte de ao menos um dos dois tipos gerais

de osmolitos (orgéanicos e inorganicos).

1.6 Equilibrio osmatico e idnico em cnidarios

Cnidéarios marinhos séo geralmente considerados osmoconformadores com a
concentracdo osmotica do seu fluido do celéntero similar a concentracdo osmética do
ambiente que os rodeia. Pierce e Minasian (1974), Bursey e Harmer (1979) e Benson-
Rodenbough e Ellington (1981) encontraram que, dentro de 6 horas de aclimatacdo a uma
nova salinidade o fluido do celéntero de anémonas do mar alcancou o equilibrio com o novo
ambiente. Como resultado, as celulas desses animais devem regular volume para prevenir
mudancas significativas de tamanho. Entre os cnidarios, regulacdo de volume celular tem sido
demonstrada estar acompanhada da regulacao de “pool” intracelular de aminoacidos. Sendo a
analise feita com base na hidratacdo do tecido e variagdo da concentracdo de aminoacidos
totais.

Pierce e Minasian (1974) encontraram que a anémona Diadumene leucolena
osmoconforma diante de meio diluido (salinidade variando de 6 a 33%o) e que a regulacdo de
volume desse animal é acompanhada da regulacdo de um “pool” intracelular de aminoé&cidos.

Ja Bursey e Hamer (1979) submeteram a anémona Condylacts gigantea a choques hipo e



Introducdo 19

hiperosmoticos e encontraram que esse animal osmoconforma em salinidades variando de 20
a 45%o.

Também, segundo Benson-Rodenbough e Ellington (1981), diante de um
estresse hiposmotico (salinidade 15%o) houve aumento na hidratacdo tecidual da anémona do
mar Bunodosoma cavernata, a maior parte desse excesso de &gua tecidual foi eliminada no
quarto dia de aclimatacdo a essa salinidade. Animais expostos a um estresse hiperosmotico
(salinidade 45%o) continuaram a perder agua até o quarto dia e nas proximas 24 horas haviam
recuperado a hidratagdo tecidual. O mecanismo que fundamenta essa regulacdo de volume
celular foi demonstrado atraves de observaces da mudanca do contetdo de NPS (substancias
ninidrina-positivas) desse tecido. Ou seja, 0 nivel de NPS em Bunodosoma cavernata varia
conforme aclimatacéo a diferentes salinidades.

Howard e colaboradores (1986) estudaram como a flutuacdo de salinidade
dentro de ciclos sazonais afeta o “pool” de aminoécidos de Bunodosoma cavernata diante de
condigdes naturais. A variacdo sazonal de salinidade encontrada foi de 17 a 36%o, tendo um
valor médio de 30%o, € 0 teor hidrico tecidual das anémonas variou de 87% (a salinidade
17%0) a 76% (a salinidade 36%o), com valor médio de hidratacdo do tecido ao redor de 81%.
Considerando-se que 0s animais teriam um comportamento passivo diante dos fluxos
osmoticos, seria esperada variacdo da hidratacdo maior do que as observadas nas duas
condicdes de salinidade. No entanto, 0s autores conseguiram evidenciar varia¢do do “pool” de
aminoacidos que estariam envolvidos com o0s ajustes osmaticos, impedindo assim variagGes
bruscas da hidratacéo tecidual.

Segundo Deaton & Hoffmann (1988) durante a aclimatacdo da anémona do
mar Metridiun senile a agua do mar diluida, houve aumento na hidratacdo tecidual.
Entretanto, esse aumento ndo foi menor do que a mudanca de salinidade do ambiente,
indicando que essas anémonas regulam volume parcialmente. O mecanismo responsavel por
essa regulacdo de volume é a diminuicdo significativa de um pool inicial de aminoacidos,
principalmente de taurina. Ja durante a aclimatacdo da anémona do mar Anthopleura
xanthogrammica a um meio hiperosmético (150%) ocasionou um aumento de 27% no “pool”
intracelular de aminoécidos (MALE & STOREY, 1983).

O papel de osmdlitos organicos na adaptacdo de cnidarios marinhos a
mudanca de salinidade tem sido muito bem documentado (como apresentado acima). No
entanto estudos analisando a participa¢do de osmélitos inorganicos sdo raros, como o de La
Spada e colaboradores (1999) que estudaram a reducdo regulatéria de volume (RVD) em

nematocistos isolados de Aiptasia diaphana, e encontraram, durante choque hiposmotico de
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35%, um esperado aumento de volume dos nematocistos seguido de RVD. Em um estudo
posterior também com Aiptasia diaphana Marino e La Spada (2004) analisaram a RVI em
nematocistos isolados e encontraram a capacidade de regular volume celular apds um choque
hiperosmético pela tomada de Na*, com envolvimento do trocador Na*-2CI'-K".

Cabe ressaltar que os estudos sobre a participagdo dos osmalitos organicos
foram realizados em anémonas submetidas a variacdo de salinidade, enquanto os dois relatos
de participacdo de osmdlitos inorganicos, durante um choque hiposmotico, foram avaliado em
células isoladas. N&o havendo, até entdo, nenhuma analise da dindmica da mobilizacdo de
osmolitos inorganicos e/ou organicos durante o ajuste osmo-iénico, como sera proposto no

presente trabalho.

1.7 Justificativa e apresentacéo do presente trabalho

As anémonas do mar Bunodosoma caissarum e Actinia bermudensis s&o
animais exclusivamente marinhos pertencentes ao filo Cnidaria, classe Anthozoa e que
apresentam organizacdo ao nivel tecidual. S&o conhecidas por sua ampla distribuicdo pelo
litoral brasileiro, onde o valor médio de salinidade é de aproximadamente de 34%.. Estas
especies sdo encontradas entre salinidades de 20 a 38%. (D.Vidolin, comunicacdo pessoal),
sendo reportadas como apresentando tolerancias variaveis as oscilacdes de salinidade
observadas em diferentes ciclos de marés. Essas anémonas vivem associadas ao substrato
rochoso na zona entre marés ou zona intertidal e por serem funcionalmente sésseis e, portanto,
incapazes de escapar com eficiéncia de situacdes desfavoraveis que acontecem nessa regiao,
elas devem realizar ajustes intracelulares de modo a compensar as variagcbes osméticas do
meio.

A literatura sobre aspectos fisiolégicos em Bunodosoma caissarum é
extremamente pobre. O primeiro trabalho foi desenvolvido por Mendes (1976) e tratava da
caracterizacdo quimica na juncdo neuromuscular. Os demais trabalhos até o presente dizem
respeito a toxina liberada pelo animal, desde aspectos quimicos até mecanismos de acéo
(MALPEZZI et al.,, 1993; ALE et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2004), sem nenhuma
consideracdo sobre a adaptacdo osmo-i6nica do animal. Quanto a Actinia bermudensis, a
caréncia de informacao € ainda maior, ndo ha registros de estudos fisioldgicos com o animal.

Considerando-se 0s aspectos discutidos acima, torna-se de fundamental
relevancia o estudo dos mecanismos envolvidos com o equilibrio osmético e idnico desses

animais, que vivem bem adaptados a condicdo estressante de oscila¢fes de salinidades tipicas
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da regido intertidal. Preenchendo assim, uma lacuna no conhecimento da Fisiologia
Comparada, principalmente no que diz respeito a abordagem celular, de invertebrados

eurialinos sob condicdo natural de estresse osmo-idnico.
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2 OBJETIVOS

Objetivos gerais

Avaliar comparativamente a capacidade de regulacdo osmo-idnica de
Bunodosoma caissarum e Actinia bermudensis diante de estresse salino.
Obijetivos especificos

- Determinar 0 comportamento osmo-iénico das duas espécies, se elas sao
osmoconformadoras ou ndo;

- Descrever os mecanismos regulatorios envolvidos com a resposta osmo-iénica de ambas as
especies durante adaptacdo a variacdo de salinidade;

- Caracterizar a variacdo de volume de células isoladas de ambas as espécies quando expostas
a estresse hipo e hiperosmético;

- Investigar a participacdo do Ca** como sinalizador do processo regulatério;

- Determinar as vias de transporte envolvidas na regulagéo do volume celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OS ANIMAIS
Reino Animalia
Filo Cnidaria
Classe Anthozoa
Ordem Actniaria
Familia Actiniidae
Género Bunodosoma

Espécie Bunodosoma caissarum (Corréa, 1964)

Foto: Alvaro Esteves Migotto

Género Actinia

Espécie Actinia bermudensis (McMurrich, 1889)

Foto: Alvaro Esteves Migotto

Figura 3: Fotografias das duas espécies de anémonas do mar em seu ambiente natural (didmetro em
torno de 3 cm em Actinia bermudensis e 6 cm em Bunodosoma caissarum).
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3.2 COLETA E MANUTENGCAO DOS ANIMAIS

3.2.1 Local de Coleta

As duas espécies foram coletadas no costdo rochoso da Segunda Pedra,
praia de Itapema do Norte (48°30'W e 26°07'S) localizada no municipio de Itapoa (SC). A
coleta foi realizada manualmente durante os periodos de maré baixa. Os animais coletados
foram transportados em um recipiente de plastico com aerador a pilha, na propria agua do
ambiente de onde eles foram retirados, até o laboratorio de Bioensaios, Departamento de

Ciéncias Fisiologicas da Universidade Estadual de Londrina.

