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RESUMO

O longo tempo de evolugcdo dos crustaceos (~500 milhdes de anos) em
conjunto com fatores evolutivos, como mutacao, selecdo natural e o fluxo génico entre
populacdes, permitiu uma enorme variagdo de formas e no preenchimento de nichos
ecologicos por parte destes animais, sendo que em torno de 90% das espécies
conhecidas sdo encontradas no mar ou em aguas salinas, como estuarios. Qualquer
gue seja o seu habitat, a osmorregulacao € de vital importancia para a sobrevivéncia
dos crustaceos, pois ela garante a homeostase do liquido extracelular, mesmo diante
de variacfes na salinidade da agua. Essas alteracdes de salinidade responsaveis pelo
desequilibrio osmético do liquido extracelular podem impactar no funcionamento
normal das células, que por sua vez, ativam respostas celulares, entre elas a possivel
sintese de proteinas de choque térmico, entre elas a Hsp70. O objetivo deste estudo
foi avaliar a expressdo de Hsp 70, acompanhar a osmolalidade da hemolinfa e
comparar a capacidade de hidratacdo muscular em trés espécies de decépodes
braquidros: Callinectes danae, Callinectes ornatus e Hepatus pudibundus diante de
desafios salinos. O fato de que as espécies do género Callinectes serem
osmorreguladoras e H. pudibundus apresentar a estratégia de osmoconformacao
pode se refletir na expresséo diferenciada da sintese de Hsp70 em resposta a um
agente estressor. Para tanto, os animais foram expostos a choque hiposalino (20%o)
e hipersalino (45%o0) em intervalos com duragédo de 6 horas, 24 horas e 72 horas para
cada espécie. Apos a exposicao, foram retiradas amostras da hemolinfa para posterior
analise de osmolalidade, além de amostras de tecido muscular para determinacao do
teor de hidratacdo e para analise da expressao de Hsp70. Também foram analisadas
as concentracdes de amoénia e o valor de pH na agua no inicio e ao final de cada
experimento para determinar se a concentracdo de aménia em determinado valor de
pH poderia ser téxica a ponto de desestabilizar o processo de osmorregulacdo. A
hip6tese de que H. pudibundus teria menor expresséo constitutiva de Hsp70 nao foi
comprovada, mas a hipotese de que C. danae e C. ornatus apresentariam maior
expressdo de Hsp70 do que H. pudibundus diante ambos os choques salinos
comprovou-se verdadeira, ao menos com relacdo a C. danae e condicionada a um
tempo de exposi¢cdo ao agente estressor de pelo menos 72 horas. As espécies C.
danae e C. ornatus (osmorreguladoras fracos) e H. pudibundus (osmoconformador),
apresentaram neste estudo grande capacidade de manutencdo da osmolalidade da
hemolinfa diante de reducdo de salinidade, ao menos por um periodo de poucas
horas. Todas as trés espécies apresentaram comportamento osmoconformatdrio
diante de aumento de salinidade, como o esperado. Em relacdo a capacidade de
hidratac&o tecidual, C. danae e C. ornatus conseguiram, de forma geral, manter a sua
hidratagcéo tecidual diante de ambos os choques salinos, enquanto H. pudibundus
apresentou diminuigc&o significativa na quantidade de agua no tecido muscular a partir
de 24 horas de exposicdo em choque hipersalino. A concentracdo de amoénia na agua
em conjunto com os valores de pH n&o podem ser admitidos como fatores que possam
ter prejudicado a resposta das espécies ao estresse salino. A resposta a pergunta de
gque a expressao de Hsp70 poderia refletir estresse salino em C. danae, C. ornatus e
H. pudibundus s6 pode ser plenamente respondida através da analise da expressao
de Hsp70 em outros tecidos como branquias e hepatopancreas, além da utilizacao de
diferentes intervalos de tempo de exposi¢céo ao estresse salino.

Palavaras chaves: osmorregulacao, crustaceos, Hsp70, hiposalino, hipersalino



ABSTRACT

The long time evolution of crustaceans (~ 500 million years) along with evolutionary
factors, such as mutation, natural selection and gene flow among populations,
allowed a huge variation of forms and the filling of ecological niches by these
animals. Around 90% of the known species of crustaceans are found in the sea or
salt water, such as estuaries. Whatever their habitat, osmoregulation is of vital
importance for the survival of crustaceans, as it ensures the homeostasis of
extracellular fluid, even in the face of variations in salinity of water. These changes in
salinity responsible for the osmotic imbalance of the extracellular fluid may impact on
the normal functioning of the cells, which in turn activate cellular responses, among
them the possible synthesis of heat shock proteins, like Hsp70. The objective of this
study was to evaluate the expression of Hsp70, follow the hemolymph osmolality and
to compare the muscle hydration capacity in three species of decapods: Callinectes
danae, Callinectes ornatus and Hepatus pudibundus in the presence of saline
challenges. The fact that species of the genus Callinectes are osmoregulatory and H.
pudibundus presenting the osmoconformation strategy can be reflected in the
differentiated expression of the synthesis of Hsp70 in response to a stressor agent.
For this, the animals were exposed to hyposaline (20%o) and hypersaline (45%o)
shock at intervals of 6 hours, 24 hours and 72 hours for each species. After
exposure, hemolymph samples were taken for posterior osmolality analysis, as well
as muscle tissue samples for determination of hydration content and analysis of
Hsp70 expression. Ammonia concentrations and pH in water were also analyzed at
the beginning and at the end of each experiment, to determine if the concentration of
ammonia at a certain pH value could be toxic to the point of destabilizing the
osmoregulation process. The hypothesis that H. pudibundus would have lower
constitutive expression of Hsp70 has not been proven, but the hypothesis that C.
danae and C. ornatus would present higher expression of Hsp70 than H. pudibundus
exposed to salt shocks proved to be true, at least With respect to C. danae and
conditioned to a exposure to the stressor of at least 72 hours. C. danae and C.
ornatus (weak osmoregulators) and H. pudibundus (osmoconformer) presented in
this study a great ability to maintain hemolymph osmolality in the presence of salinity
reduction, at least for a few hours. All three species presented behavior of
osmoconformatores in exposure to increase of salinity, as expected. In relation to
tissue hydration capacity, C. danae and C. ornatus were able to maintain their tissue
hydration in the presence of both saline shocks, while H. pudibundus showed a
significant decrease in the amount of water in the muscle tissue after 24 hours of
exposure in hypersaline shock. The concentration of ammonia in the water together
with the pH values can not be accepted as factors that may have impaired the
response of the species to salt stress. The answer to the question that the
expression of Hsp70 could reflect saline stress in C. danae, C. ornatus and H.
pudibundus can only be fully answered by analyzing the expression of Hsp70 in other
tissues such as gills and hepatopancreas, in addition to the use of different intervals
of exposure to saline stress.

Key words: osmoregulation, crustacean, Hsp70, hypo-regulation, hyper-regulation
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1.INTRODUCAO
1.1. CARACTERISTICAS E HABITAT DOS CRUSTACEOS

Os primeiros registros fésseis de crustaceos datam de 500 milh6es de anos
atrads, desde o Cambriano inferior até o presente momento. Esse longo tempo de
evolucdo, aliado a diversidade genética, plasticidade fenotipica, pressdo seletiva,
radiacdo adaptativa, mutacédo e selecao natural, entre outros fatores, permitiu uma
grande variedade de formas e ocupacédo de diversos nichos ecolégicos por parte
destes animais, sendo que em torno de 90% das espécies conhecidas sao
encontradas no mar ou em aguas salinas, como estuérios (Schram 2001; Dixon et al
2003; Evans et al 2009). Qualquer que seja 0 seu habitat, a osmorregulacao tem papel
fundamental na capacidade de adaptacdo dos crustaceos aos diversos ambientes,
pois ela permite a homeostase do liquido extracelular, mesmo diante de varia¢des na
salinidade da 4gua (Pequex 1995; Odum 2001; Willmer et al 2009; Romano e Zeng
2012).

