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RESUMO

A homeostase osmoética do liquido extracelular (LEC) é essencial para o
funcionamento normal das células. Os animais que mantém a homeostasia do
seu LEC frente a variagdes na salinidade do meio sao osmorreguladores, e
realizam “Regulagdo Anisosmotica Extracelular”, RAE. Os que tém o seu LEC
acompanhando a variagdo do meio sdo osmoconformadores. As células
apresentam mecanismos de ajustes denominados de “Regulagdo Isosmética
Intracelular”, RIl. Os crustaceos ocupam ambientes aquaticos diferentes, desde
agua doce até lagoas hiper-salinas, apresentando grande variedade de
estratégias osmorregulatorias. A hipotese central testada nesta dissertagéo é a de
que crustaceos com maior capacidade de RAE teriam menor capacidade de RIl.
Os crustaceos escolhidos foram: o caranguejo Hepatus pudibundus (marinho,
longe da costa), os camardes Palaemon pandaliformis (residente no estuario) e
Macrobrachium acanthurus (agua doce continental proxima ao litoral), e o
caranguejo Dilocarcinus pagei (agua doce longe do litoral). Os crustaceos oram
expostos as seguintes salinidades experimentais, por até 24 horas: H. pudibundus
25%0, P. pandaliformis 2% e 35%o, M. acanthurus 30%0 e D. pagei 7%o.. As
salinidades controle foram as de seus habitats. Para P. pandaliformis, 12%. foi a
salinidade escolhida, como média para o estuario. Foram dosadas a osmolalidade
e concentragbes de sodio, cloreto, magnésio e calcio na hemolinfa. Os tecidos
muscular e branquial tiveram seu teor hidrico determinado. Foi determinada a
concentragdo de substancias positivas a ninidrina (SPN) no tecido muscular. H.
pudibundus apresentou diminuicdo da osmolalidade da hemolinfa ja a partir de
0,5h (comportamento tipicamente osmoconformador), porém sem apresentar
ganho de agua por seus tecidos. P. pandaliformis apresentou diminuigao do teor
hidrico no musculo em 35%., com aumento da osmolalidade da hemolinfa. Em
agua 2% a osmolalidade foi transitoriamente reduzida (1h), mas depois retornou
ao valor dos controles. Houve diminuicdo do teor hidrico no musculo de M.
acanthurus a partir de 2h, com aumento das concentragbes da hemolinfa. D.
pagei apresentou reducgéo no teor hidrico (somente nas branquias) apds 6h, sem
alteragao osmoética na hemolinfa. Todas as espécies (com excegé&o do camarao P.
pandaliformis) parecem utilizar as substancias positivas a ninidrina (aminoacidos)
no controle da agua tecidual, como tipico de invertebrados aquaticos. Os
resultados obtidos sustentam a hipotese levantada pelo projeto, pois o caranguejo
marinho osmoconformador H. pudibundus de fato mostrou a maior capacidade de
controle da agua tecidual, mesmo diante de grande variagao na sua hemolinfa.
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ABSTRACT

Osmotic homeostasis of the extracellular fluid (ECF) is crucial for proper
functioning of the cells. Aquatic animals that maintain the homeostasis of their
ECF when faced with variations in the salinity of the external medium are called
osmoregulators, they perform Extracellular Anisosmotic Regulation (EAR). Those
whose ECF follow the variation of the external medium are called
osmoconformers. Cells display mechanisms of osmotic adjustement called
Intracellular Isosmotic Regulation (lIR). Crustaceans occupy a wide variety of
aquatic habitats, from fresh water to hyper-saline ponds, thus displaying a vast
array of osmoregulatory strategies. The central hypothesis tested in this
dissertation was that crustaceans with a higher capacity of EAR would have a
decreased capacity of IIR. In order to try to test this hypothesis 4 species of
crustaceans have been chosen. The marine crab Hepatus pudibundus, the
palaemonid shrimps Palaemon pandaliformis (estuarine species) and the
freshwater Macrobrachium acanthurus (fresh water near to the coast), and the red
crab Dilocarcinus pagei (continental fresh water distant from the coast). The
crustaceans have been exposed to the following experimental salinities, for up to
24 hours: H. pudibundus 25%., P. pandaliformis 2%. and 35%., M. acanthurus
30%., and D. pagei 7%o.. Control salinities were those of their habitats. For P.
pandaliformis, 12%. was the chosen salinity, as an average for the estuary.
Osmolality, sodium, chloride, magnesium, and calcium have been assayed in the
hemolymph. Muscle and branchial tissues had their water content determined.
Ninhydrin positive substances (NPS) have been assayed in the muscle samples.
H. pudibundus displayed hemolymph dilution already after 0.5 h (typical marine
osmoconformer), but its tissues did not gain water. P. pandaliformis lost muscle
water in 35%o, with concomitant increase in hemolymph concentrations. When in
2%0, ECF osmolality was transiently reduced (1h), but later recovered to control
values. The muscle of M. acanthurus lost water after 2h, concomitant with
increased hemolymph concentrations. D. pagei lost water only in branchial tissue
after 6h, but its ECF was kept unaltered. All species (with the exception of P.
pandaliformis) seem to use NPS (aminoacids) in the controle of their tissue water,
as typical of aquatic invertebrates. The results obtained support the hypothesis
proposed by the project, as the marine osmoconformer, the crab H. pudibundus, in
fact displayed a higher capacity to hold muscle tissue water, despite wide
variations in hemolymph concentrations.
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1. INTRODUGCAO

1.1. O AMBIENTE AQUATICO E A OSMORREGULAGAO

Muitos organismos multicelulares ao longo do processo evolutivo
adquiriram a capacidade de manter seu meio interno estavel frente as alteragdes
do meio externo, o que possibilitou a sobrevivéncia dos mesmos em ambientes
variaveis. A capacidade do animal em manter a homeostase osmoética do liquido
que circunda suas células, o liquido extracelular (LEC), é essencial para a
manutencgao das suas fungdes organicas. Contudo, um dos grandes desafios dos
animais aquaticos esta em conseguir manter ou restaurar a composi¢ao dos seus
fluidos corporais diante de variagdes que podem ocorrer no meio que habitam
(PEQUEUX, 1995; SCHMIDT-NIELSEN, 1996; RANDALL et al., 2002).

Os animais aquaticos podem ocupar ambientes com concentracdes salinas
diferentes. Os que habitam a agua do mar encontram uma concentracdo de
aproximadamente 3,5% de sal (35 g de sal / litro, 35 g. kg™'). No entanto, esse
valor pode sofrer variagdes devido a niveis elevados de precipitagdo ou com a
entrada de agua doce proveniente de rios locais ou ainda por acentuada
evaporagao em aguas rasas (NYBAKKEN, 1988; SCHMIDT-NIELSEN, 1996). Os
estuarios (regides litoraneas), habitados por muitos tipos de animais, apresentam
concentracdes salinas que podem variar durante o dia. Este ambiente apresenta
variagdes na concentragao salina devido a mistura da agua doce com a agua do
mar. Estas variagbes ocorrem, principalmente, pelo ciclo das marés, mas também
sazonalmente, de acordo com o indice pluviométrico de cada estagcdao do ano
(NYBAKKEN, 1988; MANN & LAZIER, 1991). Os animais que habitam agua doce
encontram uma concentracdo ibnica e osmatica total muito menor do que os

animais de ambientes marinhos e estuarinos. A agua contém de 0,1 a 10 mM de
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NaCl total, com distintos valores para o conteudo de outros solutos, de acordo
com o local e tipo de rocha perfundida pelas chuvas (NYBAKKEN, 1988;
SCHMIDT-NIELSEN, 1996).

Tanto na agua do mar quanto nas aguas diluidas ou continentais os
elementos inorganicos com maior presenca sdo: sbédio (Na®), cloreto (CI),
magnésio (Mg**), enxofre (S) e calcio (Ca®*). O sédio e o cloreto (NaCl) sdo os
ions de maior concentragéo tanto na agua do mar como na agua do mar diluida,
sendo ainda os osmoélitos quantitativamente mais relevantes do liquido
extracelular de todos os animais (SCHMIDT-NIELSEN,1996). A agua do mar
apresenta 470 mmol de sédio e 550 mmol de cloreto por litro, chegando a
aproximadamente 1.020 mOsm/ kg H2O juntamente com outros ions abundantes
como o magnésio e o sulfato (PROSSER, 1973).

O liquido extracelular e o intracelular dos animais apresentam diferencas
quanto a concentracdo de solutos inorganicos e organicos. O meio extracelular
apresenta principalmente os ions sodio (Na*) e cloreto (CI), e o meio intracelular
apresenta baixas concentracbes de Na* e elevadas concentragdes de K*, fosfato
e proteinas. Contudo, a quantidade total de solutos osmoticamente ativos é
basicamente a mesma entre os dois compartimentos. Como consequéncia, entre
0 meio extra- e o intracelular podem existir apenas pequenas e transitorias
diferencas osmdticas. Diferengas osmaticas significativas geram imediatamente
fluxos de agua através da membrana celular.

Os epitélios de orgaos especializados sao o0s responsaveis pela
manutencao das diferengas osmoéticas e ibnicas entre o meio extracelular (meio
interno do animal) e 0 meio (externo) ao qual o animal esta exposto. Essas

diferencas (gradientes) sao sustentadas por transporte ativo realizado,



principalmente, pelo epitélio das branquias, érgaos excretores e tubo digestivo
(PEQUEUX, 1995; RANDALL et al., 2002; FREIRE et al., 2006).