Figura 4: Fotografia do local de coleta — Pedra do meio, Itapema do Norte, Itapoa SC.

3.2.2 Manutencgéo dos animais

No Laboratoério os animais foram mantidos em aquarios de vidro com agua
do mar 30%o (900 mOsm, a mesma salinidade encontrada no local de coleta), aerador, filtro
biologico de fundo e filtro de carvao ativado, com o pH variando de 7,17 a 7,74. A
temperatura ambiente foi mantida em aproximadamente 25°C, e o fotoperiodo era de 12/12 h
claro-escuro. Os animais eram alimentados com pequenos pedagos de camardo ou peixe, uma

vez por semana. Os parametros fisico-quimicos da d4gua eram monitorados semanalmente.
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Figura 5: Fotografia do aquério onde os animais eram mantidos

3.3 CARACTERIZACAO DAS RESPOSTAS DOS ANIMAIS AOS CHOQUES
OSMOTICOS

Representantes das duas espécies foram submetidos a um choque hipo e um
hiperosmético de 25%o e 37%o (750 e 1130 mOsm/KgH,O respectivamente) arbitrariamente
definidos, por um periodo de 6 horas, na tentativa de simular o periodo de duracdo das marés.
Apos essa exposicao, o fluido do celéntero foi retirado com auxilio de uma seringa (Fig. 6) e
entdo armazenado para posterior dosagem de ions, osmolalidade e substincias positivas a
ninidrina (NPS, aminoacidos totais). Também foi retirada uma fatia do musculo do disco

pedal do animal para a dosagem dos mesmos ions, das NPS e para andlise do teor hidrico.
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Figura 6: Esquema ilustrativo da estrutura interna de uma anémona do mar, mostrando o local de
retirada do fluido do celéntero (HICKMAN et al., 2003).

3.3.1 Dosagem de ions e medida da osmolalidade no fluido do celéntero

Uma aliquota do fluido foi devidamente diluida para a dosagem dos ions
Na", K" e CI'. Os ions Na" ¢ K" foram dosados por fotometria de chama (Analyser 900),
enquanto CI” foi dosado por método colorimétrico que consiste na reagao dos ions cloretos da
amostra com tiocianato de mercurio, formando cloreto mercurio ¢ ions tiocianato. Os ions
tiocianato quando combinados com os ions férricos formam tiocianato férrico, de coloragado
amarela com intensidade proporcional a concentrag@o de cloretos (Kit Labtest®). A leitura foi
realizada em espectrofotometro (Schimadzu 1203 UV). A medida da osmolalidade foi feita

em osmometro crioscopico (Gonotec Osmomat 30).

3.3.2 Teor hidrico

O teor hidrico tecidual foi calculado como uma forma de avaliar a variagao
de volume. Apos exposicdo dos animais as condi¢gdes experimentais, um pedaco do musculo
pedal foi retirado, pesado em balanga analitica com 0,1 mg de precisdo (Celtac, FA2104N)
para a obtenc¢do do peso umido (Pu). Em seguida, o tecido foi desidratado em estufa a 60 °C
durante 24 horas e entdo pesado novamente para a obten¢do do peso seco (Ps). O teor de

hidratagdo do tecido (Th) pode ser calculado através da seguinte formula:

Th (%) = (Pu—Ps) x 100
Pu
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3.3.3 Dosagem de ions no musculo

Apos a retirada da fatia do musculo dos animais, este foi levado em um
eppendorf a estufa 60° por 24 horas. Apos esse periodo foi adicionado ao eppendorf HNO;
0,75N por 24 horas para a extragdo dos ions. O material foi centrifugado e o sobrenadante foi
armazenado em freezer a —20 °C para posterior dosagem dos ions, pelos mesmos métodos
descritos acima. Ao eppendorf foi entdo adicionado NaOH 1IN para solubilizagdo das
proteinas, que foram dosadas pelo método descrito por Lowry e colaboradores (1951). A

concentragdo de ions foi expressa pela concentragao de proteinas do musculo.

3.3.4 Teor de substéancias positivas a ninidrina (NPS)

Para a andlise da NPS foi utilizado o método colorimétrico em
espectrofotometro adaptado por Amado (2002) como descrito a seguir.

Fatias do tecido (em torno de 25 mg) do disco pedal dos animais expostos as
condi¢cdes experimentais foram retirados e pesados para obtencdo do peso umido. O tecido foi
entdo transferido para um tubo de plastico contendo 0,5 ml de 4gua destilada e macerado com
uma “pitada” de areia fina e auxilio de um bastdo de vidro. Em seguida foi adicionado ao
tubo, 1,25 ml de etanol 95 % e ap6s a formacdo de um precipitado, as amostras foram
centrifugadas (por 5 min a 5000 g, em centrifuga Janetzki T24) e o sobrenadante foi utilizado
como amostra.

Para a reacao das NPS, os tubos foram preparados em duplicata contendo
0,5 ml da amostra, 0,250 ml de tampao citrato (CLARK, 1968) e 0,6 ml de reagente de
ninidrina, o qual foi preparado utilizando 5 ml de uma solugdo estoque saturada de ninidrina
(10g de ninidrina em etileno glicol) mais 2 ml de acido ascoérbico 1 % e completado para 60
ml de etileno glicol. Os padrdes foram preparados nas concentracdes de 1,25 a 25 pg/ml de
glicina em 4gua destilada. Apds o preparo os tubos foram levados a um banho-maria a 100 °C
por 20 min, resfriados e a eles foi adicionado 1,5 ml de etanol 60 %. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro, o comprimento de onda utilizado foi de 570 nm.

Uma outra adaptagdo foi utilizada para a dosagem de NPS no fluido do
celéntero. Nao havia necessidade de se preparar um macerado, por isso essa etapa foi
excluida. Entao, para a reacao de NPS, 0,5 ml de amostra do macerado foi substituido por 400
ul de alcool 95% + 100 ul de fluido do celéntero, e todo o restante do processo foi realizado

como descrito acima.
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3.4 ANALISE DO VOLUME CELULAR IN VITRO

3.4.1 Definicéo das solugdes experimentais

Com base nos resultados das variagdes ionicas ¢ da osmolalidade analisadas

no fluido do celéntero dos animais expostos as diferentes condigdes experimentais, foram

definidas as solugdes para a andlise do volume em células isoladas. A composicao da salina

controle resultou na concentragdo osmotica de 975 mOsm.

Solucdo Salina Controle (isosmdtica) - concentracdo medida: 975 mOsm - pH: 7,13

NaCl

KCl

MgSO,
NaHCO;

CaCl,

HEPES acid
HEPES Na'salt

g/l
29,25
0,748
6
0,25
1,1
0,595
0,623

mM
500
10
50

3

10
2,5
2,5

Solucéo Salina Hiposmotica — concentracdo medida: 785 mOsm — pH: 7,23

NaCl

KCl1

MgSO4
NaHCO;

CaCl,

HEPES acid
HEPES Na'salt

g/l
23,4
0,598
4,8
0,2
0,88
0,476
0,498

mM
400
8

Solucéo Salina Hiperosmética — concentragdo osmética medida: 1225 mOsm — pH: 7,2

NaCl
KCl
MgSO,

o/l
35,1
0,897
7,2

mM
600
12
60
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NaHCO; 0,3 3,6
CaCl, 1,32 12
HEPES acid 0,714 3
HEPES Na*salt 0,747 3

Solucdes Salinas sem Ca**

Foram preparadas as solugdes salinas (conforme descri¢do acima) controle,
hiposmética e hiperosmética sem a adi¢ao de CaCl, e com a adicdo de EDTA (1,86 g/l;

SmM).