1.2. OSMORREGULACAO EM CRUSTACEOS

Em relacdo a salinidade, grande parte dos invertebrados marinhos
(crustaceos, moluscos, poliquetas, e outros) podem ser classificados como
estenohalinos, que por viverem em um ambiente estavel, ndo toleram grandes
variacOes de salinidades do seu meio, ou como eurihalinos, que exibem alto grau de
tolerancia a uma ampla variacéo da salinidade na agua, sendo encontrados em locais
como estuarios e baias, onde h& grande oscilacdo de salinidade em decorréncia do
ciclo de marés (Willmer et al 2005; Evans et al 2009; Sherwood et al 2012).

Em matéria de regulacédo de fluidos, os crustaceos podem apresentar duas
estratégias distintas: osmoconformacdo ou osmorregulacédo (Pequex 1995). Tanto a
osmoconformacao quanto a osmorregulacdo tém suas vantagens e desvantagens. Se
um animal possui a capacidade de regulacdo osmoética e ibnica do liquido extracelular
(LEC), ele consegue manter a pressdao osmotica do LEC estavel apesar das
mudancas de salinidade do ambiente externo, através da manutencdo de um
gradiente osmoético, evitando deste modo que a maioria das suas células sejam
expostas a oscilagbes osmoticas que levam a variacdo de volume (Moyes 2009;

Sherwood et al. 2012). Para tanto, € necessario que ocorra gasto energético neste



processo. Uma das maneiras para que ocorra gradiente osmotico entre 0 meio
extracelular e 0 meio externo é pela ativacdo de transportadores iénicos localizados
em grande parte nas branquias, de modo a absorver ou excretar ions, em um
mecanismo conhecido como regulacdo Regulacdo Anisosmotica Extracelular (RAE)
(Florkin 1962; Foster et al., 2010).

Quando se fala em osmorregulacéo € possivel encontrar entre 0s crustaceos
espécies hiperreguladoras, hiporreguladoras, ou espécies que apresentam
comportamentos osmorregulatérios alternantes, como as espécies do género
Callinectes, que apresentam hiperregulacdo em aguas salinas e osmoconformacao
em agua do mar. Os hiperreguladores permanecem hiperosmoéticos em relacédo ao
meio, quando a concentracdo osmotica do liquido extracelular € maior do que a do
ambiente externo (Pequex 1995; Kirschner 2004; Freire et al, 2008). Os
hiporreguladores conseguem manter-se hiposmoticos em relacdo ao ambiente onde
vivem, mantendo a concentracdo osmatica do fluido extracelular abaixo daquela do
ambiente externo (Willmer et al 2005; Freire et al 2008). Alguns crustaceos eurihalinos
podem ser hiperreguladores em baixas salinidades e hiporreguladores em altas
salinidades. O crustaceo com este comportamento mais acentuado é a Artemia salina,
que pode viver em agua hipersalina. (Willmer et al 2005, Sherwood et al 2012). Em
aguas diluidas, alguns crustaceos omorreguladores podem sobreviver a variacées de
salinidade entre 5% e 45%0, como 0s caranguejos da familia Grapsidae e camardes

peneideos (Evans et al 2009).

Se o0s animais exibirem estratégia de conformacao osmotica e idbnica do LEC,
eles ndo apresentarao diferenca significativa entre o seu meio interno e a agua do seu
ambiente, igualando a osmolalidade do LEC a do ambiente externo. Desta forma, as
células destes animais sofrem uma mudanca temporaria no volume celular em
decorréncia do influxo ou efluxo de agua através da membrana celular. Este
movimento de agua altera a composicéo e a forca ibnica intracelular, o que por sua
vez afeta a atividade de enzimas envolvidas no anabolismo e catabolismo de
aminoacidos, particularmente asparagina, glutamina, prolina, alanina, glicina e serina
(Evans et al 2009; Sherwood et al. 2012). Desta maneira, a regulacdo de volume
torna-se essencial para a manutencédo da homeostase em todos os tipos celulares de

animais osmoconformadores. Devido ao fato destas células comportarem sistemas de



transporte de ions e estarem em contato direto com a 4gua, elas podem sofrer danos,

e deste modo prejudicar o funcionamento das branquias (Evans et al 2009).

Osmoconformadores eurihalinos podem tolerar mudancas significativas de
salinidade do ambiente externo (como estuarios, por exemplo) e podem sobreviver a
diluicdo ou concentracdo do LEC através da regulacdo dos osmdlitos organicos e
inorganicos. Entre eles estdo a B-alanina, taurina e prolina, que correspondem a mais
da metade da osmolalidade dos osmoconformadores nas suas células. Desta
maneira, é possivel manter a concentracéo do liquido intracelular (LIC) em equilibrio
com o LEC (Moyes 2009; Sherwood et al 2012). Desta forma, osmoconformadores
eurihalinos possuem grande capacidade de regulacdo de volume, em grande parte
devido ao aumento da capacidade de sintese de aminodacidos livres quando expostos
a alta salinidade. Em baixas salinidades, ocorre o contrario: os aminoécidos livres sdo
catabolizados e liberados na hemolinfa, onde sofrem desaminacao e séo excretados
como amonia através das branquias. Este mecanismo é conhecido como regulacao
isosmatica intracelular (RII) (Willmer et al. 2005; Evans et al 2009; Moyes,2009).

Ocorrem dois tipos de regulacéo de volume: Reducdo Regulatéria de Volume
(RVD), e Aumento Regulatério de Volume (RVI). A RVD é utilizada quando a célula
ganha agua e precisa perder volume; ja o RVI ocorre quando existe a perda de agua
e a necessidade de reposicdo do volume perdido (Lang et al. 1998, Strange 2004).
RVI e RVD podem acontecer, principalmente devido a ativacdo de ATPases
relacionadas ao transporte de ions, ja que durante a RVD acontece a saida de
metabdlitos somados a 4gua para restabelecimento da homeostase. No caso da RVI,
acontece o contrario: a entrada de solutos na célula permite a entrada de agua, de
modo a recuperar o volume anterior (Hoffmann e Dunham 1995; Wehner et al. 2003;
Strange 2004, Hoffmann et al. 2009).

1.3. ESPECIES ESTUDADAS
1.3.1. Callinectes danae E Callinectes ornatus

Callinectes danae e Callinectes ornatus (FIGURAS 1A e 1B) sdo crustaceos
decépodes, encontrados com facilidade em estuarios, baias e em todo litoral ao longo

da costa sul do Brasil. E possivel captura-los com certa facilidade, seja utilizando



petrechos de pesca, como o0 puc¢a ou armadilhas do tipo covo iscadas com visceras
de frango.Também é possivel adquiri-los por intermédio de pescadores que
frequentemente os encontram em suas redes de pesca, como fauna acompanhante
(bycatch) da pesca do camardo (Baptista et al. 2003). Tanto C. danae quanto C.
ornatus sdo chamados de osmorreguladores fracos, pois conseguem a captacao de
sal de aguas salinas, mas ndo de agua doce. Os crustaceos do género Callinectes
sdo capazes de alternar o padrdo osmorregulador para osmoconformador ou vice-
versa, quando alternam entre o mar e estuario, especialmente em época de
reproducdo, pois a desova sempre ocorre em ambiente mais salino (Mantelatto e
Fransozo 2000; Mantelatto 2000). C. danae e C. ornatus sdo osmoconformadores em
altas salinidades e em salinidades proximas a da agua do mar, e hiperosmorregulam

em agua do mar diluida (Masui et al. 2002; Garcon et al. 2009; Freire et al. 2011).
1.3.2. Hepatus pudibundus

Hepatus pudibundus (osmoconformador) (FIGURA 1C) é uma espécie de
crustaceo decdpode marinho encontrado no Brasil, do Amapa ao Rio Grande do Sul,
que habita ambientes de fundos arenosos, lamosos e de conchas, de aguas rasas ou
gue podem chegar a 160 metros de profundidade (Melo 1996; Fracasso e Branco
2005). A sua coleta é feita por rede de arrasto, na maioria das vezes, sendo apanhado
como fauna acompanhante da pesca do camaréo. A taxa de sobrevivéncia devido aos
danos causados pelas redes de arrasto é varidvel entre os diferentes grupos
taxondmicos, sendo que os crustaceos do género Callinectes e H. pudibundus séo
muito resistentes as injarias e a exposi¢ao ao ar (Moreira et al. 2011). Como tipico em
invertebrados marinhos, H. pudibundus tem comportamento osmoconformador.
Nestes animais, a concentracdo osmotica do meio extracelular varia de acordo com a
concentracéo ou diluicdo da agua do mar (salinidade), exigindo que o animal possua
a capacidade de regulacdo de volume celular diante de variacdo de salinidade, para
que as celulas possam desempenhar as suas fungbes (Pequex, 1995, Freire et al
2008).