Os animais aquaticos que conseguem manter a homeostase osmoética do
seu LEC e sustentar um gradiente osmoético/salino em relagédo ao meio (regulagéo
anisosmotica), mesmo diante de variagbes na salinidade do meio externo, séo
chamados de osmorreguladores. Dentre os animais osmorreguladores, os que
mantém o seu LEC mais concentrado do que o meio externo sdo denominados de
hiper-reguladores. Aqueles que mantém o seu LEC menos concentrado em
relacdo ao meio sao ditos hipo-reguladores. A capacidade osmorregulatoria é
obrigatéria para as espécies que habitam agua doce, e € comum nas espécies de
estuario ou de entre-marés (GILLES & PEQUEUX, 1981; PEQUEUX, 1995;
SCHMIDT-NIELSEN, 1996). Entre os animais aquaticos ha aqueles que nao
impedem a variacdo na concentracao do seu LEC, o qual acompanha as
mudancas ocorridas no meio. Esses animais sdo ditos osmoconformadores,
caracteristica comumente observada entre invertebrados marinhos. Entre os
animais osmoconformadores ha espécies que regulam alguns ions especificos
porque apresentam mecanismos para a eliminacdo e/ou absorcdo dos mesmos.
Essas espécies sdo osmoconformadoras porém reguladoras idnicas (PEQUEUX,
1995; SCHMIDT-NIELSEN, 1996). Outra caracteristica das espécies aquaticas é
a capacidade de tolerar variagbes na salinidade do meio. Aquelas espécies que
toleram uma grande variagdo salina sdo denominadas eurihalinas (do Grego,
eurys= amplo; halos=sal) e aquelas que toleram uma limitada variagdo na
concentragdo do meio sao ditas estenohalinas (do Grego, stenos= proximo)

(PEQUEUX, 1995; SCHMIDT-NIELSEN, 1996).



1.2. OSMORREGULAGAO EM CRUSTACEOS

Dentre os artrépodes, o subfilo Crustacea € o Unico que apresenta animais
aquaticos, sendo a maioria marinha, mas com muitas espécies vivendo em agua
doce e outras ocupando habitats semiterrestres ou terrestres. Contudo, mesmo os
terrestres sdao bastante dependentes da proximidade com a agua para seu
desenvolvimento e reproducdo (RUPPERT & BARNES, 1996). A diversidade dos
crustaceos impede a descricdo de uma forma tipica da anatomia externa, sendo
observaveis algumas caracteristicas comuns ao subfilo. A cabeca apresenta cinco
pares de apéndices: o par mais anterior € o primeiro par de antenas, seguido pelo
segundo par de antenas, pelo par de mandibulas (sdo pequenas e fortes, com
superficie trituradora e mordedoras opostas) e posteriormente se encontram as
primeiras e segundas maxilas. O térax apresenta uma variagdo maior dentro do
subfilo, e em varios grupos este é dividido em térax e abdémen, porém o numero
de segmentos que cada um contém varia de grupo para grupo. Em muitos
crustaceos, os trés primeiros segmentos do térax se fundem com a cabeca
(cefalotérax) e um ou varios apéndices do tronco modificam-se para auxiliar na
alimentagdo (chamados de maxilipedes). O cefalotérax em muitas espécies é
revestido por uma carapaga dorsal (RUPPERT & BARNES, 1996).

Os crustaceos aquaticos podem ser encontrados em diferentes ambientes
em termos de salinidade, o que permite observar todos os tipos de estratégias
osmorregulatérias neste subfilo (PEQUEUX, 1995). Ha espécies tipicamente
osmorreguladoras e espécies tipicamente osmoconformadoras, mas os limites
entre as categorias ndo sdo sempre muito definidos. A maioria das espécies
osmorreguladoras, dependendo da salinidade e do tempo de exposi¢ao a que

foram experimentalmente expostas, passam de um padrdao de osmorregulagao



para osmoconformagdo (PEQUEUX, 1995). Nos crustaceos marinhos
osmoconformadores a osmolalidade total e a concentracdo de Na® e CI da
hemolinfa sdo proximos as da agua do mar onde sado encontrados. Esses
crustaceos ndo gastam energia para regular a osmolalidade e concentragdo de
NaCl do seu LEC (PEQUEUX, 1995; RANDALL et al., 2002). Quando acontecem
mudancas nas concentracbes do LEC, devido a alteragdes no meio externo,
podem ocorrer prejuizos as fungdes celulares do animal, podendo leva-lo a morte
em poucas horas. Por exemplo, esta situacdo é observada com os caranguejos
Maja sp e Cancer pagurus, que ao serem transferidos abruptamente da agua do
mar para agua diluida ganham agua e perdem ions inorganicos; a morte ocorre
em poucas horas, mesmo que o meio tenha sofrido poucas mudancas (5% a 10%
de diluigdo) (PEQUEUX, 1995). Estes dois caranguejos, portanto, so tipicamente
estenohalinos e osmoconformadores marinhos. Contudo, existem crustaceos
marinhos que toleram redugao de salinidade; em geral sdo habitantes costeiros,
eurihalinos e osmorreguladores. Esses crustaceos sédo capazes de manter a
osmolalidade da hemolinfa mais ou menos constante em uma série de
salinidades, hiper-regulando em meio diluido e hipo-regulando em agua do mar
ou até em meio salino mais concentrado do que a agua do mar. Dois dos
crustaceos mais estudados, dentro desta categoria, sdo o0s caranguejos
Callinectes sapidus (NEUFELD et al., 1980; PEQUEUX, 1995) e Carcinus maenas
(SIEBERS et al., 1982; PEQUEUX, 1995). Mesmo em espécies que controlam
ativamente a concentracdo osmodtica do seu LEC, a ocorréncia de variagoes
implica na necessidade de mecanismos para regular o volume celular de suas
células em resposta a choques hipo- ou hiper-osméticos. Como a membrana

plasmatica ndo sustenta gradientes osmoéticos, fluxos difusivos de agua



certamente acarretardao alteracdes de volume. Espécies osmoconformadoras
eurihalinas necessariamente possuem grande capacidade celular de manter seu
volume, pois suas células enfrentam amplas variagdes do seu LEC. Ao contrario,
as espécies estenohalinas osmorreguladoras ou osmoconformadoras apresentam
presumivelmente uma menor capacidade de regulagéo do volume celular de suas
células, sendo esta limitacdo um dos motivos para a letalidade de certas
variagdes na salinidade ambiente. Quando expostas a um choque hipo- ou hiper-
osmatico, pelo controle insuficiente do volume celular, ocorre entrada ou saida de
agua das células, ndo compensadas, gerando lise ou murchamento irreversiveis
(HERREIRA et al., 1989; DEATON, 1996).

Os crustaceos que habitam estuarios apresentam diferentes estratégias
para manter o conteudo osmatico e ibnico diante de mudancas na concentragao
salina do ambiente. Crustaceos destes ambientes sdo necessariamente
eurihalinos, podendo no entanto ter capacidade osmorregulatéria variavel. As
espécies de camarbes palemonideos do género Palaemon, estuarinas ou
marinhas, apresentam comportamento hiper/hipo-regulador e capacidade de
regular os ions Na* e CI" em uma grande extens&o de salinidades (FREIRE et al.,
2003). O camarao de estuario Palaemon pandaliformis, em salinidades altas,
hipo-regula a osmolalidade de sua hemolinfa e em salinidades baixas (<0,5 -
6%0), hiperconforma. A espécie nao sobrevive mais do que 3 horas em agua
doce (FREIRE et al., 2003). A mesma capacidade de regulagdo da hemolinfa é
observada na espécie Palaemon affinis, com alta taxa de sobrevivéncia em
salinidades de 5 a 43%., mas pequena sobrevivéncia em &agua doce

(KIRKPATRICK & JONES, 1985). Camardes de outra familia (peneideos) toleram



salinidades entre 3 e 50%o, hipo-regulando em aguas marinhas e hiper-regulando
guando a salinidade é reduzida (LIN et al., 2000).

A familia Palaemonidae tem inumeros representantes mais adaptados a
agua doce, essencialmente do género Macrobrachium. O fato de muitas espécies
de camardes do género Macrobrachium serem encontradas em bacias
hidrograficas da América do Sul, principalmente em rios brasileiros, possibilita
estudos comparativos que apontem para a evolugdo da capacidade de regulagao
osmo-idnica de espécies deste género, na transicdo da agua do mar para a agua
doce (FREIRE et al.,, 2003). Dentro deste género, sdo observadas diferentes
distribuicdes e capacidades de tolerancia ao aumento de salinidade (FREIRE et
al., 2003). Por exemplo, o camarao dulcicola adulto Macrobrachium olfersii tolera
a exposicao a agua salobra, e suas larvas dependem de agua salobra para
completar o desenvolvimento. Contudo, o adulto exposto a salinidades
aumentadas (~10-30%0) apresenta capacidade osmorregulatéria deficiente,
tendendo a hipo-conformagdo (FREIRE et al., 2003). O mesmo padrao
osmorregulatério foi relatado para outras espécies dulcicolas eurihalinas deste
género (MOREIRA et al., 1983; SMITH et al., 1995; BRAILOVSKY & GALERA,
1997; WILDER et al., 1998; HUONG et al., 2001). A espécie M. potiuna é outra
espécie dulcicola e eurihalina desta familia, ocorrendo em rios brasileiros até
regides proximas ao litoral (MOREIRA et al., 1983; FREIRE et al., 2003). M.
potiuna e M. brasiliense, contudo, sao espécies hololimnéticas, que nao
dependem da agua salobra ou salgada para seu desenvolvimento. M. potiuna é
uma espécie bastante eurihalina e osmorreguladora, mas M. brasiliense, cuja
distribuicdo é restrita a regides continentais mais internas, € bem estenohalina,

mostrando mortalidade quando a salinidade chega a 20%. (FREIRE et al., 2003).