3.5 DISSOCIACAO DAS CELULAS

A dissociacdo foi realizada segundo método enzimatico adaptado de Souza e
colaboradores (2002). Pequenos pedagos de tecido do disco pedal do animal foram colocados
em um tubo de plastico contendo 5 ml de solugdo salina controle sem Ca*". Apés 20 min, no
mesmo tubo foram adicionados 500 pl de solucao de tripsina (10 mg/ml, preparada em
solucdo salina controle sem Ca”"). O tubo foi entdo levado a um banho a 37 °C por 1 hora
auxiliado por dissociacdo mecanica em movimentos repetitivos com pipeta pasteur. Apds esse
periodo, o conteudo do tubo foi transferido para uma solugao de 0,1% de BSA (Albumina de
soro bovino, preparada com solu¢do salina controle) para interromper a agdo enzimatica.
ApoOs 20 minutos o tubo foi centrifugado, o sobrenadante descartado e as células foram
resuspensas em solucdo salina controle. Essas células em suspensdo foram entdo transferidas
para uma laminula (GlassTécnica de 22mm de didmetro) adaptada a uma lamina de acrilico,
onde ficaram repousando até aderirem a laminula (+ ou — 1 hora). Para cada condig¢do
experimental foram realizadas no minimo 3 dissociagdes; utilizando um animal de cada

espécie por dissociacao.
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3.6 ANALISE DO VOLUME CELULAR

Antes de comecar a andlise do volume, as ldminas eram lavadas com
solugdo salina controle para que restassem somente as células que aderiram a laminula. As
células das duas espécies eram muito semelhantes tanto em forma (esféricas) como em
tamanho, com a média do didmetro de 13 = 0,3 um em Actinia bermudensis, e de 12,9 + 0,4

um em Bunodosoma caissarum (Fig. 7).

[yt =
Il buncdosoma.mig

| & @

Figura 7: Campo de analise do volume celular. A esquerda, células de Actinia bermudensis, a direita
de Bunodosoma caissarum
A analise do volume celular foi realizada em microscopio invertido (Motic

AE31) diante dos choques hiposmético, hiperosmético, hiposmético sem Ca®’, e
hiperosmético sem Ca*” num intervalo de tempo de 20 min. A lamina de acrilico contendo as
células em solucdo salina controle era fotografada (tempo 0), a solucdo salina controle era
substituida pela solugdo salina experimental e entdo, as mesmas células eram fotografadas
novamente 2, 5, 10, 15 e 20 minutos apos a exposicdo a condi¢do experimental. As imagens
foram capturadas através de uma camera digital (Moticam 480) ¢ submetidas a analise de
imagens (Motic Images 2000 -1.3). O diametro celular foi medido e entdo utilizado na

seguinte formula para calcular o volume celular:

V = 4/3nr°
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3.7 ANALISE DE POSSIVEIS VIAS DE REGULACAO DO VOLUME CELULAR

Foi avaliado o volume celular na presenca de alguns bloqueadores das
principais vias de transporte idnico envolvidas na regula¢do do volume diante de choque

anisosmotico.

3.7.1 Participacédo da Na'-K*-ATPase

A participagio da Na'-K'-ATPase tanto na RVD como na RVI foi
examinada empregando-se ouabaina, um glicosideo cardiaco, inibidor seletivo para esta
bomba. As células foram previamente preparadas como descrito acima, como ja mencionado
anteriormente, foi realizada uma medida inicial controle e entdo essas células foram

submetidas as solugdes hiperosmotica e hiposmotica, acrescida de 100uM de ouabaina.

3.7.2 Participacao do trocador CI'/HCO;

A participagdo do trocador CI/HCO3; no acumulo de CI" durante o choque
hiperosmético foi examinada empregando-se como inibidor desse contra-transporte, 200 uM
de 2,2-acido dissulfidrico 4,4-diisotiocianatostilbeno (DIDS) na solugdo hiperosmotica em
que as células foram expostas.

O mesmo transportador foi avaliado durante o choque hiposmético como
possivel via de efluxo de osmoélito organico (KIRK et al., 1992; PASANTES-MORALES et
al., 1999).

3.7.3 Participacéo do cotransporte Na*-2CI'-K*

A participagdo do cotransporte Na'-2CI-K" na RVI foi examinada
empregando-se o inibidor furosemida. As células foram submetidas a solu¢do salina

hiperosmotica acrescida 100 uM desse bloqueador.
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3.7.4 Participacéo do trocador Na*/H"

Para descrever a participagio do trocador Na'/H" na RVI, as células
preparadas para o experimento foram submetidas a solu¢do hiperosmotica acrescida de 100

puM de amilorida, inibidor desse trocador.

3.7.5 Participacéo do cotransportador K*-CI

A participagdo do cotransporte K'-Cl" foi examinada empregando-se o
bloqueador furosemida, agora na concentracao de 3 mM, juntamente com a solugdo salina

hiposmotica.

3.7.6 Participacdo de aquaporinas

A literatura descreve que canais de 4gua (aquaporinas, AQP1, AQP2, AQP3
e AQP5) sdo sensiveis a mercurio (= 300 pM HgCl,. MARINELLI et al., 1997; MEINILD et
al., 1998; BELYANTSEVA et al., 2000; WATANABE et al. 2005). Assim, o fluxo de dgua
através de aquaporinas foi avaliado pela adi¢do do HgCl, (300 pM) na solugao hiposmética.

A participagdo desse transporte foi avaliada apenas para a espécie Bunodosoma caissarum.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para todos os resultados foram calculados média e erro padrao da média (X
+ SE) e entdo submetidos a analise estatistica. Os testes utilizados foram ANOVA (analise de
variancia de um fator) seguido de SNK (Student-Newman-Keuls) para a analise dos
parametros in vivo e teste t-Student para a comparacdo entre as espécies. Nos ensaios in vitro
a analise de volume durante o choque anisosmotico foi avaliada segundo ANOVA de um
fator com medidas repetidas, seguida de SNK; o aumento e a diminui¢do maxima de volume
na presenca de bloqueadores de transporte de membrana foi avaliado por ANOVA (analise de
varidncia de um fator) seguida de SNK. A dependéncia de célcio na regulacdo de volume

celular foi analisada por teste t-Student. Nivel de significancia utilizado p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Dosagem de ions e medida da osmolalidade no fluido do celéntero

A medida da osmolalidade do fluido do celéntero de Actinia bermudensis
acompanhou a variag@o da salinidade da 4gua em 25%o € em 37%o foi ligeiramente maior que
o meio (de 911 + 33 mOsm/kgH,0 em 30%o para 746,6 + 9,3 mOsm/kgH>O em 25%o; € para
1186,7 = 34,9 mOsm/kgH,0 em 37%o, p<0,05, n = 3 - 4), ou seja, a osmolalidade do fluido
aumentou na presenca de um choque hiperosmoético, sendo que na presenga de um choque
hiposmédtico diminuiu na mesma magnitude da alteracdo da salinidade da agua. J4 a de
Bunodosoma caissarum apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle, apenas em
37%o (de 919,6 = 20,6 mOsm/kgH,0O para 1116,7 £+ 8,2 mOsm/kgH,0, p < 0,05, n = 4-5), ou
seja, o animal manteve a osmolalidade do fluido apesar da exposi¢do a um choque
hiposmético, e alterou a osmolalidade na mesma propor¢ao da alteracdo da salinidade da agua

quando em choque hiperosmotico (Fig. 8).

Osmolalidade
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Figura 8: Variacdo da osmolalidade (mOsm/kg H,O) do fluido do celéntero das duas espécies quando
expostas as diferentes condigdes experimentais. As barras em azul claro ilustram a osmolalidade da
agua em que os animais foram expostos (* indica diferenca significativa em relagdo ao seu proprio
controle 30%o, p < 0,05, n =3 — 6; # indica diferenca significativa em relacdo a agua a que o animal foi
exposto, p < 0,05, n=3 — 6; ¢ £ indica diferenga significativa quando as duas espécies sdo comparadas
na mesma condi¢ao experimental, p < 0,05, n=3 —5).



Resultados 34

Em relagao a analise da concentragdo ionica do fluido, Actinia bermudensis
apresentou diminui¢do dos ions Na' e Cl" em 25%o. A variagdo de Na' foi de 22% (de 491,15
+ 16,2 para 382,7 £ 27 mmoles/L p<0,05, n = 4-6), ja o ion CI" diminuiu 17,2% (de 360,37 +
2,73 para 298,51 + 19,72 mmoles/L, p<0,05, n = 4-5). Em 37%o houve variagdo significativa
apenas dos ions K e CI'. Houve um aumento de 19,6% (de 9,81 + 0,42 para 11,75 + 0,71
mmoles/L, p<0,05, n = 5-6) para o ion K" e de 43% para o ion CI (de 360,37 + 2,73 para
518,2 + 19,6 mmoles/L, p<0,05, n = 4-5) (Figs. 9A, 9B e 9C).

Bunodosoma caissarum apresentou diminui¢do significativa de todos os
ions durante a exposi¢do ao choque hiposmoético. A variagdo de Na' foi de 28% (de 571,71
18,99 para 411,68 + 26,1 mmoles/L, p<0,05, n =6 —7), a de K" foi de 24,8% (de 11,1 + 0,26
para 8,35 + 0,34 mmoles/L, p<0,05,n =5 —7) e o ion CI" diminuiu 21% (de 526,1 + 19 para
415,6 + 13,9 mmoles/L, p<0,05, n = 5). Na condi¢do 37%o apenas o ion K™ apresentou
diferenca significativa em relagdo a situagdo controle. Houve um aumento de 24,3% na
concentragdo do ion (de 11,08 + 0,26 mmoles/L para 13,77 = 0,8 mmoles/L, p<0,05, n = 4-7)
(Figs. 9A, 9B e 9C).