FIGURA 1. Espécimes de C. danae (A), C. ornatus (B) e H. pudibundus (C).
Escala: 4cm

FONTE: Disponivel em goo.gl/St304D (H. pudibundus); em goo.gl/LCTe2B (C. danae); e em
goo.gl/NDYijjv (C. ornatus). Acessado em 09/01/2017.

1.4. AMONIA E pH NA AGUA

C. danae, C. ornatus e H. pudibundus sao organismos bentdnicos, que vivem
no substrato de fundo de ecossistemas aquaticos (rios, lagos, oceanos, etc), durante
parte ou todo o seu ciclo de vida (Gray e Elliot 2009). Desta maneira, eles sao
suscetiveis a mudancas ambientais, exibindo variados graus de tolerancia a fatores
prejudiciais como poluicdo, aumento de temperatura, pH e amonia (Moss et al. 1987;
Metcalfe, 1989). A ambnia, em conjunto com 0 nitrito e nitrato, € um componente
essencial a vida de microrganismos aquaticos, aléem de ser um dos mais abundantes
produtos nitrogenados dissolvidos em ecossistemas aquaticos, embora quando
encontrada em excesso, possa prejudicar a condigéo fisioldgica de varios organismos,
inclusive crustaceos decapodes. A amoénia existe em duas formas: NH3 e na forma
ibnica NH4*, ao passo que a proporcao entre elas é em grande parte determinada
pela salinidade, temperatura e especialmente o pH da agua (Whitfield 1974; Romano
e Zeng 2013). A origem destes compostos nitrogenados no ambiente esta ligada a
decomposicdo natural de matéria organica e ao catabolismo de proteinas (Camargo
e Alonso 2006; Romano e Zeng 2013). Em ambientes aquaticos, é possivel encontrar
tanto amonio (NH4%) quanto amdnia (NHs), a forma mais téxica e que se difunde mais
facilmente pela membrana plasmatica das branquias dos crustaceos e chegar até a
hemolinfa (Weihrauch et al. 2004; Romano e Zeng 2013).



Devido ao fato de as branquias estarem quase que o tempo todo em contato
com a 4gua, elas podem ser danificadas pela alta concentragcdo de amdnia no
ambiente. Entre os danos causados, 0s mais importantes sdo: necrose, rompimento
das células pilares, infiltracdo de hemdcitos e colapso das lamelas (Rebelo et al. 2000;
Romano e Zeng 2007). Em um ambiente com alta concentracdo de amonia, a sua
toxicidade ira depender do estagio de desenvolvimento do animal, visto que nas fases
poés larva e juvenil, a tolerancia a amonia geralmente é maior (Zhao et al. 1997), além
da sua acumulacao na hemolinfa, que por sua vez € influenciada pela permeabilidade
da membrana a amonia, por mecanismos de reducéo de difusdo passiva, capacidade
de excregcdo contra um gradiente de concentracdo e processos internos de
desintoxicacdo (Romano e Zeng 2013). Normalmente, quando o NHs alcanca a
hemolinfa, ele é protonado em NH4*, que entdo substitui potassio na atividade da
Na+/K+-ATPase basolateral das branquias. Finalmente, o NH4* é excretado para o
ambiente via trocador Na*/NH4* apical ou via exocitose (Romano e Zeng 2007; Leone
et al 2017).

1.5. PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO

Falhas no processo de osmorregulacédo, como a incapacidade de regulacao
isosmatica intracelular (RIl), podem desencadear alteracdo significativa no ambiente
intracelular e possibilitar a desnaturacao de proteinas envolvidas no metabolismo de
aminoéacidos (Evans et al 2009). Se isto ocorrer, a célula pode iniciar um aumento na
sintese de chaperonas (Hsps), uma familia de proteinas que hidrolisam o ATP e
auxiliam no enovelamento de proteinas recém sintetizadas, além de encaminha-las
para destruicdo caso ndo ocorra o reparo (Terasawa 2005). Em estudos com o siri
Portunus trituberculatus, a exposicdo a diluicdo de salinidade aumentou a sua
capacidade osmorregulatéria por intermédio da captacéo ativa de Na* e Cl, ao mesmo
tempo em que houve aumento na sintese de Hsps para reparar o dano celular. Essas
atividades demandam alto custo energético, o que impacta nas taxas de crescimeto
deste crustaceo (Lu et al 2013). As Hsps também sdo conhecidas como proteinas de
estresse, uma familia de proteinas altamente conservadas de peso molecular que
varia de 16 a 100 kDa, produzidas em todos os seres multicelulares quando
submetidos a agentes estressores como anoxia, isquemia, toxinas, acidose, choque

osmatico além de estresse térmico (Roberts et al 2010).



Uma das proteinas mais conhecidas e estudadas desta familia € a Hsp70,
que auxilia na dobra e montagem de proteinas recém sintetizadas, redobramento de
proteinas deformadas e de agregados proteicos, além do controle da atividade de
proteinas regulatérias (Mayer e Bukau 2005). A presenca da Hsp70 também pode ser
utilizada como biomarcador, indicando estresse de origem antropogénica em espécies

aquéticas (Webb e Gagnon 2009).

Embora a maioria das espécies conhecidas apresentem genes relacionados
a sintese de chaperonas, a expressao génica destas proteinas, principalmente Hsp70,
€ espécie-dependente e ambiente-dependente, assim como esta relacionada com a
exposicao a agentes estressores (Yenary et al. 1999). E possivel que as espécies que
apresentam maiores niveis de sintese de chaperonas estejam sujeitas a grande
variacdo de condi¢cdes ambientais, como as espécies que vivem ou passam parte do
seu ciclo de vida em estuérios, o que pode torna-las resistente aos estresse (Feder e
Hofmann 1999).

Em estudos anteriores do laboratério sobre a expressao de Hsp70, C.
danae e C. ornatus, foram submetidos a choque hipo e hiperosmético (5%o € 40%o,
respectivamente) durante o periodo de 3 horas, ndo sendo possivel detectar
mudancas no nivel de expressao de Hsp70 em relacdo ao grupo controle (35%o). As
alteracdes de salinidade responséaveis por desequilibrio osmoético do liquido
extracelular podem ter impactado no funcionamento normal das células. Estas
células, por sua vez, ativaram respostas rapidas, associadas simultaneamente a
outros mecanismos compensatorios envolvendo regulagéo de volume celular, o que
pode ter assegurado o reestabelecimento da homeostase do meio interno (Marshall
2003; Freire et al. 2008). Desta maneira, nao houve a necessidade da ativagao de
mecanismos mais elaborados e que s&o mais custosos metabolicamente, como a
sintese de Hsp70, devido ao tempo de exposi¢cdo ao choque osmotico ter sido breve

(Souza-Bastos, dados nédo publicados).