Os crustaceos que habitam agua doce distante do litoral sdo, na sua grande
maioria, estenohalinos, como relatado acima para Macrobrachium brasiliense.
Esta mesma caracterizagdo pode ser aplicada ao caranguejo dulcicola
Dilocarcinus pagei, espécie bem adaptada a vida na agua doce e que habita
aguas continentais distantes do litoral (ONKEN & McNAMARA, 2002).

Animais dulcicolas apresentam necessariamente o seu liquido corporal
hiper-osmético em relacdo ao meio. Para manter esta condicdo diante da
osmolalidade da agua que ndo &, geralmente, maior do que 50 mOsm.kg H,O™,
0s animais enfrentam pelo menos dois tipos de problema. O primeiro € a entrada
de agua para o interior de seu organismo em razao do gradiente osmético. E o
segundo problema é a constante perda de sais para o meio (RANDALL et al.,
2002). Para contrabalancar estes fluxos difusivos, o animal apresenta
mecanismos de absorcdo branquial e reabsorcdo de ions do filtrado no saco
celdbmico da glandula antenal. Estes processos ativos consomem energia. O gasto
energético pode ser reduzido diminuindo a permeabilidade a agua e ions,
apresentando significativa redugdo na concentragdo da hemolinfa e aumentando
a afinidade dos sistemas para a absorcdo de sal (PEQUEUX, 1995;
RASMUSSEN & ANDERSEN, 1996; SANTOS & McNAMARA, 1996; RANDALL et
al., 2002; FREIRE et al., 2006). Ao avaliar a permeabilidade a agua verifica-se
que esta € menor em espécies de agua doce, quando comparadas com espécies
marinhas (SMITH, 1967; LOCKWOOD et al., 1973). O lagostim dulcicola Astacus
astacus apresenta permeabilidade aparente a agua de aproximadamente 0,2 h'e
o caranguejo de agua salobra Carcinus maenas 0,8 h' (RASMUSSEN &
ANDERSEN, 1996). Outros estudos mostram que a cuticula sensivel (intestino

posterior) ou a calcificada (carapaga) sdo 500 — 5000 vezes menos permeaveis



em crustaceos reguladores (Eriocheir sinensis e Astacus leptodactylus) do que
em osmoconformadores (Maia squinado e Homarus gammarus). A cuticula destes
tecidos apresenta menor permeabilidade quando comparada com a cuticula
branquial. Mas, nos crustaceos reguladores a cuticula branquial € bem menos

permeavel que a carapaca de osmoconformadores (PEQUEUX, 1995).

1.3. REGULAGAO ANISOSMOTICA EXTRACELULAR E REGULAGAO
ISOSMOTICA INTRACELULAR

As células animais sao vulneraveis as mudangas de volume devido a grande
permeabilidade da sua membrana plasmatica a agua e por ndo apresentarem
uma rigida parede celular, como as células vegetais e as bactérias (MONGIN &
ORLOW, 2001). Diante de variagdes na osmolalidade do LEC a célula animal
pode apresentar diferenca de volume (inchago ou encolhimento), o que pode
comprometer suas atividades normais (BURTON & FELDMAN, 1982; SOUZA &
SCEMES, 2000). As células, para manterem o seu meio intracelular em
homeostase, apresentam mecanismos de ajuste de volume, propostos por
FLORKIN (Revisdo em PEQUEUX, 1995) como Regulagéo Isosmética do Fluido
Celular (ou Regulacao Isosmética Intracelular, RIl). Esta regulagdo implica em
fluxos controlados de solutos, visando o controle e regulagao de seu volume (fluxo
de agua), uma vez que o meio intracelular torna-se necessariamente isosmético
ao extracelular.

A manutencdo da concentracido extracelular aproximadamente constante
diante de variacbes na salinidade do meio € a propria capacidade de
osmorregulagdo, também denominada de Regulacdo Anisosmodtica do Fluido

Corporal (ou Regulagao Anisosmotica Extracelular, RAE), termo também proposto



por FLORKIN (Revisdo em PEQUEUX, 1995). Os crustaceos que apresentam
uma menor capacidade de osmorregulacdo do liquido extracelular (RAE)
automaticamente impdem maior necessidade de regular o volume as suas células
(RIl), porque ndo mantém a homeostase do liquido extracelular em limites tao
estreitos (GILLES & PEQUEUX, 1981).

Os mecanismos de RII, ou ajuste de volume celular, sdo altamente
conservados e similares entre os tecidos, bem como, entre espécies distintas no
processo evolutivo (GILLES, 1988). Com a mudanga da osmolalidade do fluido
extracelular a célula pode ganhar ou perder agua através da membrana
plasmatica, dependendo da dire¢cdo e da magnitude do gradiente osmotico.
Durante a exposicdo do animal a um choque hipo-osmaético (= reducdo de
salinidade), havendo diluicdo do LEC, a célula pode apresentar aumento de
volume por entrada de agua. Na RIl esta célula ira ativar o efluxo de osmdlitos,
para perder agua e retornar ao seu volume original. A restauragdo acontece
devido a um processo chamado de Reducdo Regulatéria de Volume, RVD
(“Regulatory Volume Decrease”) (DEATON, 1996; MONGIN & ORLOV, 2001). O
processo oposto, em ocasido de aumento de salinidade e aumento na
concentracdo do LEC, resulta no acumulo de osmdlitos e aumento de volume
celular compensatorio, em resposta ao encolhimento inicial, e chama-se Aumento
Regulatério de Volume, RVI (“Regulatory Volume Increase”) (DEATON, 1996;

MONGIN & ORLOV, 2001).

1.3.1 Epitélios Responsaveis Pela Osmorregulagcao (RAE)
Os epitélios que realizam transporte de sal nos crustaceos

osmorreguladores localizam-se essencialmente nas branquias, no érgao excretor
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(glandula antenal ou maxilar) e no intestino (PEQUEUX, 1995; FREIRE et al.,
2006). O 6rgao mais atuante na osmorregulagdo dos crustaceos € o epitélio
branquial (PEQUEUX, 1995). O tecido branquial apresenta diferentes funcdes,
servindo para troca gasosa, transporte de ions, excrecdo de residuos
nitrogenados e regulacdo acido-basica (TAYLOR &TAYLOR, 1992; PEQUEUX,
1995; FREIRE et al., 2006). O tecido branquial apresenta diferenciagdes quando
comparado entre diferentes crustaceos. Foram demonstradas diferencas das
filobranquias de camarbes paleomonideos em relagdo ao padrao basico ja
descrito para os caranguejos braquiuros (FREIRE et al., 2006). Nos camardes
palemonideos ndo ha um epitélio mais espesso nas branquias posteriores para o
transporte de sal. Suas lamelas branquiais apresentam um septo intralamelar
continuo que é sustentado por células pilares e preenchido quase que totalmente
por mitocbndrias e dobramentos de membrana. O epitélio abaixo da cuticula é
sempre bem fino, adequado para as trocas gasosas (FREIRE & McNAMARA,
1995; McNAMARA & LIMA, 1997; McNAMARA & TORRES, 1999). Nos
caranguejos braquiuros as branquias posteriores possuem epitélio espesso com
membrana basolateral rica em interdigitacbes envolvendo abundantes
mitocdndrias, e as branquias anteriores possuem epitélio e cuticulas bem finas,
para permitir a troca gasosa (PEQUEUX, 1995; FREIRE et al., 2006).

Em crustaceos hiper-reguladores, as branquias sado locais de ativa
absor¢cao de NaCl, compensando a perda passiva de NaCl em meio diluido
(ONKEN & RIESTENPATT, 1988; RATHMAYER & SIEBERS, 2003; FREIRE et
al., 2006). Quando caranguejos eurihalinos sao transferidos da agua do mar para
aguas de salinidades diminuidas, verifica-se aumento na atividade da bomba Na®-

K*-ATPase em branquias posteriores (LUCU et al, 2003). O mecanismo geral
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envolve a participacdo da Na*-K*-ATPase localizada na membrana basolateral e
da bomba de H" apical, ambas energizando a absorcdo de sal em baixas
salinidades e a proton-ATPase principalmente em agua doce. Os canais de CI
basolaterais, os canais de Na* e os trocadores de Na*/H" e de anions (CI/HCO3)
apicais também participam da absor¢cao de NaCl, assim como a enzima anidrase
carbdnica intracelular, ao gerar os ions H* e HCO3” (ONKEN, 1999; FREIRE et al.,
2006). A absorcao de sal em alguns hiper-reguladores (em baixas salinidades,
mas ndo em agua doce) ndo envolve a presenga da proton-ATPase apical, mas
sim do cotransportador Na*,K*,2CI".