4.2 Concentracio de substincias positivas a ninidrina no fluido (NPS)

A analise da concentragdo de NPS no fluido do celéntero de Actinia
bermudensis na condig¢do hiposmdtica demonstrou um aumento significativo de 177,4% em
relacdo a condicao controle 30%o (de 7,75 £+ 0,89 para 21,53 + 3,14 pg/ml, p < 0,05, n =3 —
4). Nao houve alteragdo significativa na condi¢do 37%o (Fig. 9D). Em relacdo ao fluido de
Bunodosoma caissarum, foi encontrado um aumento significativo, em ambas as condigdes
experimentais quando comparado a condi¢do controle. Em 25%o o aumento foi de 49% (de
4,95 £ 0,35 para 7,26 + 0,63 pug/ml, p < 0,05, n = 3), enquanto em 37%o o aumento foi de
38,8% (de 4,95 £ 0,35 para 6,78 + 0,56 pg/ml, p < 0,05, n = 3) (Fig. 9D).
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Figura 9: Valores médios dos ions Na" (A), K™ (B) e CI' (C) e das NPS (D) no fluido do celéntero de
ambas as espécies (* indica variagdo significativa em relagdo ao seu proprio controle 30%o; # indica
diferenca significativa em relacdo a agua 30%o, ¢ £ indica diferenga significativa quando as duas
espécies sdo comparadas entre si na mesma condi¢do experimental, p < 0,05, n =3 — 7). As barras em
azul claro ilustram a concentragdo dos ions na 4gua a que os animais foram expostos.

4.3 Teor hidrico tecidual

A analise do teor hidrico demonstrou uma variagdo significativa de ambas
as espécies durante exposi¢ao ao choque hiposmotico. Em Actinia bermudensis a hidratagio
tecidual encontrada em animais expostos a condi¢do controle era de 81 + 0,76% (n = 4), a
exposicdo a condi¢ao 25%o ocasionou um aumento no teor hidrico, passando entdo para 89 +
2,8% (n=7), e em 37%o houve reducdo da hidratacdo, o valor encontrado foi de 73,5 + 1,3%
(n = 4). Em Bunodosoma caissarum a hidratacdo que era de 78,6% + 1,1% (n = 5) na
condi¢do 30%o, passou a 85,6 + 0,77% (n = 7) durante o choque hiposmoético. Nao houve

variagdo do teor hidrico tecidual durante a exposi¢ao ao choque hiperosmético

4.4 Dosagem de ions no musculo

A analise do conteudo i6nico muscular de Actinia bermudensis demonstrou
uma reducio significativa de 54% na concentragio do ion Na" em 25%o (de 3418,2 £ 526,9
para 1569,7 = 163,7 nmoles/mg ptn, p<0,05, n = 4). Houve também uma diminui¢do da
concentragdo do ion Cl" de 31,2% (de 6576,5 + 353,85 para 4526,5 + 300,35 nmoles/mg ptn

p<0,05, n = 4-3). Na condigdo 37%o foi observada também uma reducdo de 29,6% na
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concentragdo do ion CI (de 6576,5 = 353,8 para 4631,7 = 115 nmoles/mg ptn, p<0,05, n = 4
—3) (Figs. 10A, 10B e 10C).

Em Bunodosoma caissarum, durante o choque hipomotico de 25%o houve
variagdo significativa somente na concentragdo do ion CI'. Essa variagdo foi uma diminuicao
de 51,1% (de 5088 + 701,2 para 2489,9 + 529,7 nmoles/mg ptn, p<0,05, n = 4 — 3). Ja em
37%o houve um aumento significativo na concentracio dos ions Na' e CI". O aumento do ion
Na" foi de 81,4% (de 2191,8 + 97,5 para 3976 + 274,4 nmoles/mg ptn, p<0,05,n=4 - 3) e do
ion CI foi de 48,5% (de 5088 + 701,2 para 7560 + 727,8 nmoles/mg ptn, p<0,05,n=4 -3 .
(Figs. 10A, 10B e 10C).

4.5 Teor de substancias positivas a ninidrina no misculo (NPS)

A medida do teor de NPS no musculo de Actinia bermudensis demonstrou
uma alteracdo significativa desses osmolitos somente durante a exposicdo ao choque
hiposmoético. Houve uma reducdo de 43,7% (de 4,23 + 0,13 para 2,38 + 0,13 pg/ml/mg de
tecido fresco, p < 0,05, n = 3-4) (Fig. 10D). Bunodosoma caissarum apresentou variagao
significativa em ambas as condicdes testadas, em 25%o houve uma diminui¢do de 12,8% (de
0,86 £+ 0,02 para 0,75 £ 0,02 pg/ml/mg de tecido fresco, p < 0,05, n = 3-4), em 37%o0 também
houve diminuicao do teor de NPS (de 0,86 + 0,02 para 0,67 = 0,03 pg/ml/mg de tecido fresco,
p <0,05, n=4) (Fig.10D).
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Figura 10: Valores médios da concentracio dos ions Na” (A), K" (B) e CI' (C) e de NPS (D) no
musculo (nmoles/mgptn) de Bunodosoma caissarum e Actinia bermudensis nas diferentes condi¢des
experimentais (*indica variacao significativa em relacdo a seu préoprio controle 30%o, p < 0,05, n=3 —
6; ¢ £ indica diferenca significativa quando as duas espécies sdo comparadas entre si na mesma
condi¢do experimental, p < 0,05, n=3 —7).
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As figuras a seguir representam uma sintese da variagdo dos osmolitos

extracelulares e teciduais de cada espécie em cada condi¢ao experimental

Actinia bermudensis

H,0 A H,0 B
25%, Fluido 37%o Fluido

Osmolalidade acompanhou a agua l, Osmolalidade acompanhou a agua T

Na' | Musc Na' = Miisc
K'= Na' | K'= K1 Na'= K=
Cl| CI' | NPS | Cl'1 CI' | NPS =
NPS 1 NPS =
Bunodosoma caissarum
H,O . C H,O ) D
25%. Fluido 37%o0 Fluido
Manteve a osmolalidade = Osmolalidade acompanhou a agua T
Na' | Miuisc Na' = Miusc
K'l [ Na"=K = Kt [ Nat K =
Crl |\ cr | Nes| Cr= 1 cr1nes|
NPS 1 Th 1 NPS 1

Figura 11: Resumo das altera¢des dos osmolitos (fluido e musculo) e do teor hidrico de Actinia
bermudensis (A e B) e Bunodosoma caissarum (C e D) diante das condigdes experimentais, em
relagdo aos controles mantidos em 30%o.

4.6 Analise do volume celular

A andlise do volume das células dos animais quando expostas a um choque
hiposmotico demonstraram um padrdo distinto, entre si, de regulagdo de volume celular.
Células de Actinia bermudensis apresentaram um inchago significativo de 49,2 + 8,6% ja nos
dois primeiros minutos de exposi¢do. Nos minutos seguintes as células apresentaram uma

regulacdo parcial do volume celular, sendo que ao final do tempo experimental (20 min) elas
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ainda apresentavam um inchaco significativo de 24,5 + 5,8%, que no entanto, ¢ diferente
significativamente do inchago encontrado no tempo 2 min. Ja as células de Bunodosoma
caissarum apresentaram regulagdo completa, mantendo seu volume celular inalterado durante
todo o periodo experimental (Fig. 12).

Em se tratando do choque hiperosmotico, as células das duas espécies se
comportaram da mesma maneira. As células de ambas as espécies apresentaram reducgdo
significativa do volume ja nos primeiros 2 minutos de exposi¢do. Actinia bermudensis teve
diminuicdo maxima de volume celular 22,8 + 2,9% em 20 minutos, ja Bunodosoma

caissarum apresentou diminuigao de 18,3 + 4,5% também em 20 minutos (Fig. 13).
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Figura 12: Decurso temporal da variagdo do volume celular de Actinia bermudensis (* indica diferenca
significativa em relagdo ao tempo zero, p < 0,05, n = 11 — 12 e # indica diferenca significativa em
relagdo ao tempo 2 min, p < 0,05 ) e Bunodosoma caissarum (n = 10 - 12 ) diante da exposi¢do das
células a um choque hiposmotico (785 mOsm).
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Figura 13: Decurso temporal da variagdo do volume celular de Actinia bermudensis (* indica diferenca
significativa em relagdo ao seu proprio tempo zero, p < 0,05, n = 14) e Bunodosoma caissarum (#
indica diferenca significativa em relagdo ao seu proprio tempo zero, p < 0,05 n = 10) diante de
exposi¢ao das células ao um choque hiperosmotico (1225 mOsm).