1.6. HIPOTESE

H. pudibundus, por habitar um ambiente mais estavel, apresentaria menor
expressao constitutiva de Hsp70 na condicdo controle (35%o). C. danae e C. ornatus,
embora do mesmo género, apresentam diferencas, por exemplo, na ativacdo de
enzimas antioxidantes. C. danae (mais eurihalino) tém maior atividade antioxidante
constitutivamente, enquanto C. ornatus (menos eurihalino), apenas quando ha
necessidade, como exposi¢cao ao ar ou hipersalinidade (Freire et al, 2011). Estas duas
espécies teriam maior inducdo da expressdo de Hsp70 diante de reducdo de
salinidade em decorréncia da ativacdo da hiperregulacdo. Diante de aumento de
salinidade, a maior expressao de Hsp70 ocorreria para proteger o meio intracelular da
precipitacdo de proteinas pelo choque hiperosmatico. A hipotese alternativa seria de
gue ocorra aumento na expressao de Hsp70 em H. pudibundus devido a necessidade
de protecdo dos mecanismos intracelulares necessarios para a regulacdo de volume

celular, caracteristica de osmoconformadores.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a intensidade e a variagao da expresséao de Hsp 70 diante de desafios
salinos em trés espécies de decdpodes braquiuros: C. danae e C. ornatus
(osmorreguladores) e H. pudibundus (osmoconformador).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acompanhar a osmolalidade da hemolinfa de C. danae, C. ornatus e H.

pudibundus diante de aumento e reducédo de salinidade.

e Comparar a capacidade de hidratacdo muscular de ambas as espécies

guando expostas a oscilacdes de salinidade do meio.

e Qualificar e quantificar a expressdo de Hsp70 como mecanismo molecular

ativador de protecéo frente ao choque osmatico.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. COLETA E ACLIMATACAO

Crustaceos decapodas de trés espécies, os siris C. danae, C. ornatus e o
caranguejo marinho H. pudibundus provenientes do descarte da fauna acompanhante
da pesca com rede de arrasto de camarao, foram coletados junto as bancas de
pescadores do Balneario de Shangrila, localizada no litoral do Parana (25° 37' 29"S,
48° 25' 3"W). De imediato, os animais foram acomodados em caixas plasticas
contendo agua do local de coleta e mantidas sob aeracdo constante. Apos este
procedimento, foram transportados para o laboratério de Fisiologia Comparativa da
Osmorregulacédo do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal do Parana,
onde permaneceram em aquario estoque contendo agua do mar a 33%o + 2 e 24°C+
1 durante 05 dias. Durante o periodo de aclimatacdo, 0os animais permaneceram em
um aquario com aeracdo constante, filtro externo, pH ~8,3, oxigénio dissolvido na
agua em torno de 8,0 mg/L e fotoperiodo natural. Os animais foram alimentados a
cada dois dias com pequenas porcdes de filé de peixe, sendo que este procedimento
foi interrompido 24 horas antes do inicio dos experimentos.

3.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O protocolo experimental foi executado com 1 espécime por aquario de 2 litros,
exposto ou a choque hiposalino (20%o) ou hipersalino (45%.) em intervalos com
duracéo de 6, ou 24, ou 72 horas. Para o controle foi utilizada a salinidade de 35%o. e
o tempo de 24 horas. Os tempos e as salinidades foram baseados em experimentos
anteriores realizados neste laboratério, em que C. danae e C. ornatus foram expostos
a condicdo experimental de 03 horas em salinidades 5%, e 40%.,, sem que tenha
havido diferenca na concentracéo de Hsp70 em relac&o ao controle. Todo o processo
foi repetido 6 vezes para cada grupo experimental ou controle, totalizando 114 animais
(42 espécimes de C. Danae e C. Ornatus e 30 espécimes de H.pudibundus). A diluicdo
da salinidade foi conseguida pela adicdo de agua de torneira filtrada com a utilizacéo
de filtros de celulose e carvao ativado, e a solucdo de agua do mar hipersalina foi
alcancada pela adicdo de sal marinho obtido comercialmente em lojas de aquarios.
ApOs 0s experimentos, 0s animais foram crioanestesiados por aproximadamente 5
minutos, cobertos por gelo picado em caixa de isopor, e foram retirados amostras de
tecido muscular para determinacdo da concentracdo de Hsp 70 e de teor hidrico.
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Também foi coletada um amostra de hemolinfa por puncdo da membrana artrodial de
um peredpodo, usando seringa de insulina, e armazenada em freezer -20°C para
determinacao da osmolalidade e concentragdes ibnicas. Também foram analisadas a

concentracdo de amonia dissolvida na agua e pH no inicio e ao final dos experimentos.
3.3. DOSAGEM DE OSMOLALIDADE

A avaliacdo da osmolalidade foi feita através de Micro-Osmometro de Presséo
de Vapor VAPRO 5520 (Wescor).

3.4. TEOR HIDRICO

Para a determinacdo do teor hidrico, amostras do tecido muscular foram
pesadas (peso Umido) em tubos previamente pesados e fechados (Balanca
Bioprecisa FA2104 N, precisdo 0,1mg, Brasil), e em seguida foram secos em estufa
por 24 horas a 62°C. Os tecidos secos foram pesados novamente (peso seco), e a
perda de peso (agua) foi expressa como porcentagem do peso Umido inicial da

amostra através da formula:
Th (%) = [(peso Umido — peso seco) / peso umido] x 100
3.5. DOSAGENS DE AMONIA E pH

A concentracdo de amodnia na agua no inicio e ao fim dos experimentos foi
medida utilizando-se o kit comercial da AlphaKit com leitura de absorbancia a 630 nm
em espectrofotometro (ULTROSPEC 2100 pro — Amersham Pharmacia Biotech,
Suécia). Os valores de pH foram medidos no inicio e ao final dos experimentos

utilizando um (inoLAB pH Level IWTW, Germany).
3.6. EXPRESSAO DE HSP70

A expressdo de Hsp70 foi obtida através do método de Western Blotting.
fragmentos do tecido muscular de C. danae, C. ornatus e H. pudibundus (~300 mg)
foram homogeneizados durante 5 minutos em tampao de homogeneizacéo (HEPES
20 mM, NaCl 15 mM, Triton X-100 1%, NP-40 1%) em conjunto com inibidores de
proteases (Benzamidina 20 mM, EDTA 10 mM, lodocetamida 10 mM, Pepstatina
5ug/mL, Fenantrolina 5 mM, PMSF 2 mM). Ap6s a homogeneizacdo, o material foi
centrifugado a 13.400 rpm por 10 minutos a 4 °C e o0 sobrenadante retirado e

congelado a —80 °C. Para determinacdo das proteinas totais no sobrenadante foi
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utilizado o método descrito por Bradford (1976). Uma aliquota do extrato de proteinas
contendo 100ug de proteina total do sobrenadante extraido do musculo de ambas as
espécies foi diluida em tampdo de amostra redutor e entdo submetida ao gel de
corrida eletroforética (acrilamida 10%) em tampéao Tris-base 150 mM contendo SDS
1 mM (pH 8,8), seguido do gel de empilhamento (acrilamida 5%) também em tampé&o
Tris-base 50 mM contendo SDS 1 mM (pH 6,8). Para a corrida, foi utilizado tampé&o
Tris-Glicina (pH 8,3) contendo SDS, durante aproximadamente 4 horas com corrente
constante de 10-15 mA. Ap0s a corrida, o gel contendo os peptideos foi submetido a
transferéncia para a membrana de nitrocelulose em camara de Western Blotting
contendo tampao de transferéncia composto por Tris-Base, Glicina, SDS 10% e
Metanol 20%. A transferéncia sera realizada em corrente de 120-135 mA e 25 mV

overnight a ~4°C.