Em crustaceos hipo-reguladores a proteina mais atuante na secreg¢ao de
sal é a Na'",K',2CI' (PEQUEUX, 1995; RUSSELL, 2000). O co-transportador
Na® K*,2CI, quando envolvido na secre¢do de sal, encontra-se na membrana
basolateral, e o fluxo de ions ocorre a favor do gradiente eletroquimico do Na*. O
Na® entra na célula acoplado ao ion K* e dois ions CI', em ciclo eletroneutro. O
Na® sai da célula através da bomba Na*-K'—ATPase, o K* sai por meio de canais
e o CI sai via canais apicais o que, geralmente, promove a saida do Na® via
paracelular (PEQUEUX, 1995; MONGIN & ORLOV, 2001; FREIRE et al., 2006).

O sistema excretor nos crustaceos € a glandula antenal ou maxilar,
composta por um saco celdbmico ou saco terminal, um canal excretor de
comprimento variavel entre as espécies e um pequeno duto de saida abaixo da
insercdo da segunda antena ou segunda maxila. As paredes do saco celbmico
apresentam células semelhantes as dos glomérulos de vertebrados e € através
delas que ocorre a filtracdo da hemolinfa para o lumen do saco terminal. O
processamento do filtrado, a secrec¢ao seletiva e/ou reabsorcédo ocorrem dentro do

canal excretor (RUPPERT & BARNES,1996; FREIRE et al., 2006). Ha relatos de
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aumentos na producdo urinaria quando crustaceos sao expostos a meios mais
diluidos, pelo menos em algumas espécies. Embora isso ndo seja considerado
como regra geral, o volume da producao urinaria de muitos caranguejos e/ou a
taxa de producgao urinaria aumenta quase de forma linear com a diluicdo do meio
em que se encontra (PEQUEUX, 1995; FREIRE et al., 2006). Nos crustaceos
osmorreguladores, assim como as branquias sédo responsaveis pelo transporte e
regulacdo do sédio e do cloreto, os 6rgaos excretores sao responsaveis pelo
transporte e regulagcédo do calcio - crucial durante o processo de muda para todos

os crustaceos - e do magnésio (FREIRE et al., 2006).

1.3.2 Mecanismos de Regulag¢ao de Volume Celular

Em resposta ao estresse osmotico as células ou tecidos realizam a
restauracdo do volume celular (via RVD ou RVI) através da liberagdo ou da
captacdo de osmodlitos (inorganicos e/ou organicos) de forma bastante variavel
entre as espécies (CHAMBERLIN & STRANGE, 1989; HOFFMANN & DUNHAM,
1995; DEATON, 1996; SOUZA & SCEMES, 2000). A resposta observada logo
apos o choque (~minutos), tanto em RVI quanto em RVD envolve a perda ou
ganho de ions inorganicos pela célula por intermédio de canais, trocadores e/ou
co-transportadores. Apds um periodo maior de tempo a regulagdo de volume
celular é dependente, principalmente, da perda ou acumulo de osmodlitos
organicos (HOFFMANN & DUNHAM, 1995; SOUZA & SCEMES, 2000); dentre
estes tém papel extremamente relevante os aminoacidos livres (AAL) (LANG &
WALDERGGER, 1997).

As células apresentam estoques intracelulares de AAL e de outros solutos

organicos utilizados na regulagado de volume celular (GILLES, 1977; GOOLISH &
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BURTON, 1988). O “pool” de AAL é mantido na célula através de trés
mecanismos basicos: 1) diferenga entre a taxa de sintese e de oxidagao destes
compostos; 2) mudancgas nas taxas de influxo e efluxo através da membrana
celular; e 3) alteragdo do equilibrio entre a degradacédo e sintese de proteinas
(GILLES, 1977; GILLES & PEQUEUX, 1981; NEUFELD & WRIGHT, 1996). A
concentragao ibnica celular pode modular a direcdo da atividade de algumas
enzimas que atuam na sintese ou degradacao de aminoacidos (GILLES, 1979).

Na reducéo regulatéria de volume — RVD ocorre perda de ions inorganicos
(preferencialmente Na®, K', e CI) e de alguns osmolitos orgéanicos.
Acompanhando a saida dos osmdlitos, ha a saida da agua (GILLES, 1977;
PEQUEUX et al., 1979; SOUZA et al., 2000). Inicialmente, observa-se o
decréscimo do contetdo de K* intracelular, limitando o inchago (GILLES, 1979;
GILLES & PEQUEUX, 1981; HOFFMANN & DUNHAM, 1995; DEATON, 1996).
Os osmodlitos organicos (substancias positivas a ninidrina e os peptideos) estao
envolvidos tanto com a limitagdo do inchago quanto com o reajuste de volume
(GILLES & PEQUEUX, 1981). Diversos transportadores tém sido relatados por
seu envolvimento com a RVD, como os canais de Ca®*, K' e CI, os co-
transportadores Na*-K*-2CI', Na*/H*, CI/HCOs", K’/H*, Na*/Ca" e o co-transporte
de Na® acoplado a solutos inorganicos ou HCOj3', e também a bomba Na*-K'-
ATPase (GILLES, 1979; DEATON, 1996; SOUZA et al., 2000).

Quando o animal é submetido ao choque hiper-osmaético e seu LEC perde
agua, as suas ceélulas murcham devido a perda de agua. O volume celular podera
ou nao apresentar uma recuperagao total através de RVI (GILLES, 1979;
DEATON, 1996). Muitos estudos realizados com tecidos isolados de vertebrados

e invertebrados detectam a nao recuperagao total do volume desses apds a

14



desidratacdo da célula. Assim, a RVI pode ser um processo mais lento e
complexo para a célula do que a RVD (KEVERS et al., 1979). O que se observa é
que a resposta tipica de muitos invertebrados é um relativo aumento rapido
(horas) na concentragdo intracelular de AAL apdés o choque (GILLES &
PEQUEUX, 1981; GOOLISH & BURTON, 1988). O estresse hiper-osmético induz
um rapido aumento na degradacgao de peptideos séricos, e os AAL gerados sao
transportados ativamente da hemolinfa para os tecidos (GILLES, 1977; GILLES,
1979). Na maioria das células os transportadores envolvidos com o componente
inorganico da RVI sdo os co-transportadores K*-Cl e Na*-K*-2Cl e os trocadores

K*/H*, Na*/H" e CI/HCOj3 (LANG et al.,1988; MOGIN & ORLOV, 2001).

1.4. MODELOS BIOLOGICOS

As espécies de crustaceos foram escolhidas de forma a representar
variadas estratégias de osmorregulagdo e ambientes distintos, desde o ambiente
marinho até o ambiente dulcicola, o que reflete o processo evolutivo neste grupo
de invertebrados. Embora as quatro espécies nao pertencam a uma mesma
familia ou linhagem evolutiva, esta sequéncia representa a evolugdo de
crustaceos dulcicolas a partir de ancestrais marinhos (FREIRE et al., 2003). As
espécies utilizadas neste estudo, seu habitat e algumas informacdes
comportamentais e fisioldgicas de cada espécie sdo fornecidas abaixo, na
sequéncia do caranguejo marinho, passando pelos camardes estuarino e
dulcicola da ambiente proximo ao litoral e finalizando com o caranguejo dulcicola

de ambiente distante do litoral.
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1.4.1 O caranguejo marinho Hepatus pudibundus

O caranguejo Hepatus pudibundus Herbst, 1785 (Fig. 1) pertence a Infra-
Ordem Brachyura, Super-Familia Calappoidea, Familia Calappidae, fazendo parte
da Sub-Familia Matutinae. Este animal pode ser encontrado no Atlantico ocidental
(Ameérica Central e do Sul); no Brasil (do Amapa ao Rio Grande do Sul) e no
Atlantico oriental (costa oeste africana). S&o animais que habitam,
preferencialmente, fundos lamosos, arenosos e de conchas, de aguas rasas até
160 metros. Em sua carapaga € comum encontrarem-se anémonas e cirripédios
(cracas), o que foi observado em alguns exemplares utilizados neste trabalho
(MELO, 1996). Esta espécie foi escolhida como um dos modelos biolégicos por
ser marinha e, provavelmente, osmoconformadora e estenohalina. Nao foram

encontrados relatos sobre a fisiologia da osmorregulagao desta espécie.

Figura 1. Exemplar do caranguejo marinho
Hepatus  pudibundus. Carapaca com
aproximadamente 6 cm no seu maior
diametro.

1.4.2 Os camardées Palaemon pandaliformis (estuarino) e Macrobrachium
acanthurus (dulcicola, préoximo do litoral)

Os camardes decapodes da familia Palaemonidae (Infra-Ordem Caridea,
Sub-Familia Palaemoninae) incluem muitas espécies de aguas rasas marinhas e

salobras, tanto em regides tropicais como temperadas, e ha espécies de agua
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doce que podem habitar rios, corregos e lagoas (RUPPERT & BARNES, 1996).
As espécies de agua marinha e salobra apresentam em geral boa capacidade
osmorregulatéria (KIRKPATRICK & JONES, 1985; FREIRE et al.,, 2003).
Diferentes estudos mostram que as espécies que invadiram com sucesso a agua
doce tinham como ancestrais animais de habitat marinho com alto grau de
adaptacdo em meio com baixa salinidade (FREIRE et al.,2003). A populagéo
estudada da espécie Palaemon pandaliformis Stimpson, 1871 (Fig. 2) é
encontrada em estuario com salinidade 3%o a 29%., mas na maior parte do tempo
entre 8 e 10%o0 devido aos movimentos da maré. A espécie foi escolhida como um
dos modelos bioldgicos deste trabalho por ser residente no estuario (TEIXEIRA &
SA, 1998; FREIRE et al, 2003), apresentar excelente capacidade

osmorregulatdria, sendo bastante eurihalina (FREIRE et al.,2003).
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Figura 2. Exemplar do camarao estuarino
Palaemon pandaliformis.