4.7 Analise da participacao do Ca’ na regulacido do volume celular

Quando as células de Actinia bermudensis foram expostas a solugdo salina
hiposmética sem Ca>" ndo foi observada diferenga significativa em relagio aos resultados
encontrados quando células desse animal foram expostas a solu¢do hiposmotica, ou seja, em
ambas as condicoes as células incharam na mesma magnitude (Fig. 14). Enquanto as células
de Bunodosoma caissarum exibiram completa RVD durante o choque hiposmotico, na
auséncia de Ca®" apresentaram um inchago de 47,8 + 11% ja nos dois primeiros minutos de
exposi¢do. As células continuaram aumentando de volume até o fim do tempo experimental

(20 min) chegando a um aumento de 62,5 + 13,7% (Fig. 15).



Resultados 42

Actinia bermudensis
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Figura 14: Decurso temporal da variagdo do volume celular de Actinia bermudensis durante um
choque hiposmoético sem Ca*" (n=7 - 11).
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Figura 15: Decurso temporal da variagdo do volume celular de Bunodosoma caissarum durante um
choque hiposmético sem Ca”" (* indica diferenca significativa de cada ponto em relagio ao seu ponto
correspondente, p < 0,05, n=7 - 12)
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A exposigdo das células tanto de Actinia bermudensis como de Bunodosoma
caissarum durante o choque hiperosmético sem Ca®" ndo apresentaram variagdo significativa.
As células murcharam na mesma magnitude quando comparadas ao choque hiperosmotico

com calcio (Fig. 16 e 17)
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Figura 16: Decurso temporal da variagdo do volume celular de Actinia bermudensis durante um
choque hiperosmético sem Ca™" (* indica diferenca significativa de cada ponto em relagdo ao seu
ponto correspondente, p < 0,05, n=13 - 16).
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Bunodosoma caissarum
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Figura 17: Decurso temporal da variacdo do volume celular de Bunodosoma caissarum durante um
choque hiperosmético sem Ca™" (n = 14).

4.8 Analise das vias de regulacao do volume celular

De todos os bloqueadores testados na condigdo hiposmética, ndo foi
encontrada nenhuma altera¢ao significativa no volume celular de Actinia bermudensis, ou
seja, as células na presenga dos bloqueadores incharam na mesma propor¢ao do inchaco
encontrado no choque hiposmotico sem os bloqueadores (Fig. 18). Ja as células de
Bunodosoma caissarum responderam aos bloqueadores furosemida, ouabaina ¢ DIDS.
Durante o choque hiposmoético, as células desse animal ndo apresentaram variagdo de volume
celular, mas quando expostas ao mesmo choque hiposmoético na presenca de furosemida,
houve um aumento de volume de 35,4 + 10,4%, na presenca de ouabaina esse aumento foi de
22,8 + 6%. Ja o aumento de volume encontrado na presenca de DIDS foi de 33,4 + 8% (Fig.
19).

Os resultados dos testes com o cloreto de mercurio, bloqueador de canais de
agua (aquaporina), nao puderam ser representados de forma grafica porque nao foi possivel
realizar a medida do volume celular, as células estouraram j& nos dois primeiros minutos de

exposicao (Fig. 20).
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As figuras a seguir representam um resumo dos resultados da exposicao das
células a solug¢ao hiposmética com adicao de bloqueadores. Foram utilizados para os graficos,

os valores que representam o aumento maximo de volume alcancado pelas células.
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Figura 18: Aumento maximo de volume alcancado pelas células de Actinia bermudensis quando
expostas ao choque hiposmotico com adigdo de diferentes bloqueadores das vias de transporte (n = 6 -

12).
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Figura 19: Aumento maximo de volume alcangado pelas células de Bunodosoma caissarum quando
expostas ao choque hiposmotico com adi¢do de diferentes bloqueadores das vias de transporte (*

indica diferenga significativa em relagdo ao choque hipo sem a presenga dos bloqueadores, p < 0,05, n
=8-12).
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Figura 20: Células de Bunodosoma caissarum expostas ao choque hiposmoético (controle) € ao choque
hiposmotico na presenga de cloreto de mercurio (n = 12).

Os testes dos bloqueadores na condi¢do hiperosmotica revelaram uma
alteracdo significativa do volume celular somente quando a furosemida foi testada em Actinia
bermudensis. As células murcharam menos na presenga do bloqueador. Enquanto na condigdo
hiperosmotica elas apresentaram uma redugdo de volume que passou de 100% a 77,2% =+
2,9%, na presenga do bloqueador, essa reducdo foi de 100% para 94,4 + 6,1% (Fig. 21).
Bunodosoma caissarum ndo apresentou alteragdo significativa na presenga de nenhum
bloqueador testado (Fig. 22).

As figuras a seguir, representam um resumo dos resultados da exposicao das
células das a solug¢do hiperosmotica com adi¢do de bloqueadores. Foram utilizadas para os

graficos, as diminui¢des maximas de volume atingido pelas células.
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Actinia bermudensis - diminuicdo maxima de volume
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Figura 21: Diminuigdo maxima de volume atingida pelas células de Actinia bermudensis quando
expostas ao choque hiperosmotico com adi¢do de diferentes bloqueadores das vias de transporte (*

indica diferenga significativa em relagdo ao choque hiper sem adi¢do de bloqueadores, p < 0,05, n="7
- 14).
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Figura 22: Diminui¢do maxima de volume atingida pelas células de Bunodosoma caissarum quando

expostas ao choque hiperosmotico com adi¢do de diferentes bloqueadores das vias de transporte (n =
10 —15).
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5. DISCUSSAO

A maioria dos invertebrados marinhos esta em equilibrio osmético com a
agua do mar. Por serem funcionalmente osmoconformadores, esses animais enfrentam as
variacdes de salinidade variando também a concentracdo osmotica de seus fluidos corporeos.
Alguns, no entanto, conseguem manter a concentragdo osmatica do fluido diferente da do
meio externo até uma determinada faixa de salinidade. A exposicdo de Bunodosoma
caissarum e Actinia bermudensis a alteracfes de salinidade, naturais de seu ambiente,
demonstrou mecanismos distintos de adaptacdo a essas variacGes da concentracdo osmotica
do meio externo.

Actinia bermudensis demonstrou ser um tipico osmoconformador alterando
a concentragdo osmotica de seu fluido do celéntero na mesma proporcdo da alteracdo da
concentracdo osmotica da dgua de ambas as condicdes testadas, ou seja, tanto em um choque
hiperosmotico como em um choque hiposmético. Esse mesmo padrdo de resposta também foi
encontrado em outras anémonas do mar como Condylactis gigantea que quando exposta a
salinidades que variavam de 20%o a 46%o, 0 fluido do celéntero alcancou o equilibrio com a
agua apos 6 horas de exposicdo (BURSEY & HARMER, 1978) e Bunodosoma cavernata que
guando exposta a salinidades de 11%o a 49%o rapidamente equilibraram o fluido do celéntero
com o0 meio externo (BENSON — RODENBOUGH & ELLINGTON, 1981).

Bunodossoma caissarum, no entanto, demonstrou certo grau de regulacéo
diante da diluicdo do meio externo. Quando expostas a salinidade mais baixa, esses animais
ndo alteraram a concentracdo osmotica de seu fluido. Esse mesmo padrdo de resposta ndo foi
observado em um choque hiperosmotico, a concentragdo osmética do fluido variou na mesma
proporcéo da variagdo da concentracdo do meio externo. Na literatura ndo ha relatos sobre a
capacidade de cnidarios regularem seu fluido do celéntero, os estudos realizados com
diferentes espécies de anémonas sempre mostraram a concentracdo osmo-idnica do fluido
acompanhando a variacdo do meio externo (BURSEY & HARMER, 1978; BENSON -
RODENBOUGH & ELLINGTON, 1981).

Schimidt- Nielsen (2002) relata que o fato de invertebrados em geral serem
osmoconformadores e, portanto, possuirem concentracdo osmética igual ou proxima da agua
que os rodeia, ndo significa que seus fluidos corporeos apresentem a mesma composi¢do de
solutos que a &gua do mar. Segundo as analises ibnicas, Bunodosoma caissarum possui a

concentragdo dos ions Na* e CI” levemente aumentada em relacdo a agua do mar (30%o,
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controle). O mesmo padrdo de equilibrio osmo-idnico ndo foi observado em Actinia
bermudensis.