A membrana foi retirada, a faixa com o marcador de peso molecular foi cortada,
e entdo foi bloqgueada em tampao TBST (NaCl 120mM, TRIS-HCI 20mM ph 7,4 e
Tween-20 0,05%) contendo leite em pd Molico (Nestlé®) 5% por 1 hora, para bloqueio
dos sitios ndo especificos. Apds o bloqueio, a membrana foi incubada por duas horas
com anticorpo primario anti-Hsp70 (marca BD). Em seguida a membrana foi lavada
em tampdo TBST e posteriormente incubada com anticorpo secundario (anti-
camundongo conjugado com fosfatase alcalina) por duas horas a temperatura
ambiente. A membrana foi lavada com tampao TBST e em seguida foi coberta com
cromogenos da fosfatase alcalina Premixed BCIP/NBT, permanecendo nesta solucao
por ~10 minutos ou até completo aparecimento das bandas proteicas. Apos a
revelacdo, a membrana de nitrocelulose foi mergulhada em agua destilada para parar
a reacdo. A membrana foi entdo digitalizada e a expressdo das proteinas foi
quantificada através da analise de intensidade relativa de cinza das bandas,

utilizando-se o programa ImageJ.
3.7. TRATAMENTO ESTATISTICO

Para o tratamento estatistico dos dados, foi utilizada a andlise de variancia de
uma via, para andlise de diferenca dos tempos entre as espécies dentro de cada
salinidade, seguido de test-t de Student entre as espécies e para cada condicéo

experimental. Todas as analises foram feitas utilizando o software Sigma Plot® 11.0.
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4. RESULTADOS
4.1. OSMOLALIDADE

Em C. danae exposto a salinidade 20%., a osmolalidade diminuiu apds 6 horas
(891+£15 mOsm/kg H,0), 24 horas (846£18 mOsm/kg H,O) e 72 horas (856+16
mOsm/kg H,O) quando comparada com a salinidade controle de 35%. (986+22
mOsm/kg H,0O). Em salinidade 45%., houve aumento da osmolalidade apé6s 6 horas
(1250+42 mOsm/kg H,0), 24 horas (1242125 mOsm/kg H,0) e 72 horas (122917
mOsm/kg H,O). Nao houve diferenca entre os tempos dentro de cada salinidade
(FIGURA 2A).

Em C. ornatus exposto a salinidade 20%o, a osmolalidade diminuiu apos 6 horas
(812+6 mOsm/kg H,0), 24 horas (7775 mOsm/kg H,0) e 72 horas (766+16 mOsm/kg
H,O) quando comparada com a salinidade controle de 35%. (999+4 mOsm/kg H,0).
Em salinidade 45%., houve aumento da osmolalidade apdés 24 horas (1302+17
mOsm/kg H,0) e 72 horas (1245+9 mOsm/kg H,0). Houve diferenca entre os tempos
de 6 e 24 horas dentro da salinidade 45%. (FIGURA 2B).

Em H. pudibundus exposto a salinidade 20%., a osmolalidade diminuiu apos 6
horas (813+14 mOsm/kg H,O) e ndo houve sobreviventes apds 24 e 72 horas. A
osmolalidade da salinidade controle (35%o) foi medida em (975+12 mOsm/kg H,0).
Em salinidade 45%., houve aumento da osmolalidade apés 6 horas (1331+11
mOsm/kg H,0), 24 horas (1257+24 mOsm/kg H,0) e 72 horas (128512 mOsm/kg
H,O). Houve diferenca entre os tempos de 6 e 24 horas dentro da salinidade 45%o
(FIGURA 20C).
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FIGURA 2. Osmolalidade na hemolinfa (média + erro padrdo) de C. danae, C. ornatus e H.
pudibundus diante de desafios salinos. Os caranguejos foram expostos por 6, 24 e 72 horas a
salinidade 20%o (H. pudibundus sobreviveu por apenas 6 horas) e por 6, 24 e 72 horas a salinidade
45%o.. Para o controle foi utilizada a salinidade de 35%. e o0 tempo de 24 horas (#): Diferenca
comparada a situacao controle. Letras minlsculas representam diferencas entre os tempos em cada
salinidade. Letras mailsculas representam a diferenca entre as espécies em cada tempo. n=6. A
linha vermelha representa a osmolalidade da agua.
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4.2. TEOR HIDRICO

Em C. danae nao foi observada diferenca nos valores de teor hidrico muscular
entre os tempos experimentais em salinidade 20%o. comparados ao controle de 35%o
(751£0,9%). Em salinidade 45%., apenas o tempo de 24 horas (72+0,9%) mostrou
valores de teor hidrico muscular diferente do controle. Nado houve diferenca entre os
tempos dentro de cada salinidade (FIGURA 3A).

Em C. ornatus n&o houve diferenca no teor hidrico das condi¢cdes experimentais
em relacdo a condicéo controle e nem entre os tempos dentro de cada uma das duas
salinidades (FIGURA 3B).

Em H. pudibundus as Unicas diferencas registradas nos valores de teor hidrico
em relacdo ao controle (74+0,8%) foram relacionadas aos tempos de 24 (70+0,7%) e
72 horas (72+0,2%) em salinidade 45%.. N&o houve diferenca entre os tempos dentro
de cada salinidade (FIGURA 3C).
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FIGURA 3. Teor hidrico muscular (média + erro padrao) de C. danae, C. ornatus e H. pudibundus
diante de desafios salinos. Os caranguejos foram expostos por 6, 24 e 72 horas a salinidade 20%. (H.
pudibundus sobreviveu por apenas 6 horas) e por 6, 24 e 72 horas a salinidade 45%.. Para o controle
foi utilizada a salinidade de 35%. e o tempo de 24 horas (#): Diferenca comparada a situa¢éo controle.
Letras mailsculas representam a diferenga entre as espécies em cada tempo. 5>n<6
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4.3. CONCENTRACAO DE AMONIA NA AGUA

Em C. danae a concentracdo de final de amoénia na agua foi diferente da
concentragdo inicial apdés a exposicdo a situagdo controle (35%.) e aos tempos
experimentais em 20%. Em salinidade 45%. n&o houve diferenca entre as
concentracdes finais e iniciais de amoénia na 4gua. Também nado foram registradas

diferencas entre os tempos dentro de suas respectivas salinidades (TABELA 1A).

Em C. ornatus a concentracdo de final de amoénia na agua foi diferente da
concentracéo inicial apos os tempos de 24 e 72 horas em 20%.. Em salinidade 45%o
nao houve diferenca entre as concentracdes finais e iniciais de aménia na agua.
Considerando os tempos dentro da salinidade 20%o., 0s valores de amdnia na agua

obtidos em 6 horas foram diferentes dos encontrados em 24 e 72 horas (TABELA 1B).

Em H. pudibundus, somente foi constatada diferenca na concentracao final de
amoOnia na agua em relacdo a concentracao inicial para o tempo de 72 horas em
salinidade 45%., ndo sendo encontrada nenhuma diferenca entre os tempos dentro
desta salinidade (TABELA 1C).
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TABELA 1 — Concentracdo de amoénia (N-NH3) na agua inicial e final (média + erro padrdo) de C.

danae, C. ornatus e H. pudibundus diante de desafios salinos. Os caranguejos foram expostos por 6,

24 e 72 horas a salinidade 20%. (H. pudibundus sobreviveu por apenas 6 horas) e por 6, 24 e 72 horas

a salinidade 45%o.. Para o controle foi utilizada a salinidade de 35%. € 0 tempo de 24 horas (*): Diferenca

na concentracao inicial e final de aménia na agua. Letras minasculas representam diferencas entre os

tempos. Letras mailsculas representam a diferenca entre as espécies em cada tempo. n=6.

Salinidades/Tempos | Amonia Inicial Amonia final
A (N-NH3) mg/L (N-NH3) mg/L
20%0 6 horas 0,039+ 0,00 0,323+0,08 * A
20%0 24 horas 0,000 + 0,00 0,449 £0,13 *
C. danae 20%0 72 horas 0,000 * 0,00 0,285 +0,03 *
' 35%0 24 horas 0,000 + 0,00 0,180+ 0,02 A
45%0 6 horas 0,002 + 0,00 0,001 £ 0,00 A
45%0 24 horas 0,002 + 0,00 0,000 +0,00
45%0 72 horas 0,000 + 0,00 0,040 £ 0,02
B 20%0 6 horas 0,033 +0,00 0,038 £ 0,01 aB
20%0 24 horas 0,033 +0,00 0,619+0,06 *b
C. omatus 20%0 72 horas 0,033 +0,00 0,705+0,12 *b
' 35%0 24 horas 0,000 + 0,00 0,000 + 0,00 B
45%0 6 horas 0,002 £ 0,00 0,014 + 0,00 B
45%0 24 horas 0,002 + 0,00 0,000 0,00
45%0 72 horas 0,000 + 0,00 0,035 +0,02
C 20%0 6 horas 0,033 +0,00 0,038 £ 0,01 B
20%0 24 horas - -
_ 20%0 72 horas - -
H. pudibundus 350, ™ 54 horas 0,028 + 0,00 0,035 + 0,01 C
45%0 6 horas 0,004 + 0,00 0,000 + 0,00 A
45%0 24 horas 0,004 + 0,00 0,000 +0,00
45%0 72 horas 0,001 + 0,00 0,025 +0,02 *