A outra espécie de camardo palemonideo, Macrobrachium acanthurus
Wiegmann, 1836 (Fig. 3), € encontrada em agua doce. A espécie foi escolhida por
ser capaz de osmorregular em agua doce e baixas salinidades (MOREIRA et al,
1983; BRAILOVSKY & GALERA, 1997). Habita agua doce proxima ao litoral pois

suas larvas dependem de agua salobra para seu desenvolvimento, podendo
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habitar regides estuarinas de baixa salinidade (McNAMARA, 1987; TEIXEIRA &

SA, 1998).

Figura 3. Exemplar de camarao dulcicola
Macrobrachium acanthurus. Comprimento
total de aproximadamente 8 cm.

1.4.3 O caranguejo dulcicola Dilocarcinus pagei

O Dilocarcinus pagei Stimpson, 1861 pertence a Infra-Ordem Brachyura,
Super-Familia Potamoidea, Familia Trichodactylidae) (Fig. 4). E um decapode de
agua doce, também conhecido como caranguejo vermelho, nativo das bacias
Amazoénica e Paraguai/baixo Parana, também sendo observado a sua presenga
nos estados de Sao Paulo e Parana (bacia do rio Paranapanema) (ONKEN &
McNAMARA, 2002). A espécie é abundante, porém ha poucos estudos sobre sua
capacidade osmorregulatéria. Apesar de estritamente dulcicola (hololimnético),
este caranguejo € razoavelmente eurihalino, e tem a capacidade de regular a
osmolalidade do seu LEC em salinidades até 20%. (AUGUSTO & McNAMARA,
2002). Contudo, outro estudo mostrou que a espécie em salinidade de 15%o. ndo
manteve a osmolalidade da hemolinfa constante, ocorrendo mudancas nas

primeiras 24h de exposicao (AMADO et al., 2006). Este caranguejo também foi
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escolhido como modelo bioldégico para este estudo por ser uma espécie de agua
doce que habita rios em locais distantes do litoral, ndo possuindo nenhuma

dependéncia da agua salina.

Figura 4. Exemplar do
caranguejo vermelho
Dilocarcinus pagei;, carapacga
com aproximadamente 5 cm
de maior diametro.
Fotografia de Horst Onken.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Confrontar a capacidade de regulagcdo osmodtica e ibnica (regulagao
anisosmotica extracelular — RAE, homeostase osmotica extracelular) com a
manutencdo do teor hidrico no tecido muscular e branquial nas quatro espécies
escolhidas (Hepatus pudibundus, Palaemon pandaliformis, Macrobrachium

acanthurus e Dilocarcinus pagei).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Caracterizar a regulagdo anisosmatica extracelular (RAE) para as quatro
especies escolhidas em condi¢cdes de estresse salino;
2. Avaliar o curso temporal das concentracbes da hemolinfa e do teor hidrico
dos tecidos muscular e branquial das quatro espécies diante do estresse

salino;
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3. Estabelecer a relevancia das substancias positivas a ninidrina (SPN) para a
manutencdo do teor hidrico do tecido muscular das espécies estudadas,
diante do estresse salino;

4. Concluir se as espécies que apresentam menor capacidade
osmorregulatéria do liquido extracelular (RAE) apresentam maior
capacidade de regular o teor hidrico do seu tecido muscular (reflexo da

RII).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. COLETA

O caranguejo Hepatus pudibundus, com aproximadamente 6 cm de
comprimento, foi coletado na praia de Ipanema, Pontal do Parana, Parana (PR)
(25° 34’S, 48° 21°'W). A coleta foi feita com os pescadores, quando estes
chegavam a praia, apos o arrasto de camarao. A espécie é rejeito de pesca. O
camarao Palaemon pandaliformis, de 2,5 a 4 cm, espécie estuarina, foi coletado
no estuario do rio Perequé (8-24%), Pontal do Parana, Parana (PR) (25° 34’S,
48° 21'W). O camarao de agua doce Macrobrachium acanthurus de 6 a 8 cm foi
comprado de moradores de Pontal do Parana, Parana (PR) (25° 34’S, 48° 21'W)
que os coletam no rio da Draga (no municipio de Pontal do Parana, Estado do
Parana, Brasil) e revendem como “isca viva” para a pescaria. O caranguejo
Dilocarcinus pagei, de 4 a 5 cm de largura de carapaga, foi coletado na Fazenda
Doralice, localizada no municipio de Ibipora, Norte do Parana, nas coordenadas

23° 16’S e 51° 03'w, a 484m de altitude, e que tem como proprietario o Sr Pedro
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Favoreto. Os animais foram encontrados em tanques, que tinham como finalidade
a piscicultura, porém estdo em desuso, e sdo ambientes |énticos abastecidos com
agua de pocos da propria fazenda. Os animais foram coletados com o auxilio de
uma malha fina ou mesmo com as méos, durante a noite. A coleta destas
espécies para este trabalho conta com a permissdo do IBAMA (Autorizagdo n°
010/2005).

Todos os animais foram acondicionados em galdes de plastico, com
aeragao constante e transportados para o Laboratério de Fisiologia Comparativa
da Osmorregulagdo na Universidade Federal do Parana, Curitiba — Parana.
Exceto o D. pagei, que foi transportado para o Laboratério de Bioensaios da
Universidade Estadual de Londrina, Londrina — Parana. Os experimentos feitos
com essa espécie também foram realizados na Universidade Estadual de

Londrina.

Ao chegar no laboratério, em Curitiba ou Londrina, os animais foram
mantidos em aclimatagdo em aquarios ou tanques com agua e temperatura entre
20 e 25° C. A aeragao da agua foi constante, a salinidade adequada ao local de
coleta de cada espécie e a alimentagao fornecida em dias alternados, sendo
constituida de carne bovina moida ou fragmentos de filé de tilapia. A agua era
trocada em dias alternados, ou conforme a necessidade. O tempo médio de

aclimatacao as condigdes de laboratério foi de pelo menos uma semana.

21



3.2. EXPERIMENTOS

Os animais dos grupos controles foram retirados dos aquarios de
aclimatacdo. O caranguejo marinho H. pudibundus ficou em aquario estoque de
salinidade 33%o0; 0 camarao de estuario P. pandaliformis em salinidade 12%o; 0
camarao M. acanthurus e o caranguejo D. pagei foram mantidos em agua doce (<
0,5%0). Apds o periodo de aclimatacdo as condigbes de laboratério nas
salinidades controles, exemplares de cada espécie foram expostos ao estresse
salino por até 24h. A salinidade experimental foi diferente para cada espécie. A
salinidade controle e experimental e os tempos experimentais para cada espécie
estdo mostrados na Tabela 1. A salinidade das aguas foi medida e mantida
constante com o uso do salinbmetro refratdmetro S-28 (Shibuya). As aguas
experimentais foram preparadas a partir de agua do mar 33%o. As aguas 2%o, 7%eo,
12%0, 25%0 € 30%0 foram preparadas usando agua doce (da torneira) filtrada. A
agua 35%o foi preparada com o primeiro degelo da agua do mar congelada. As
concentragdes idnicas, bem como da osmolalidade das aguas experimentais séo
mostradas na Tabela 2. Os valores foram calculados baseando-se nos valores de
agua 34.33 %o, fornecidos por PROSSER (1973).

Tabela 1. Salinidade controle e experimental (estresse salino) e tempos
experimentais adotados para cada espécie.

Espécie Salinidade |Salinidade Tempos

Controle |experimental | Experimentais (h)

33 %o 25 %o 0,5;1;2;6; 16
Hepatus pudibundus
Palaemon pandaliformis 12 %0 2 e 35 %o 0,5;1; 2; 6; 17
Macrobrachium acanthurus | < 0,5 %o 30 %o 0,5;1; 2; 6; 12;

16 a 24*

Dilocarcinus pagei < 0,5 %o 7 %o 0,5;1;2;6; 24

* Apds 16 h de exposigéo a esta salinidade os camardes ja apresentavam morbidade. Como
alguns exemplares sobreviveram 24 h, foram todos reunidos em um unico grupo experimental.
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Tabela 2. Osmolalidade e concentragdo dos ions nas salinidades adotadas (%o)
para as varias espécies utilizadas.
35%0  [33%0 | 30%o 25%0 | 12%0 7%o 2%o

[Osm] mOsm/kg|1050 [990 [900 750 |[360 210 60
H,0

[Na'] mM 4794 |452 |410,9 [342,4 |1644 [959 |[274
[CI'TmM 558,7 |527 |479,1 [399,3 [191,7 [111,9 [32
[Mg*] mM 546 |51,5 |46,8 39 18,7 10,9 3,1
[Ca®] mM 104 [9,8 [8,9 74 |36 2,1 0,6

Para cada grupo controle e experimental foram usados de 5 a 10 animais,
sendo que para a maioria dos grupos o numero de animais (n) foi igual a 6. A
variagado aconteceu devido ao numero de animais que foram conseguidos durante
as coletas. P. pandaliformis foi uma exceg¢do. Por seu pequeno porte, cada
amostra de hemolinfa e de tecido muscular era um “pool” de 4 animais. As
amostras dos animais controles foram obtidas apds o periodo de aclimatagao as
condigbes de laboratério. As amostras dos animais experimentais foram obtidas
de animais submetidos ao estresse salino por periodo variavel de tempo,
conforma indica a Tabela 1. Os animais experimentais foram normalmente
submetidos a salinidade experimental em recipientes individuais, raramente em
duplas. Os espécimes destinados a um mesmo grupo experimental ou controle
jamais foram processados em um mesmo dia. Houve aleatorizagdo dos horarios

experimentais e da época do ano.