O teor hidrico tecidual, utilizado por muitos autores como indicacdo da
variacdo de volume celular, revela que ambas as espécies estudadas apresentam cerca de 80%
de &gua tecidual na salinidade controle, este valor é semelhante ao descrito por Howard e
colaboradores (1986) em B. cavernata. Ap0s a exposi¢do, por 6h, ao meio diluido tanto
Actinia bermudensis como Bunodosoma caissarum apresentaram aumento de 10% no teor
hidrico (menor que a intensidade do choque), esta variacdo indica que estd ocorrendo
regulacdo de volume celular. A completa recuperacdo do teor hidrico inicial parece necessitar
de maior tempo de exposic¢do, como ja descrito por Benson-Rodenbough e Ellington (1981).
Tipicamente, invertebrados marinhos osmoconformadores mostram mudancas menores do
que as esperadas na hidratacdo tecidual quando submetidas a um estresse osmatico. Além
disso, uma aclimatacdo continuada a nova salinidade pode resultar em um aumento ou
diminuicdo compensatdria na hidratacdo tecidual.

Durante o choque hiposmético da salinidade 30%o para salinidade 25%o, a
diluicdo da &gua é de cerca de 20%, assim a analise dos ions no fluido de Actinia bermudensis
demonstrou uma diminuicdo de 22% e 17% para os fons Na* e CI respectivamente.
Considerando que a osmolalidade reduziu 20%, isso significa que a diminuicdo encontrada na
concentracdo ibnica se deve a uma simples diluicao do fluido do celéntero. A concentracdo de
NPS no fluido aumentou bastante (177,4%), o que ndo foi acompanhado pela osmolalidade.
Este grande aumento na concentracdo de NPS pode ser justificado, em parte, por um efluxo
desses osmdlitos na tentativa da célula regular seu volume, ja que também foi observado um
aumento no teor hidrico do tecido e uma diminuicdo dos ions Na*, CI" e NPS intracelulares,
maior do que uma simples dilui¢do celular. No entanto, o aumento de NPS no fluido € muito
maior do que a diminuicdo na célula. Esta observacdo pode estar relacionada com um
problema metodologico referente ao tempo de armazenamento da amostra de fluido (NPS no
musculo era analisado em tecido fresco). Durante o armazenamento o fluido pode ter sofrido
acao de proteases.

Nesse caso, as células de Actinia bermudensis parecem estar usando,
portanto, os dois tipos de osmolitos (organicos e inorganicos) na tentativa de regular o volume
celular. Esse mesmo padrdo de regulacdo também foi encontrado em miocardios do
caranguejo Limulus polyphemus (WARREN & PIERCE, 1982). A regulacdo de volume que
ocorreu em resposta a um estresse osmotico dependeu da liberagdo de Na* e CI intracelular,

também ndo houve mudanca na concentracio de K* citoplasmatico. Esses ions estariam sendo
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utilizados inicialmente na regulacéo de volume, seguido por um efluxo de glicina e betaina 12
horas mais tarde (WARREN & PIERCE, 1982).

Durante o estresse hiperosmatico a intensidade do choque na agua em que
0s animais foram expostos também fica em torno de 20% em relag&o a salinidade controle, e 0
aumento encontrado na concentracdo i6nica do fluido de Actinia bermudensis foi de 20% e
44% para K* e CI', respectivamente. O aumento na concentragdo do ion K* e de CI indica a
perda de adgua do fluido para o meio externo em virtude do aumento da salinidade. Entretanto,
ndo foi possivel evidenciar um aumento de sédio acompanhando o aumento de CI". Apesar do
aumento na concentracdo osmotica do fluido do celéntero, ndo foi identificado acimulo de
teor ibnico tecidual.

Com Bunodosoma caissarum a concentracio dos ions Na‘, K* e CI" no
fluido diminuiram 28%, 25% e 21% respectivamente quando em meio hiposmotico, ou seja,
quase na mesma propor¢do da diminuicdo da salinidade durante o choque hiposmético
(~20%), o que indicaria uma simples dilui¢do do fluido. No entanto, a concentragdo osmética
do fluido foi mantida, indicando que essa manutencdo ocorreu devido ao aumento na
concentracdo de NPS (osmolitos organicos). E sabido que anémonas do mar como Metridium
senile e Bunodosoma cavernata, quando sob estresse osmotico utilizam osmdlitos organicos
para manutencédo de seu volume celular (BENSON-RODENBOUGH & ELLINGTON, 1981;
HOWARD et al, 1986; DEATON & HOFFMANN, 1988). Logo, parece razoavel considerar
gue tal soluto osmoticamente ativo seja também utilizado como osmélito no fluido do
celéntero.

Apesar da manutencdo da osmolalidade do fluido de Bunodosoma
caissarum, houve um aumento no teor de hidratacéo tecidual e diminuicdo de CI intracelular,
sendo evidenciado também uma diminuigdo no teor de NPS, o que sugere um efluxo desses
osmolitos da célula para regulacdo de seu volume, como discutido anteriormente. Esses
resultados indicam mecanismos regulatorios, as células liberando osmdlitos para manutencao
de seu volume e esse efluxo de solutos (principalmente organico) podendo refletir na
manutencdo da osmolalidade do meio extracelular como resultado da resposta regulatoria.
Essa manutencdo da osmolalidade do fluido do celéntero, caracterizando uma
osmorregulacdo, seria portanto uma resposta secundaria, como reflexo da regulacdo de
volume celular ocorrida anteriormente em funcéo da diluicdo do meio extracelular no inicio
da exposicao dos animais ao meio diluido.

Em 37%o, como ja descrito, Bunodosoma caissarum se comportou como um

osmoconformador. No entanto, quando o fluido foi analisado ndo houve aumento
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significativo na concentracdo do ion CI', nem do jon Na', ja 0 K aumentou sua concentragéo
(24%) na mesma proporcao da condi¢do hiperosmdtica. Houve também um aumento de 39%
na concentracio de NPS. Esses resultados indicam que o0 aumento na concentracdo do ion K*
e NPS apenas revela a perda de agua do fluido para 0 meio externo, enquanto o fato de Na* e
CI" ndo terem alterado pode significar uma tomada desses ions pela célula na tentativa de
regular o seu volume. O aumento encontrado de 81,5% e 48,5% na concentragdo de Na' e CI’
intracelular de Bunodosoma caissarum durante o choque hiperosmético reforcam a idéia da
tomada desses ions do fluido para a célula, regulando assim o seu volume, o que pdde ser
evidenciado pela ndo variacdo do teor hidrico ap6s 6 horas em condicao hiperosmdtica.

Células de vertebrados apresentam ions inorganicos contribuindo com cerca
de 70% da concentracdo osmotica celular (~300 mOsm). Por outro lado, invertebrados
marinhos, cujo meio extracelular estd equilibrado osmo-ionicamente com 0 meio externo e €
portanto muito mais concentrado (~1000 mOsm) que o meio extracelular de vertebrados,
apresenta concentracdo de osmolitos inorganicos levemente superior ao observado nos
vertebrados. Portanto, a relacdo osmotica intra e extracelular de invertebrados marinhos €
alcancada pelo contetdo de aminoécidos intracelulares, o que justifica a utilizacdo desses
solutos como osmolitos durante estresse salino (PIERCE, 1982).

As ceélulas dos animais osmoconformadores podem enfrentar altas
osmolalidades extracelulares aumentando suas osmolalidades intracelulares e assim mantendo
0 volume celular. Isto é alcangado pelo aumento da concentracdo de osmdlitos orgénicos
intracelulares, que sdo substancias que, presentes em altas concentragdes, agem aumentando a
osmolalidade intracelular (RANDALL et al., 2000). Estd bem demonstrado que a
concentracdo intracelular de aminoacidos livres € um fator importante no controle do volume
celular em meios com salinidade variavel. A medida que a salinidade da 4gua aumenta ou
diminui, os aminoacidos das células aumentam e diminuem de modo que as células
permanecem isotnicas em relacdo ao seus arredores (SCHIMIDT-NIELSEN, 2002). A
diminuicdo no teor de NPS encontrada no musculo de Actinia bermudensis e Bunodosoma
caissarum quando em meio hiposmético reforca essa idéia. Entretanto, segundo os resultados,
esses osmolitos parecem ndo participar da regulacdo do volume quando o animal foi exposto
ao meio hiperosmotico.

Solutos inorganicos por sua vez também sdo osmoticamente ativos, mesmo
em invertebrados osmoconformadores (SMITH & PIERCE, 1987; McCARTY & O’NEIL,
1992; DEATON & PIERCE, 1994; SOUZA & SCEMES, 2000), e também como sugerem 0s

resultados de Bunodosoma caissarum sob anisosmoticidade. Este animal tende a acumular
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(em funcdo do gradiente) Na* e CI" quando sob hiperosmoticidade, o que é frequentemente
observado em outras células animais quando sob esse mesmo choque (NATOCHIN, et al,
1978; MACKNIGHT, et al., 1994; DEATON, 1997).