4.4. VALORES DE pH NA AGUA

Em C. danae foi encontrada diferencga entre os valores iniciais e finais de pH na

agua apos a exposicao a situacao controle (35%o) e em 6 horas em salinidade 20%o,

sendo que os valores obtidos para 6 horas foram iguais aos valores de 24 e 72 horas,

e estes dois ultimos tempos foram diferentes entre si. Em salinidade 45%o, foi

encontrada diferenca entre os valores iniciais e finais de pH na dgua ap0s a exposi¢ao

a todos os tempos, sendo que os valores obtidos para 6 horas séo diferentes de 24 e

72 horas, e estes dois ultimos tempos foram iguais entre si (TABELA 2A).
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Em C. ornatus foi encontrada diferenca entre os valores iniciais e finais de pH
na dgua em situacdo controle (35%.) e apds a exposicdo a todos os tempos em
salinidade 20%., e ndo foi constatada diferenca entre os tempos dentro desta
salinidade. Em salinidade 45%o, foi encontrada diferenca entre os valores iniciais e
finais de pH na agua apds a exposicdo a todos os tempos, sendo que ndo foi

constatada diferenca entre os tempos dentro desta salinidade (TABELA 2B).

Em H. pudibundus, foi encontrada diferenga entre os valores iniciais e finais de
pH na agua apoés a exposicao em situagdo controle apds 6 horas em salinidade 20%s,
assim como em todos o0s tempos apos a exposicdo em salinidade 45%.. N&o foi

constatada diferenca entre os tempos dentro desta salinidade (TABELA 2C).

TABELA 2 — Valores de pH na agua inicial e final (média + erro padréo) de C. danae, C. ornatus e H.
pudibundus diante de desafios salinos. Os caranguejos foram expostos por 6, 24 e 72 horas a
salinidade 20%. (H. pudibundus sobreviveu por apenas 6 horas) e por 6, 24 e 72 horas a salinidade
45%o. Para o controle foi utilizada a salinidade de 35%. e o tempo de 24 horas (*): Diferenga nos
valores de pH iniciais e finais ha agua. Letras minasculas representam diferengas entre os tempos.
Letras mailsculas representam a diferenca entre as espécies em cada tempo. n=6.

Salinidades/Tempos | pH inicial pH final
A 20%0 6 horas 8,22 £+ 0,00 7,87+0,07 *ab AB
20%0 24 horas 8,22 +0,00 8,03 +0,10 a
C. danae 20%0 72 horas 7,56 + 0,00 7,47 +0,00 b A
' 35%0 24 horas 7,69 + 0,00 7,54 + 0,09 A
45%0 6 horas 8,29 + 0,00 8,12+0,03 *a
45%0 24 horas 8,29 + 0,00 7,75+0,08 *b A
45%0 72 horas 7,88 + 0,00 7,63+0,07 *b AB
B 20%0 6 horas 8,31 +0,00 7,80+0,04 * A
20%0 24 horas 8,31 +0,00 7,78 +0,09 *
C. ornatus 20%0 72 horas 8,31 + 0,00 7,87 +£0,02 * B
) 35%0 24 horas 8,08 + 0,00 7,64 +£0,14 B
45%0. 6 horas 8,27 +0,01 8,00 +0,08 *
45%0 24 horas 8,29 + 0,00 7,84 +0,08 * A
45%0 72 horas 8,31 +0,00 7,61+0,17 * A
C 20%0 6 horas 8,31 + 0,00 7,92+0,03 * B
20%0 24 horas -
_ 20%0 72 horas -
H. pudibundus 350, ™54 horas 8,09+000 |802¢%0,03 AB
45%0 6 horas 8,25+ 0,00 8,03+0,02 *
45%0 24 horas 8,25 + 0,00 8,02+0,04 * B
45%0 72 horas 8,27 +0,01 7,89+0,04 * B
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4.5. EXPRESSAO DE Hsp70

Em C. danae, a expresséo da enzima Hsp70 detectada por Western blotting e
quantificada através da intensidade das bandas (unidade arbitraria) foi diferente em
relacdo ao controle de 35%. (8,4+0,5 u.a.) apenas para o tempo de 72 horas em
salinidade 20%o (5,1£0,4 u.a.). Nao houve diferenca entre os tempos dentro de cada
salinidade (FIGURA 4A).

Em C. ornatus, foram detectados diferencas nos valores da expressao de
Hsp70 em relacdo ao controle de 35%o (5,9£0,8 u.a.) para os tempos de 6 (14,0+2,6
u.a.) e 24 horas (9,0+£0,9 u.a.) em salinidade 20%0 e 24 horas em salinidade 45%o
(10,2+1,4 u.a.). Nao houve diferenca entre os tempos dentro de cada salinidade
(FIGURA 4B).

Em H. pudibundus, diferencas na expressao de Hsp70 em relacéo a condicao
controle de 35%. (11,8+1,4 u.a.) foram observadas em 6 (6,3+0,6 u.a.), 24 (5,1+1,3
u.a.) e 72 horas (3,1+0,1 u.a.) em salinidade 45%.. Dentro desta mesma salinidade os
valores obtidos para 6 horas foram iguais aos valores de 24 horas e diferente para os
valores de 72 horas, sendo que ndo houve diferenca entre estes dois Ultimos tempos
(FIGURA 4C).
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FIGURA 4. Expressao de Hsp70 muscular (média + erro padrdo) de C. danae, C. ornatus e H.
pudibundus diante de desafios salinos. Os caranguejos foram expostos por 6, 24 e 72 horas a
salinidade 20%o (H. pudibundus sobreviveu por apenas 6 horas) e por 6, 24 e 72 horas a salinidade
45%o.. Para o controle foi utilizada a salinidade de 35%. e 0 tempo de 24 horas (#): Diferenca
comparado a situagao controle. Letras mindsculas representam diferencas entre os tempos. Letras
mailsculas representam a diferenca entre as espécies cada tempo. 3>n<6
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, C. danae, C. ornatus e H. pudibundus (para o tempo de 6 horas)
demonstraram boa capacidade osmorregulatoria frente a exposicao a salinidade 20%o.
Nas trés espécies os valores da osmolalidade da hemolinfa diminuiram em relacéo ao
controle, mas permaneceram acima da osmolalidade aproximada para a agua (~600
mOsm/kg H,0). Estes resultados estado consistentes com demais estudos realizados
neste laboratorio (Togni 2007; Amado 2010; Rios 2014) e em outros artigos publicados
(Harris 2000; Masui et al 2002; Garcon et al 2009; Freire et al 2011). Em um trabalho
conduzido por Garcgon et al (2009), espécimes de C. ornatus foram aclimatadas a
salinidade de 21%. por 15 dias. Ao final deste periodo a osmolalidade da hemolinfa
tornou-se isosmdtica a salinidade da agua. Muito provavelmente, essas diferencas na
osmolalidade devem-se ao maior tempo de exposicao a hiposalinidade (15 dias contra
apenas 3 neste estudo), o que evidencia a importancia do tempo de exposi¢cdo em

experimentos de alteragdo de salinidade.

Em H. pudibundus, um crustaceo osmoconformador, o valor da osmolalidade
medida neste estudo esta acima da osmolalidade aproximada da agua em 20%.. Em
trabalho conduzido por Foster et al (2010), a osmolalidade de H. pudibundus, quando
submetido a choque hiposmotico de 25%o, tornou-se isosmaotica ao ambiente externo,
resultado esperado pela suas caracteristicas osmoconformadoras. A diferenca entre
os resultados obtidos nestes dois trabalhos pode ser explicada pela utilizacao de outra
salinidade (25 para 20%o), 0 tempo de exposi¢ao (16 para 6 horas) e por uma possivel
alteracdo comportamental. A percepcdo do animal a esta condicdo adversa pode
ativar alteracdes comportamentais, como constatado em Cancer gracilis submetidos
a diminuicdo de salinidade, em que foi observado a retragao de antenas, fechamento
de pecas bucais e quiescéncia. Esta atitude pode fazer com que a camara branquial
seja isolada do meio hiposalino, tornando o liquido no seu interior mais concentrado

do que o ambiente externo (Sugarman et al. 1983; Mcgaw 2006).