3.3. OBTENGAO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE HEMOLINFA E
DE TECIDOS

Os camardes foram anestesiados em gelo e a corda nervosa ventral foi
seccionada entre a regido do cefalotérax e do abdémen. Aliquotas de hemolinfa

foram retiradas com auxilio de micropipeta regulavel (P10 - 100ul) do coragéo,
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inserindo-se a ponteira na jungdao do cefalotérax com o abdébmen. Nos
caranguejos, apds a crioanestesia, a hemolinfa foi retirada com o auxilio de uma
seringa (10ml), por puncédo através da membrana artrodial de um dos
peredpodos. As amostras de hemolinfa foram em seguida congeladas a —20° C
até serem feitas as dosagens das concentragdes ibnicas e de osmolalidade.

Apds a obtencdo da hemolinfa, retirou-se o tecido muscular com o auxilio
de tesouras e pingas. Nos camardes o tecido muscular retirado foi o da regido
abdominal e nos caranguejos o musculo peniforme das quelas direita e esquerda.
As filobranquias destes decapodes também foram retiradas, com excecao do P.
pandaliformis, devido ao pequeno porte dos representantes desta espécie. Parte
do tecido muscular foi usado para a avaliacdo do teor hidrico e a outra parte foi
armazenada a —-20° C para as analises do teor de substancias positivas a

ninidrina (SPN). Do tecido branquial foram feitas apenas analises do teor hidrico.

3.3.1 Dosagem das concentragoes osmoética e idnica da hemolinfa

A osmolalidade da hemolinfa foi medida diretamente em micro-osmémetro
de pressdo de vapor Wescor VAPRO modelo 5520, em amostras nao diluidas.
Para as dosagens ionicas, as amostras precisaram ser devidamente diluidas, de
forma a situarem-se na faixa de leitura dos métodos. Para a dosagem do teor
ibnico de sodio (Na®), aliquotas da hemolinfa foram diluidas (1:200) e
determinadas em fotdbmetro de chama (Analiser — 900). As concentragbes dos
jons cloreto (CI), magnésio (Mg**) e calcio (Ca**) foram determinadas por
métodos colorimétricos, utilizando-se kits Labtest. Todas as amostras foram
diluidas conforme o protocolo dos fabricantes e a leitura de absorbancia realizada

em espectrofotbmetro Ultrospec 2100 PRO Amersham Pharmacia biotech. A
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diluicao ideal foi conhecida através de testes, cuidando-se para que a leitura das
amostras permanecesse na faixa de linearidade de cada dosagem ibnica. Os ions
cloreto reagem com o tiocianato de mercurio na presenga de nitrato férrico
formando tiocianato férrico, com leitura de absorbancia a 470 nm. Os ions
magnésio reagem com o magon sulfonado em meio alcalino, com leitura de
absorbancia a 505 nm. Os ions calcio formam um complexo corado com

cresolftaleina em meio alcalino, com leitura de absorbancia a 570 nm.

3.3.2 Dosagem do teor hidrico no tecido muscular e branquial e do teor de
substancias positivas a ninidrina (SPN) no tecido muscular

O teor hidrico (%) foi medido no tecido muscular e branquial de animais
expostos as condigdes controle e salinidades experimentais por tempos
determinados. As amostras de tecido muscular e branquial foram pesadas logo
apos a dissecacdo, obtendo-se assim o peso umido do fragemento (Pu). As
mesmas foram levadas a estufa a 60° C, por no minimo 24 h, sendo novamente
pesadas para a obtencédo do peso seco (Ps). O teor de hidratacdo do tecido foi

calculado através da seguinte férmula:

Th (%) = (Pu—Ps) x 100
Pu

A concentracdo de SPN foi determinada através do método colorimétrico
adaptado de Clark (1968) (AMADO et al., 2006). Para cada espécie foi usada uma
diluicdo, ficando esta entre 1:40 e 1:70 (massa:volume de agua deionizada). O

fragmento de tecido foi transferido para o homogenizador com a quantidade de
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agua deionizada proposta pela diluicdo, sendo macerado com um bastao de vidro.
Do volume total de homogenizado foi retirada aliquota de 0,5 ml e este volume
transferido para um tubo “eppendorf’, o qual recebeu em seguida 1,25 ml de
etanol 95%. Apo6s alguns minutos, apds a formacao de precipitado floculento, a
amostra foi levada para centrifugagao por aproximadamente 1 min a 2.100xg. O
sobrenadante era entao retirado para ser usado para a reagcdo de SPN. Tubos de
ensaio recebiam 0,5 ml do volume do sobrenadante da amostra centrifugada, 0,25
ml de tampéao citrato (CLARK, 1968) e 0,6 ml de reagente de ninidrina. Para
preparar 12 ml de reagente de uso de ninidrina utilizava-se 1ml de solugao
estoque de ninidrina (solugdo saturada de ninidrina em etileno glicol), mais 0,4 mi
de acido ascorbico 1% e 10,6 ml etileno glicol. Os padrbes foram preparados com
0 aminoacido glicina em concentracdo variando de 10 a 50 pg/ml. Esse
aminoacido foi escolhido como padrdo por ser o de maior concentracdo no
musculo do camarédo de agua doce, Macrobrachium olfersii (AUGUSTO, 2000).
Os tubos com as amostras, padrbes e branco foram levados a banho-maria a
100° C por 20 minutos. Apds o resfriamento a temperatura ambiente por 5 min,
adicionou-se 1,5 ml de etanol 60% a cada amostra. A leitura de absorbancia foi
realizada em espectrofotbmetro Ultrospec 2100 PRO Amersham Pharmacia

biotech (5670 nm).

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Os parametros avaliados foram expressos nos graficos como média * erro
padrdao da média. Foram feitas analises de variancia (ANOVA) de uma via para
avaliar o efeito do tempo de exposigcdo a salinidade experimental sobre cada

parametro. O teste post hoc utilizado foi o de Tukey, para localizar as diferengas
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significativas. Quando os dados n&o atendiam ao pré-requisito de normalidade e
homogeneidade de variancias, o programa estatistico (Sigma Stat para Windows,
SPSS v. 2.0) automaticamente fazia o teste de Dunn’s. O limite de significancia

para identificar diferengas entre grupos foi sempre de 0,05.

4. RESULTADOS
4.1. Hepatus pudibundus

A osmolalidade ([Osm]) da hemolinfa de H. pudibundus em situagao
controle foi de 962 + 13 mOsm / kg H,0O, praticamente isosmética a [Osm] do
meio em que se encontrava, agua do mar 33%.. Houve decréscimo em resposta
ao choque hipo-osmético (25%o), apos 2h (Fig. 5A). Apos 2h a hemolinfa estava
isosmotica a agua experimental (747 mOsm/kg H,O) e apds 6h a hemolinfa

estava hipo-osmatica (684 £ 5 mOsm/kg H20) (Fig. 5A).

A concentragao de sddio na hemolinfa dos animais expostos a salinidade
reduzida apresentou o0 mesmo padrao da osmolalidade (Fig. 5B). Na hemolinfa
dos animais controle o teor de Na* foi de 426 + 16 mM, verificando-se queda na
concentracdo de Na* apds 1h de exposicdo ao choque hipo-osmoético. Novamente
0s animais do grupo de 6h apresentaram as maiores alteragdes, a concentragao
de Na® decresceu para 331 + 5 mM (Fig. 5B). Apesar do decréscimo relatado para
a osmolalidade e Na®, ndo houve alteragdes na [CI] (Fig. 5B). Nos animais
controle a concentragao foi de 414 + 16 mM e no grupo exposto por 6 h, o que
apresentou o teor mais baixo, foi de 344 + 17 mM (Fig. 5B), porém a redug¢ao nao

foi significativa.
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A concentracdo de Mg®* na hemolinfa da espécie é bastante alta. No
grupo controle o valor de Mg?* foi de 62 + 3 mM, tendo um decréscimo na
concentragdo a partir de 2 h de exposicdao (49 + 3 mM) (Fig. 5C). Como
observado para a [Osm] e da [Na®], os animais expostos por 6 h tiveram a menor
concentracdo: 40 + 08 mM (Fig. 5C). O ion Ca** na hemolinfa do H.pudibundus
foi reduzido pela exposicdo ao meio diluido, diminuindo de 18 + 1 mM nos
controles em agua do mar para 15 £ 1,7 apds 0,5h (Fig. 5C), e novamente o valor

minimo apés 6h: 10 £ 0,5 mM (Fig. 5C).