Esses resultados mostram que, enquanto Actinia bermudensis
osmoconforma em ambas as salinidades, Bunodosoma caissarum osmorregula em 25%o e
osmoconforma em 37%o. E interessante notar que pela primeira vez observa-se uma espécie
do género Bunodosoma apresentando capacidade de osmorregulacdo, estudos anteriores
relatavam sobre Bunodosoma cavernata osmoconformando em meio hiposmotico (BENSON
— RODENBOUGH & ELLINGTON, 1981).

A andlise dos osmolitos extracelulares e teciduais indica que Actinia
bermudensis € um tipico osmoconformador e que utiliza osmdlitos organicos associados aos
inorgénicos para regulacdo de volume celular quando em choque hiposmotico. Enquanto
Bunodosoma caissarum osmorregula em 25%o, pelo aumento de osmdlitos organicos, e
mantém seu volume celular por liberacdo de osmdlitos inorganicos e organicos, e em 37%o
parece apresentar mecanismos para acimulo idnico celular. E interessante ressaltar que,
embora as duas espécies estejam fazendo uso de osmolitos orgénicos na regulacdo do volume
celular, Actinia bermudensis mobiliza mais esse tipo de osmolito por dispor de maior
quantidade desse soluto quando comparado com Bunodosoma caissarum.

Relatos do conteudo de amino&cidos em invertebrados, como moluscos e
crustaceos, mostram maiores concentragdes em células de espécies marinhas e menores em
espécies de agua doce (CLAYBROOK, 1983; MATSUSHIMA et al., 1989; JORDAN &
DEATON, 1999; McNAMARA et al., 2004). Assim, poderia-se especular que as diferencas
nos conteddos de aminoacidos totais (a partir da analise de NPS) observadas entre Actinia
bermudensis e Bunodosoma caissarum fossem decorrentes do fato de Actinia bermudensis se
portar como uma espécie mais marinha e Bunodosoma caissarum uma espécie mais estuarina,
0 que por sua vez estaria relacionado as diferencas nos padrfes de ajustes osmoidnicos
observados para as duas espécies.

Numa segunda etapa da investigacdo da capacidade de regulacdo osmo-
ibnica desses animais, o volume celular foi avaliado diretamente pela aplicacdo de choque
hipo e hiperosmético em células isoladas. Novamente, houve um padréo distinto de respostas
entre as duas espécies quando as células de ambas foram submetidas ao choque hiposma@tico.

Células de Actinia bermudensis apresentaram um inchago de quase 50%
imediatamente apos a aplicacdo do choque hiposmotico. Esse inchaco indica que essas células

ndo ativam mecanismos para minimizar o aumento de volume durante um estresse
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hiposmético. Passados 20 min, as células apresentam mecanismos de regulacdo do volume
celular, ja que o inchaco inicial foi reduzido, sem no entanto, as células conseguirem retornar
a seu volume inicial. Contrariamente a esses dados, nematocistos isolados da anémona
Aiptasia diaphana quando submetidos a um choque hiposmético de 35% de magnitude,
apresentaram um incha¢o na proporgdo esperada pelo choque, o que foi seguido de uma
rapida RVD (5 min) (LA SPADA, et al., 1999).

Assim como 0s nematocistos citados acima, as células de Bunodosoma
caissarum demonstraram regulacdo completa de volume. No entanto, estas células nem
chegaram a apresentar inchago diante do choque hiposmético. O volume foi mantido durante
todo o tempo de exposicao, relatos de manutencdo de volume celular como esta, ainda nédo
havia sido descrito para células de cnidarios. Essa situacdo onde ndo ha variacdo de volume
durante condigdo anisosmotica € observada durante a aplicacdo gradual da condi¢do o que
permite a ativacao rapida dos mecanismos regulatérios (DRIESSCHE et al., 1997; TUZ et al.,
2001).

A liberacéo eletroneutra de KCI parece ser uma das maiores caracteristicas
durante a RVD em muitos sistemas celulares (LANG et.al., 1998; WEHNER et.al. 2003).
Uma das maneiras de liberar esses osmolitos € pelo cotransportador K*-CI". A participagao
desse transportador pdde ser evidenciada durante a RVD das células de Bunodosoma
caissarum. A aplicacdo de um choque hiposmético na presenca de furosemida (3mM,
bloqueador dessa via de transporte), inibiu a RVD dessas células, que passaram a apresentar
um aumento de 35% de seu volume. Demonstrando dessa forma que a liberagdo dos ions K* e
CI" por essa via é de fundamental importancia para a manutencdo do volume dessas células
durante um choque hiposmotico, sendo essa ativada rapidamente, ja que as células nem
variaram seu volume.

Esses dados, quando comparados com 0s resultados encontrados, e ja
discutidos, do ensaio in vivo de Bunodosoma caissarum foram corroborados pela reducédo de
CI', sem no entanto ser acompanhada pelo ion K* no masculo do animal exposto & condicio
hiposmotica. Parece mais 6bvio realmente que as células estejam utilizando a liberagdo dos
dois ions - até por questdo de um balanco eletrolitico - na regulacdo do volume, como
sugerem os resultados in vitro. A ndo evidéncia da diminuico do teor de K" tecidual durante
0 ensaio in vivo pode estar relacionada ao fato deste ser o ion de maior concentracdo em
tecidos, o que torna mais dificil identificar variagdes, além de problemas metodoldgicos.

Como ja mencionado anteriormente, a acdo de proteases durante o armazenamento a —20 °C
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pode ter comprometido a real concentracdo de proteinas totais e portanto, influenciado a
relacdo ion/proteina (minimizando as variagdes), principalmente no K.

Quando nematocistos isolados da anémona Aiptasia diaphana foram
submetidos a choque hiposmético (35%) foi observada RVD a partir do efluxo de KCI, o
mecanismo regulatério consistia principalmente no aumento da condutancia de K*, e
consequentemente de CI°, e em segunda instancia pela utilizagdo dos trocadores H'/K* e CI
/HCO3 (LA SPADA, et al., 1999). Cabe ressaltar, que este € o Unico relato de regulacdo de
volume em células de cnidarios in vitro, e com mobilizacdo de osmdlitos inorganicos durante
choque hiposmotico.

Também, conforme ja discutido, durante a exposicdo de Bunodosoma
caissarum ao choque hiposmotico, além da liberacdo de CI', pdde ser evidenciada a liberacdo
de osmolitos orgéanicos do tecido. Na andlise in vitro as células dessa espécie foram expostas
ao choque hiposmatico na presenca de DIDS, uma vez que a literatura descreve que transporte
de osmolitos organicos pode usar vias com caracteristicas semelhantes a de anions
inorganicos, sendo sensiveis a bloqueadores de fluxos de cloreto (KIRK et al., 1992;
PASANTES-MORALES et al., 1999). Os resultados obtidos na presenca desse bloqueador
sugerem que a liberacdo dos osmolitos organicos evidenciada no ensaio in vivo esteja sendo
realizada, pelo menos em parte, por essa via de transporte sensivel ao DIDS.

Através da exposicdo das células de Bunodosoma caissarum a um choque
hiposmoético na presenca de cloreto de mercurio foi possivel evidenciar a participacdo de
aquaporinas na regulacdo do volume celular. As células ndo conseguiram manter o volume
celular e incharam de tal maneira que houve o rompimento da membrana plasmatica. Esses
dados entretanto, indicam que a 4gua entra na célula via aquaporinas insensiveis ao cloreto de
mercurio, o que justifica o inchago. Sugerindo que pelo menos uma das aquaporinas sensiveis
ao bloqueador (como AQP1, AQP2, AQP3, AQP5) pode ser a via de efluxo de 4gua durante a
regulacdo do volume celular, ja que impedir a saida de &gua da célula bloqueando essas vias
levou a mesma a estourar.

Nao foi possivel, através dos bloqueadores utilizados junto ao choque
hiposmético, evidenciar as vias de transporte de solutos em células de Actinia bermudensis.
Desse modo, essas células estariam utilizando outras vias, que ndo Na'-K' ATPase e
cotransporte K*-CI". A analise dos resultados de mobilizagcdo de osmolitos sugere que a
liberacdo de NaCl das células seja ou por um cotransportador ou por uma via condutiva, ndo

testados.
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Em relacdo ao choque hiperosmatico, o comportamento das células de
Actinia bermudensis e Bunodosoma caissarum foi semelhante. Houve uma reducdo de
volume menor do que o esperado pela aplicacdo do choque. Ou seja, as células de ambas as
espécies apresentaram mecanismos para minimizar variacao de volume, no entanto, ndo foram
capazes de conter essa perda de volume e ndo apresentaram RVI. Novamente, contrariando
esses dados, nematocistos isolados de Aiptasia diaphana apresentaram capacidade de
regulacdo do volume celular diante de condi¢cdes hiperosmdticas (RVI). Esse processo
envolveu tomada de fons por canais de Na* e pelo cotransporte Na*-2CI'-K* (MARINO & LA
SPADA, 2004).