Quando os espécimes foram expostos ao choque hiperosmotico, os valores de
osmolalidade das trés espécies foram parecidos com a osmolalidade da agua em 45%o
(~1350 mOsm/kg H,0). Este resultado pode estar relacionado a caracteristica
intrinseca das espécies pertencentes ao género Callinectes, de adquirir

caracteristicas osmoconformadoras em altas salinidades (Pequex 1995; Freire et al
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2008). Resultados parecidos foram obtidos em estudos com outros decdpodes como
um caranguejo da familia varunidae, Hemigrapsus edwardsi (Bedford e Leader, 1978),
camardes peneideos (Sang 2004; Lignot 2000) e em siris portunideos (Guerin e
Stickle 1997; Tangkrock-Olan 2009).

A analise do teor hidrico revelou que em salinidade 20%o. ndo houve diferenca
quando as trés especies sdo comparadas a situacdo controle. Estes dados
corroboram estudo anterior feito neste laboratério em que C. danae foi exposto a
choque hiposalino de 10%. por até 6 horas, ndo ocorrendo diferenca em relacdo a
salinidade controle de 35%. (Rios 2014) e em C. ornatus e H. pudibundus quando
expostos a diluicdo da agua do mar (25%o) por até 6 horas sem alteracdo na hidratagéo

tecidual (Amado 2010; Rios, dados néo publicados).

Em exposicéo a salinidade 45%o, C. danae e C. ornatus apresentaram valores
proximos aos seus respectivos controles e menor perda de agua tecidual do que H.
pudibundus. Tanto C. danae (mais eurihalino) quanto C. Ornatus (menos eurihalino)
ocupam habitats como estuérios, baias e mar aberto (Pita et al. 1985; Pinheiro et al.
1997; Keunecke et al. 2008; Freire et al. 2011), o que pode ter refletido na grande
capacidade de manutencéao da hidratacéo tecidual demonstrada neste estudo, mesmo

guando expostos a salinidade de 45%..

Quando comparados com o controle e com C. danae e C.ornatus,
H.pudibundus apresenta os menores valores de hidratagdo tecidual em salinidade
45%o. I1sso pode ser explicado pelas caracteristicas intrinsecas do Aumento Regulatério
de Volume (RVI), tipicamente encontrada em osmoconformadores. A resposta imediata
a diminuic&o do volume celular é a mobilizagdo de osmdlitos inorganicos (Na* K*, CI-
) pelas células e a mobilizacdo de osmolitos organicos devido ao catabolismo de
proteinas. Em uma escala maior de tempo (dias ou semanas) a regulacdo de volume
se da através de osmolitos organicos, que para serem mobilizados, necessitam de
transcricdo e traducdo de genes para transportadores, além de sintese de enzimas
(Amado 2012; Strange 2004). Como a alta concentragéo de sais intracelulares, como
o NaCl pode interferir na atividade enzimatica e de proteinas celulares (Wehner et al
2003), o RVI pode ser comprometido se o animal for exposto durante muito tempo a

alta salinidade.
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A excrecdo de amonia na agua foi maior em salinidade 20%. para C. danae e
C. ornatus do que para as salinidades controle e 45%., enquanto que em H.
pudibundus n&o houve diferenca entre os valores obtidos para nenhuma das
condi¢cbes, o que demonstra que houve pouquissima excrecdo de amoénia por esse

crustaceo durante este estudo.

A amodnia, em solucéo, pode ser encontrada em suas duas formas: NHs e NH4",
e a existéncia de amonia n&o iénica (NHs ) ou idnica (NH4*) é dependente dos valores
de pH (Weinrauch 2004). Por exemplo: em pH 7,8 estima-se que 98% esteja na forma
ibnica e 2% na forma n&o idnica (Cameron e Heisler, 1983). E bem conhecido que a
diluicdo de salinidade causa diminuicdo na concentracdo de amino acidos dos tecidos
e aumenta a excrecao de NH4* em crustaceos (Lange 1972; Leone et al. 2017). Em
animais osmorreguladores, a excre¢do de NH4* parece estar ligada ao processo de
regulacdo ibnica, como por exemplo em Litopenaeus stylirostris, que aumenta a
excrecao de NH4* quando hiperregula e diminui a excrecdo quando hiporegula (Diaz,
2004). Estudos conduzidos por Towle e Holleland (1987) e Lucu et al. (1989)

indicaram que NH4* pode substituir K* durante a ativagdo da Na+/K+-ATPase.

Em estudos mais recentes, Masui et al. (2002, 2009) percebeu que a Na+/K+-
ATPase branquial de C. danae é sinergicamente estimulada por NH4+ e K+. De forma
semelhante, Garcon et al. (2009) observou em C. ornatus uma estimulacdo sinérgica
entre NH4+ e K+ que leva ao aumento da atividade da Na+/K+-ATPase. Neste mesmo
estudo, a atividade especifica da Na+/K+-ATPase em C. ornatus foi cerca de trés
vezes menor do que em C. danae (Masui et al. 2002), provavelmente devido ao fato
de que C. ornatus ocupa regides com salinidades mais altas do que C.danae, que é
encontrado em regibes com maior aporte de agua doce e variagcdo de salinidade
(Mantelatto e Fransozo 2000; Freire et al. 2011), evidenciando as diferentes
capacidades osmorreguladoras dessas duas espécies (Freire et al 2011; Rios 2014)
e corroborando com os resultados obtidos neste estudo, em que C. danae apresentou
maior excre¢cdo de amonia do que C. ornatus e H. pudibundus em exposicdo a

salinidade 20%o.

Houve queda nos valores de pH final na agua comparado com o pH inicial para
todas as espécies sendo que, proporcionalmente ao tempo, as maiores diferencas
foram encontradas ap06s 72 horas de exposicdo. O fato de os valores de pH na 4gua

estarem menores ao final do experimento deve-se, principalmente, ao fato de os
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animais estarem respirando e produzindo COz2, que difunde-se rapidamente na agua
formando acido carbénico (H2COs3). Este acido é considerado um acido fraco e
rapidamente se dissocia para formar hidrogénio (H*) e ions bicarbonato (HCOs3)
(Widdicomb e Spicer 2008). Esta acidificacdo na agua parece ter sido compensada
pelos mecanismos fisiol6gicos responséveis pela regulacdo 4cido base encontrados
em crustéceos, pois os resultados relativos a osmolalidade, teor hidrico e excrecdo de
amonia estdo dentro dos valores esperados, sem levar em conta a acidificacdo da

agua provocada pelas trés espécies durante os experimentos.

Entre os mecanismos responsaveis pelo equilibrio acido-base em crustaceos,
talvez o principal deles seja a hidratacdo reversivel do CO:2 pela enzima anidrase
carbdnica em &cido carbonico (H2CO3) e consequentemente HCOs e H* (Wheatly e
Henry 1992; Perry e Gilmour 2006). Além de afetar o equilibrio 4cido-base, H* e HCO3-
também exercem um papel fundamental na osmorregulagéo, pois eles irdo atuar no
epitélio branquial, em gue normalmente HCO3- é trocado por Cl- e H+ por Na+
(Whiteley et al. 2001). Esta troca de ions eletroneutra € o principal mecanismo de
regulacao acido-base em crustaceos decapodas (Wheatly e Henry 1992). Além disso,
a anidrase carbdnica parece exercer grande importancia na tolerancia a exposicéao a
altas salinidades, como por exemplo, com o0 aumento da sua atividade nas branquias

de Litopenaeus vannamei submetidos a aumento de salinidade (Roy et al. 2007).