Nos tecidos, muscular e branquial, as dosagens de teor hidrico nao
mostraram nenhuma diferengca durante a exposicdo dos animais a salinidade
reduzida (Fig. 6A e 6B). A porcentagem de agua no tecido muscular do grupo
controle foi de 75 + 2 % e de 77 = 3 % no grupo exposto por 16h (Fig. 6A). No
tecido branquial o grupo controle apresentou um teor hidrico de 87 + 2 % e o
grupo exposto por 16h a agua 25%. 89 * 0,4 % (Fig. 6B). Quanto ao teor de
osmolitos orgéanicos positivos a ninidrina (SPN) dosados no tecido muscular,
verificou-se um decréscimo durante a exposicdo dos animais ao choque hipo-
osmotico. Os animais que apresentaram maiores alteragdes na [Osm] na
hemolinfa foram os que apresentaram diminui¢do de osmdlitos organicos no seu
tecido muscular (Fig. 6C). No grupo controle o teor de SPN foide 7 + 0,4 ug/ g de
peso umido (pu); nos animais expostos por 6 horas a agua 25%o. a concentragao

diminuiu para 4 + 0,4 ug/ g pu (Fig. 6C).
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Figura 5: Osmolalidade (A), concentracdo de Na* e CI (B) e concentragdo de Mg?*
e Ca? (C) da hemolinfa de Hepatus pudibundus em situagdo controle (salinidade
33 %o, 0 h) e em até 16 h de exposicéo a salinidade experimental (25 %.). Barras
com letras em comum de cada variavel experimental ndo s&do estatisticamente
diferentes.
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FIGURA 6: Teor hidrico do musculo (A) e das branquias (B) e concentragdo de
SPN muscular (C) de Hepatus pudibundus em situagéo controle (salinidade 33 %o, O
h) e em até 16 h de exposicao a salinidade experimental (25 %.). Barras com letras
em comum nao sao estatisticamente diferentes.
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4.2. Palaemon pandaliformis

A [Osm] da hemolinfa do P. pandaliformis foi de 423 £ 19 mOsm/kg H-O,
nos animais mantidos na salinidade controle, 12%. (Fig. 7A). Os animais
expostos ao choque hipo-osmoético (2%.) apresentaram comportamento
bifasico, a [Osm] decresceu em alguns tempos experimentais, noutros foi
semelhante ao grupo controle (Fig 7A). O maior decréscimo foi no grupo
exposto por 17h, 241+ 36 mOsm / kg H>O (Fig. 7A). A concentragéo de CI" ([CI
1) na hemolinfa seguiu 0 mesmo padrao da [Osm], também foi no grupo
exposto por 17h detectada a menor concentragéo: 71 £ 16 mM. No grupo
controle a concentragao foi de 136 £+ 7 mM (Fig.7B). Os resultados de teor
hidrico no tecido muscular ndo mostraram diferencas durante o tempo de
exposi¢cao ao choque hipo-osmoético (Fig 8A). No grupo controle a porcentagem
de agua fo1 79 £ 2% e no grupo exposto por 17h, com as menores
concentragcbes da hemolinfa, obteve-se 81 + 0,3% (Fig. 8A). Quanto a
concentragdo de substancias positivas a ninidrina (SPN) houve bastante
variagdo dentro dos grupos temporais com decréscimo significativo apenas
apos 17h (2,6 + 0,3 pg / g pu), em relagdo ao controle em 12%. (6,0 £ 06 ug/ g

pu) (Fig. 8B).

A [Osm] na hemolinfa dos animais submetidos ao choque hiper-osmatico
(35%0) aumentou apos 0,5h (Fig. 7C). No entanto, os animais mantém a
hemolinfa hipo-osmoética a agua (966 mOsm / kg H,O) pois, no grupo exposto
por 0,5h a [Osm] foi de 618 £ 24 mOsm / kg H,O (Fig. 7C). A [CI] na hemolinfa
também foi hipo-regulada (Fig. 7D). O grupo com a maior concentragdo de

cloreto apds 6h, apresentou concentragao de 260 £ 20 mM (Fig. 7D). No tecido
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muscular verificou-se queda no teor hidrico a concentracdo de agua nos
animais expostos por 6h (76 + 1%) quando comparado com o grupo controle 79
t+ 0,6% (Fig. 8C). A concentracdo de SPN muscular dos camarbes em 35%o
(Fig. 8D) também oscilou bastante, como nos camardes submetidos a 2%o (Fig.
8B). No grupo controle a concentragao foi de 6 + 0,6 ug/ g pu, chegandoa 2 +

0,3 ug / g pu nos animais expostos por 6h (Fig. 8D).
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Figura 7. Osmolalidade (A) e concentragao de CI (B) em situacao controle (salinidade
12%0, Oh) e em até 17h de exposicao a salinidade experimental (2%.). Osmolalidade
(C) e concentragao de CI" (D) em situagéo controle (salinidade 12%o., Oh) e em até 17h
de exposicao a salinidade experimental (35%o). Barras com letras em comum nao séo
estatisticamente diferentes.
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Figura 8. Teor hidrico do musculo (A) e concentracdo de SPN muscular (B) em
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4.3. Macrobrachium acanthurus

A [Osm] na hemolinfa de M. acanthurus foi de 378 £ 17 mOsm / kg H,O em
agua doce (< 0,5 %o). Os animais mantidos por mais de 2h na salinidade
experimental (30%0) ndo conseguiram manté-la constante (Fig. 9A). O grupo
exposto por mais de 16h apresentou a [Osm] na hemolinfa de 806 + 24 mOsm /
kg H2O, praticamente isosmoética a agua do meio (896 mOsm / kg H>O), um
aumento de 213% em relagdo ao controle (Fig. 9A). As concentragbes de Na* e
CI" ([Na"] e [CI]") apresentaram o mesmo padrdo da [Osm] na hemolinfa (Fig. 9B).
No grupo controle a [Na'] foi de 190 + 9 mM, chegando a 405 + 10 mM nos
animais expostos por mais de 16h ao choque hiper-osmoético, um aumento
também de 213% em relagéo ao controle (Fig. 9B). A [CI] aumentou a partir do
grupo exposto por 6h, apresentando a maior concentragdo no grupo exposto por
mais de 16h (Fig. 9B). Nos animais controle a concentragao foi de 148 + 4 mM,
atingindo 388 + 11 mM no grupo com maior concentracédo. Este aumento foi de
263% em relagdo ao controle (Fig. 9B). Houve também aumento nas
concentracdes dos ions Mg®* e Ca** da hemolinfa (Fig. 9C). No grupo controle a
[Mg”] foi de 2 £+ 0,2 mM e aumentou nos grupos expostos por 6 h ou mais
chegando a 9 + 1 mM apds 12h (Fig. 9C). O maior aumento na [Ca*'] foi
detectado no grupo exposto por 16 horas (15 = 0,8 mM); nos animais controle a

concentracgao foi de 9 + 0,6 mM (Fig. 9C).

As alteracbes nas concentragdes da hemolinfa provocaram alteragées no teor
hidrico do tecido muscular (Fig. 10A). Nos animais controle o teor hidrico foi de 79
* 0,5%, decrescendo para 73 + 0,4% no grupo de 12h exposto ao choque hiper-
osmotico (Fig. 10A). Como ocorreu com os ions na hemolinfa o decréscimo de

agua iniciou-se no grupo exposto por 6h (Fig. 10A). Nao ocorreram alteracées no
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teor hidrico do tecido branquial (Fig 10B). As células musculares apresentaram
aumento de SPN nos camardes expostos a salinidade experimental, apos 2h de
exposicao (Fig. 10C). A concentragdo destes osmodlitos organicos no grupo
controle foi de 5 + 0,2 ug / g pu e nos animais com maior concentragdo, os

expostos por mais de 16 horas, foi de 8 + 0,5 ug / g pu (Fig. 10C).
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Figura 9. Osmolalidade (A) concentracdo de Na* e CI (B) e concentragdo de Mg?* e Ca®*
da hemolinfa de Macrocbrachium acanthurus em situagao controle (salinidade < 0,5 %o,
Oh) e em até 24h de exposicao a salinidade experimental (30%o). Barras com letras em
comum, em cada variavel experimental, ndo sao estatisticamente diferentes.
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4.4. Dilocarcinus pagei

A [Osm] na hemolinfa do D. pagei foi de 328 + 17 mOsm / kg H»O, quando em
agua doce (< 0,5%o0). Nao houve alteragbes em resposta ao choque hiper-
osmotico (7%o) (Fig. 11A). As concentragdes de Na® e CI seguiram o mesmo
padrao da [Osm] na hemolinfa, ou seja, ndo aconteceram alteragdes significativas
(Fig. 11B). A concentracdo de Mg®* foi diferente entre os grupos experimentais. A
concentracdo nos animais expostos a salinidade experimental por 0,5h foi de 4,8
+ 0,3 mM, mas quando comparado com o0s animais expostos por 1h e 2h
verificou-se decréscimo (3,5 = 0,3; 3,5 = 0,2 mM, respectivamente), ficando
préximo do teor do grupo controle, 3,8 + 0,2 mM (Fig. 11C). A concentragado de

Ca?* nao foi alterada durante o curso temporal avaliado (Fig. 11C).