Quando células de Actinia bermudensis e Bunodosoma caissarum foram
submetidas a hiperosmoticidade na presenca de furosemida (100uM), bloqueador do
cotransporte Na*-2CI™-K", ndo foi possivel evidenciar a participacdo dessa via na minimizacio
do volume de nenhuma das duas espécies. Pelo contrario, observou-se que durante o blogueio
do transportador havia menor variagdo de volume celular (significativa em Actinia
bermudensis e uma tendéncia em Bunodosoma caissarum). De alguma forma, o bloqueio do
transportador parece ativar uma outra via de maior capacidade de tomada de osmolitos, esse
comportamento nunca havia sido descrito na literatura.

Apesar de os resultados do ensaio in vivo demonstrar que Bunodosoma
caissarum estaria evitando uma maior perda de volume celular diante do choque
hiperosmatico pelo acimulo de Na* e CI', ndo foi evidenciada, durante o ensaio in vitro a
participacdo dos trocadores CI'/HCOs e Na'/H*. Sugere-se entdo que a tomada desses ions
esteja sendo feita através de vias condutivas, como ja observado em nematocistos isolados de
Aiptasia diaphana (MARINO & LA SPADA, 2004). A participacdo dos trocadores CI'/HCO3’
e Na'/H" também ndo foi evidenciada em células de Actinia bermudensis durante estresse
hiperosmotico.

A inibicdo da Na’-K* ATPase com ouabaina eventualmente leva a um
aumento ou diminuicéo de volume celular mesmo em meio isosmotico, demonstrando assim a
importancia desse transportador na manutencdo do volume celular. Essa ATPase durante a
regulacdo de volume celular em condicdes anisosmaticas pode também desempenhar papeis
distintos. Em um choque hiposmético, por exemplo, a inibicdo desse trocador (por ouabaina)
pode fazer com que em cardiomidcitos de embrido de galinha, 0 Na* que normalmente sairia
por meio dessa proteina utilize uma outra via para a saida. Essa via seria o trocador Na*/Ca?*.
Isso aumentaria os niveis de Ca*" dentro da célula, que funciona como um sinalizador do

processo regulatério, otimizando assim a RVD (SMITH et al., 1992).
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O bloqueio da Na*™-K* ATPase durante o choque hiposmaético em células de
Bunodosoma caissarum nio parece interferir na atividade do trocador Na*/Ca*, uma vez que
ndo foi observada otimizacdo de RVD. Pelo contrério, as células que naturalmente
apresentavam completa RVD passaram a ter um aumento de volume em decorréncia de maior
acumulo de Na" (acompanhado de &gua) pela célula, o qual ndo foi recuperado.

Por outro lado, durante um choque hiperosmoético pode haver menor
afinidade da ATPase por Na* acarretando no acimulo intracelular do ion, o que contribuiria
para regulacdo do volume celular, revertendo assim, por exemplo, o murchamento de
cardiomiécitos de mamifero (WHALLEY et al, 1993) . No entanto, em outras situacfes esse
trocador pode ndo estar envolvido, ou nédo ser sensivel a ouabaina (MORETTI et al., 1991).
Assim como também sugerem os resultados de alteracdo de volume celular de ambas as
espécies de anémonas estudadas diante do choque hiperosmético e de Actinia bermudensis em
choque hiposmético na presenca de ouabaina; onde ndo houve alteracdo na capacidade de
regulacao do volume celular.

Como ja descrito anteriormente participagdo de Ca** na sinalizagdo da
regulacdo de volume celular durante hiposmoticidade tem sido bastante evidenciada em
diversos tipos celulares. O envolvimento do Ca** na sinalizacdo da RVD pode ser pela
ativacio de uma condutincia ao K* acompanhada por CI” e/ou pelo maior efluxo de osmdlitos
organicos (LANG, et al., 1998; WEHNER et al., 2003). A participacdo do Ca”" pode se dar
por um aumento de Ca?* intracelular vindo do meio extracelular, liberacdo de Ca*" de
estoques intracelulares, ou ainda uma combinacdo dos dois mecanismos (SOUZA et al.,
2000). Relatos do envolvimento do Ca** na regulacéo do volume celular durante um choque
hiperosmotico sdo raros, Erickson e colaboradores (2001) descreveram que condrdcitos sob
hiperosmoticidade apresentam aumentos transitérios de Ca* intracelular (através de influxo)
para a sinalizacdo da RVI. A via intracelular ativada, embora ndo elucidada, parece envolver
sistema inositol fosfato.

A participacdo de Ca®* na regulacdo do volume celular s6 pdde ser
evidenciada em células de Bunodosoma caissarum expostas ao choque hiposmotico. A
retirada de Ca?* extracelular durante o choque hiposmético inibiu a capacidade de regulagdo
que essas células possuiam, ficando assim, clara a dependéncia desse ion na ativacdo da RVD
desse tipo celular. No entanto, células de Actinia bermudensis que apresentavam uma
regulacdo parcial de volume durante o choque hiposmético, mantiveram essa capacidade
mesmo na auséncia do Ca?* extracelular, indicando que algum outro tipo de sinalizacéo, que

ndo o Ca** extracelular, esté relacionado com a ativacio da RVD nessas células.
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Segundo Pierce e Politis (1990), o efeito do Ca®* na sinalizacdo da
regulacdo do volume celular, consiste na alteracdo do transporte de ao menos um dos dois
tipos gerais de osmdlitos (organicos e inorganicos). Em tipos celulares de muitos vertebrados
terrestres, alteracdes de [Ca*"] influenciam o efluxo de K* e CI". A maioria dos dados indica
que o calcio afeta especificamente o0 movimento de K* porque uma droga chamada quinina
que blogueia os canais de K* - dependentes de Ca* inibe ou reduz a recuperacéo de volume
celular, de forma semelhante a auséncia de calcio. JA& em células de animais marinhos,
variacdes de [Ca?*] alteram o efluxo de amino4cidos.

No caso de Bunodosoma caissarum, se a participacdo do céalcio na RVD
fosse restrita a ativacdo do efluxo de osmolitos organicos (13% de reducdo) o aumento de
volume celular na auséncia de Ca®* extracelular seria proporcional & reducdo desses
osmolitos. No entanto, o aumento de volume observado foi de cerca de 50%, 0 que sugere que
além do efluxo de osmélitos organicos, o Ca?* também estaria atuando sobre a mobilizacéo
dos osmolitos inorganicos. Estes achados ja foram relatados em células musculares de craca
sob estresse hiposmético (PENA-RASGADO et al., 2001).

Ambas as espécies estudadas parecem apresentar mais mecanismos
regulatérios como resposta a meios diluidos do que a meios de maior salinidade. Bunodosoma
caissarum inclusive apresenta capacidade de osmorregular sob estresse hiposmotico, o que
pode permitir a essa espécie uma maior tolerancia a diluicdo quando comparada a Actinia
bermudensis. Essa observacao esta de acordo com o padrdo de distribuicdo das duas espécies
no costéo rochoso, Bunodosoma caissarum frequentemente apresenta uma ampla distribuigéo,
inclusive em regides que ficam expostas durante a maré baixa, enquanto Actinia bermudensis
se limita a regiGes que nunca ficam descobertas pela agua.

A adaptacdo das duas espécies a variagdo de salinidade parece depender
tanto da mobilizacdo de osmolitos organicos como inorganicos. A participacdo associada
desses dois osmolitos na regulacdo de volume celular de cnidarios nunca havia sido descrita

antes.
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6 CONCLUSOES

- Actinia bermudensis é um tipico osmoconformador em meio diluido, enquanto
Bunodosoma caissarum ionoconforma e osmorregula gracas a variacdo de osmdlitos
organicos.

- Ambas espécies osmoconformam em meio hiperosmotico.

- Durante exposicdo em meio diluido, o tecido muscular de Actinia bermudensis e
Bunodosoma caissarum perdem osmdlitos organicos e inorganicos .

- Durante exposicdo um meio hiperosmotico, o tecido muscular de Bunodosoma caissarum
acumula osmélitos inorganicos.

- Células de Actinia bermudensis apresentam RVD parcial, enquanto Bunodosoma
caissarum apresenta RVD completa.

- Diante de choque hiperosmdtico células de ambas espécies apresentam mecanismos para
minimizar a perda de volume.

- A RVD de Bunodosoma caissarum se da pelo efluxo de KCI através do cotransportador
K*-CI" e osmolitos organicos possivelmente por uma via de fluxo de anions.

- A Na'-K" ATPase estd envolvida na manutencio do volume celular de células de
Bunodosoma caissarum diante de choque hiposmético.

- Os trocadores Na'/H" e CI/HCO3; nio estdo envolvidos nos mecanismos regulatorios
durante o estresse hiperosmatico aplicado as células de ambas as espécies.

- O fluxo de osmélitos durante a RVD de Bunodosoma caissarum é dependente de Ca**
extracelular
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