Em relacdo a expressdo de Hsp70, C. danae e C. ornatus obtiveram
desempenhos opostos em salinidade 20%. Enquanto C. danae diminuiu
gradualmente a expressao de Hsp70 até chegar ao menor valor apos 72 horas, C.
ornatus aumentou a sintese de Hsp70 durante as primeiras 24 horas e voltou aos
niveis basais apds 72 horas. Em exposicdo a salinidade 45%., C. danae apresenta
maior expressao de Hsp70 do que H. pudibundus, cuja sintese de Hsp70 quando
comparada ao controle, diminui de forma gradual e chega aos menores valores apés

72 horas.

Segundo Feder e Hofmann (1999), espécies que habitam regides mais
instaveis, como estuarios, podem apresentar maiores niveis de expressao de Hsp70,
0 que pode torna-las mais resistente ao estresse. Este comportamento foi observado
para C. ornatus durante as primeiras 24 horas de exposicao a salinidade 20%.. Por
outro lado, em um estudo conduzido por Werner (2004), o molusco marinho

Potamocorbula amurensis foi incapaz de aumentar a sintese de Hsp70 em resposta
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a choque térmico de 30 minutos, provavelmente devido a alto gasto energético com
osmorregulacdo, da mesma forma como ocorreu neste estudo com C. danae apés 72

horas de exposicao a salinidade 20%eo.

Em estudos do final dos anos 90, percebeu-se que a intensidade do agente
estressor pode levar a um aumento da sintese de Hsp70 no inicio da exposicao, e
conforme o tempo de exposicdo é prolongado, a concentracdo de Hsp70 tende a
diminuir, até chegar em um ponto em que o0 organismo perde a sua eficacia na
producéo desta chaperona e consequentemente, a sua capacidade de se proteger do
agente estressor (Pyza 1997; Eckwert 1997). CHANG (2005) constatou aumento na
expressdo de Hsp7OmRNA no musculo da lagosta Homarus americanus em
exposicdo a choque hipo e hiperosmético por 0,5 hora, mas apdés 2 horas de
exposicdo, os valores de Hsp7OmRNA voltaram as condi¢des basais, evidenciando
que o componente tempo também deve ser levado em consideracédo, além de fatores
naturais como temperatura e salinidade para a utilizacdo de Hsp70 como indicador de

estresse.

Em trabalho produzido por Togni (2007), a questao temporal inclusive, pode ter
sido responsavel por ndo ter havido diferenca na expressado de Hsp70 em C. danae e
C. ornatus quando submetidos a choque hiposalino (10%o) e hipersalino (40%.) apés
2 horas. De fato, 0 menor tempo em que 0 aumento de expressao de Hsp70 ocorreu
nesse estudo so foi observado a partir de 6 horas de exposi¢do a 20%o. para C. ornatus.
Além disso, a concentracdo de Hsp70 também apresenta valores diferentes em
tecidos diferentes. Quando foi feita a analise da expressdo de Hsp70 em musculo,
hepatopancreas, branquias anteriores e posteriores de Neohelice granulata, um
regulador hiper-hiposmético eurihalino, submetido a choque hipo (0%0) e
hiperosmotico (34%o) pelos tempos de 1 e 6 horas, somente foi detectado aumento na
concentracéo de Hsp70 nas branquias posteriores (Fernandes 2010), corroborando a
afirmacdo de CHANG (2005) de que os tecidos ndo respondem da mesma maneira

um determinado estresse.

A expressdo de Hsp70 também ocorre na natureza, quando 0s animais se
deparam com variacdes dos agentes abidticos, como temperatura e salinidade,
principalmente em regides mais instaveis, como estuarios e costdes rochosos (Feder
e Hofmann 1999; Tomanek 2010; Madeira 2012). Nestes ambientes, a atuacao

conjunta de fatores como temperatura, salinidade e pH podem estimular a producao
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de Hsps como mecanismo de defesa em decorréncia ao estresse. Na tentativa de
avaliar a acdo sinérgica de temperatura, salinidade e pH, o caranguejo eurihalino
hiper/hipo regulador Pachygrapsus marmoratus foi submetido a diluicdo de salinidade
(de 35%o para 15%o), diminuigcéo de pH (de 8,0 para 7,0) e aumento de 1°C/h até atingir
a temperatura critica (CTMax). Da mesma maneira que ocorreu para C. danae neste
estudo, em hiposalinidade e em pH 7,0, os niveis de Hsp70 foram menores quando
comparados a situacao controle. A explicacdo mais provavel é que a energia poupada
na sintese de Hsp70, que demanda alto custo energético (Hofmann e Somero 1995;
Hamdoun et al 2003; Madeira et al 2014) seja utilizada para a osmorregulacédo, atraves

da producédo de transportadores de ions (Madeira 2014).

Quando foram analisadas a expressdao de Hsp70 em algumas espécies
marinhas (peixes, caranguejos e camardes) dentro de uma comunidade ao longo de
um gradiente de temperatura até o limite superior térmico de tolerancia, observou-se
gue espécies que habitam regibes com alta variagcdo térmica, como a supra litoral,
produziram maiores quantidades de Hsp70 do que espécies encontradas na regiao
infra litoral (Madeira 2012). Estes resultados estdo de acordo com a hip6tese de que
0s animais que habitam ambientes termicamente estaveis (peixes antarticos,
invertebrados marinhos de grandes profundidades) podem néo ter a capacidade de
aumentar a sintese de Hsps diante de estressores abidticos (Tomanek 2010). Este
aspecto relativo a falta de resposta ao choque térmico pode explicar o fato de que H.
pudibundus, um crustaceos estritamente marinho, ndo tenha aumentado a sintese de

Hsp70 frente ao estresse salino ao qual foi submetido neste estudo.



28

6. CONCLUSAO

Em relacéo as espécies C. danae e C. ornatus (osmorreguladoras fracas) e H.
pudibundus (osmoconformadora), existem poucos artigos publicados sobre sua
osmorregulacdo e nenhum sobre a expressao de Hsp70 como indicador de estresse.
Este trabalho tem como objetivo aprofundar o conhecimento sobre estas trés espécies
e contribuir para o preenchimento desta lacuna na literatura. Neste estudo C. danae
e C. ornatus (osmorreguladoras fracas) e H. pudibundus (osmoconformadora),
demonstraram grande capacidade de manutencdo da osmolalidade da hemolinfa
diante de reducdo de salinidade, ao menos por um periodo de poucas horas. H.
pudibundus manteve a osmolalidade da hemolinfa acima dos valores referentes a
linha isosmotica por 6 horas em salinidade 20%.. C. danae conseguiu melhor
regulacdo da osmolalidade na hemolinfa em exposicao a salinidade 20%. do que C.
ornatus apdés 72 horas. Todas as trés espécies apresentaram comportamento
osmoconformatdério diante de aumento de salinidade, como o esperado. Em relacdo a
capacidade de hidratacdo tecidual, C. danae e C. ornatus conseguiram, de forma
geral, manter a sua hidratacdo tecidual diante de ambos os choques salinos, enquanto
H. pudibundus apresentou diminuicdo significativa na quantidade de agua no tecido
muscular a partir de 24 horas de exposi¢cdo em choque hipersalino. No que diz respeito
aos fatores abidticos medidos na dgua e que variavam de acordo com o tempo de
exposicdo, como pH e amonia, C. danae e C. ornatus n&o parecem ter sido afetados
com severidade. Nao se pode afirmar que a ndo sobrevivéncia de H. pudibundus aos
tempos de 24 e 72 horas em salinidade 20%. tenha sido causada pela propria
salinidade, pH, concentracao de amdnia na agua, ou uma combinacéo destes fatores.
A hipotese de que H. pudibundus teria menor expressao constitutiva de Hsp70 né&o foi
comprovada, mas a hipotese de que C. danae e C. ornatus apresentariam maior
expressao de Hsp70 do que H. pudibundus diante ambos os choques salinos
comprovou-se verdadeira, ao menos com relagcdo a C. danae e condicionada a um
tempo de exposicdo ao agente estressor de pelo menos 72 horas. A resposta a
pergunta de que a expressao de Hsp70 poderia refletir estresse salino em C. danae,
C. ornatus e H. pudibundus sé pode ser plenamente respondida através da analise da
expressao de Hsp70 em outros tecidos e utilizando diferentes intervalos de tempo de

exposicao ao estresse salino.
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