No tecido muscular as dosagens de teor hidrico ndo mostraram nenhuma
diferengca durante o tempo de exposicao (Fig. 12A). No tecido branquial,
detectaram-se alteragdes nos animais expostos por 6 horas, 90 + 0,5%, enquanto
que no grupo controle o teor hidrico foi de 92 + 0,2% (Fig. 12B). A concentracéo
de SPN no grupo controle foi de 2,8 + 0,3 ug / g pu, verificando-se aumento a
partir de 1h na salinidade experimental, 3,9 + 0,3 pug / g pu. Apds 6h foi detectada

a maior concentragao de SPN: 4,7 £ 0,2 ug/ g pu (Fig. 12C).
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Figura 11: Osmolalidade (A), concentracdo de Na* e CI" (B) e concentragdo de
Mg** e Ca®" (C) hemolinfa de Dilocarcinus pagei em situagéo controle (salinidade <
0,5 %o, Oh) em até 24h de exposi¢cao a salinidade experimental (7%o). Barras com
letras em comum de cada variavel experimental ndo sdo estatisticamente
diferentes.
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Figura 12: Teor hidrico (A) e (B) e teor de SPN (C) de Dilocarcinus pagei em
situagdo controle (salinidade <0,5%., Oh) em até 24h de exposicdo a salinidade
experimental (7%o). Barras com letras em comum ndo sdo estatisticamente

diferentes.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo revela modelos diferentes na regulacédo osmotica e
ibnica entre as espécies investigadas. A espécie marinha Hepatus pudibundus,
diante do choque hipo-osmdtico, apresentou decréscimo osmotico e ibnico na
hemolinfa. Em algumas horas a hemolinfa ja se apresentava diluida como o meio
externo ao qual a espécie foi submetida (25%0), em comportamento tipico de um
osmoconformador marinho (PEQUEUX, 1995). Nos tecidos muscular e branquial
o teor hidrico ndo apresentou alteracdo durante o tempo avaliado. O camarao
Palaemon pandaliformis, espécie estuarina, diante do choque hipo-osmético (2%o)
apresentou um padrao bifasico na hemolinfa, esta permaneceu hiper-regulada
tanto osmotica- quanto ionicamente, porém ocorrendo decréscimos osméticos e
idnicos significativos no LEC. Contudo, esta variagdo no LEC n&o se refletiu nas
células musculares, pois o teor hidrico neste tecido nao foi alterado, continuou
praticamente o mesmo durante todo o periodo de exposicdo. Quando a mesma
espécie foi submetida ao choque hiper-osmotico (35%0) detectaram-se alteragdes
tanto na hemolinfa quanto no tecido muscular. Na hemolinfa a osmolalidade e a
[CI'] aumentaram, porém permanecendo abaixo dos valores da agua. O tecido
muscular do P. pandaliformis em 35%. ndo conseguiu manter seu teor hidrico. O
estresse salino imposto ao camardao de agua doce Macrobrachium acanthurus
(30%0) foi além da sua capacidade osmorregulatoria, o que gerou grandes
alteracdes no seu LEC. Estas mudancas foram tanto osmaéticas quanto idnicas. A
osmolalidade e concentracéo dos ions Na* e Ca®* praticamente atingiu os valores
do meio externo. O drastico aumento nas concentragdes do LEC foram suficientes
para provocar redugao no teor hidrico muscular. A desidratagao destas células foi

de 7% (percentual de variagdo considerando o controle como 100%), maior valor
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de variagao de teor hidrico entre as quatro espécies. O caranguejo Dilocarcinus
pagei, dulcicola, manteve a osmolalidade e as concentragbes ibnicas da

hemolinfa bastante estaveis, assim como o teor hidrico muscular.

O comportamento osmoconformador apresentado pelo caranguejo marinho
Hepatus pudibundus é caracteristico da maioria dos crustaceos marinhos. Para
esses animais € interessante manter-se isosmaético a agua, pois assim a difuséo
idnica e osmética entre o fluido extracelular e o meio & minima (PEQUEUX, 1995;
SCHMIDT-NIELSEN, 1996). No entanto, n&do foi encontrada nenhuma literatura
para esta espécie que possa ser comparada com os resultados apresentados. O
mesmo comportamento apresentado pela espécie foi verificado com a lagosta
Palinurus elephas. Esta apresentou decréscimo na osmolalidade e teor idnico da
hemolinfa quando exposta ao meio diluido (LUCU et al., 2000). Quanto as
concentracbes ibnicas do H. pudibundus, constataram-se reducbes nas
concentracdes dos ions Na*, Mg?* e Ca®". A diluicdo do LEC, em conseqiiéncia
da entrada de agua, promoveu a saida de ions Na* , resultando no decréscimo da
[Osm] na hemolinfa. Contudo, nao foi verificado o0 mesmo para a concentracéo de
CI', o ion foi fracamente regulado. A fraca hipo-regulagao dos ions CI" também foi
verificada na hemolinfa da lagosta Palinurus elephas (LUCU et al., 2000). O H.
pudibundus apresentou-se iso-idnico para M92+ quando em agua do mar controle.
Esta alta concentragdo pode explicar a falta de agilidade da espécie, sendo
conhecido como “dorminhoco” pelos pescadores. O fon Mg?* age como um
agente anestésico, deprimindo a transmissdo neuromuscular, o que leva a baixa
atividade nos crustaceos com elevadas concentragbes do ion (MORRIT &
SPICER, 1993; SCHMIDT-NIELSEN, 1996). O caranguejo Maia squinado

apresenta alta concentracao de ions M92+ na hemolinfa, como o H. pudibundus, e
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0os seus movimentos sdo bastante lentos. No caranguejo Pachygrapsus
marmoratus e na lagosta Nephrops norvegicus as concentragdes do ion magnésio
sdo bem hipo-reguladas em relagio a agua do mar, 34 e 24 mM,
respectivamente, o que aparentemente justifica apresentarem movimentos ativos
e rapidos (MORRIT & SPICER, 1993; SCHMIDT-NIELSEN, 1996; FREIRE et al.,
2006). A concentracdo dos ions Ca?* nos animais controle foi mantida hiper-iénica
relacdo a agua do mar. Nos grupos experimentais a concentracdo ficou bem
abaixo do grupo controle e a partir de 6h na salinidade experimental um novo
estado idnico foi estabelecido, mas mantendo-se hiper-osmético em relagéo ao

meio.

Os camardes P. pandaliformis e M. acanthurus, nas suas salinidades
controle, mantiveram sua hemolinfa hiper-regulada. Mas, diante do estresse
salino as respostas foram diferentes. O camardo de estuario P. pandaliformis
diante de reducdo e aumento na salinidade apresentou capacidade de hiper/hipo-
regulacdo da osmolalidade na hemolinfa. Quando a espécie foi submetida ao
choque hipo-osmotico apresentou a osmolalidade e a concentragdo de cloreto
acima dos valores da agua. Valores estimados para agua 2%.: Osm ~ 60
mOsm/kg H,O e [CIT ~ 30 mM. Estudo anterior mostra esta capacidade do P.
pandaliformis em manter a concentragcdo na hemolinfa acima da concentragcao da
agua, em salinidades de <0,5-6%o.. Mas este mesmo estudo mostra que a espécie
nao consegue sobreviver mais de 3h em agua doce (FREIRE et al., 2003). E, em
salinidade aumentada (35%o), a osmolalidade da hemolinfa e do ion cloreto foi
fortemente hipo-regulada, como ja relatado para a espécie (FREIRE et al., 2003).
Mesmo tendo ainda mostrado capacidade regulatéria, percebe-se que as

salinidades de 2% e 35%. ja representam extremos de tolerancia para o P.
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pandaliformis, pois houve variagdo no LEC, e percebe-se que o aumento de
salinidade foi mais prejudicial do que a redugdo de salinidade. O camardo de
agua doce Macrobrachium acanthurus, como outras espécies do género
Macrobrachium, apresenta a osmolalidade e o teor i6bnico do LEC hiper-regulados
em agua doce e em baixas salinidades (MOREIRA et al., 1983; LIMA et al., 1997;
FREIRE et al., 2003). Entretanto, diante do choque hiper-osmético (30%o) ao qual
a espécie foi submetida, esta capacidade ficou comprometida. A osmolalidade da
hemolinfa foi mantida apenas por poucas horas (até 2h). Apds este periodo a
concentracdo osmodtica e ibnica foi fortemente alterada. Os resultados da
osmolalidade na hemolinfa mostram clara tendéncia para a osmoconformacéo,
como visto para a espécie marinha (H. pudibundus) e como ja previamente
relatado para esta espécie (MOREIRA et al., 1983; BRAILOVSKY & GALERA,
1997). A deficiéncia em manter a osmolalidade da hemolinfa também ocorreu com
M. rosenbergii quando este foi submetido a altas salinidades (980 mOsm/kg H»0),
sendo que poucos sobreviveram por mais de 24 horas (WILDER et al., 1998). No
M. acanthurus, o Na® mostrou maior tendéncia a conformacao do que o CI', como
ja tinha sido relatado para o H. pudibundus. Quanto as analises da concentragao
de magnésio na hemolinfa do M. acanthurus verifica-se hiper-regulagcdo quando
em agua doce. E, quando transferido para a salinidade experimental (30%o.), M.
acanthurus é capaz de hipo-regular fortemente a concentragdo deste ion na
hemolinfa. A habilidade em manter o teor de magnésio hiper — regulado em baixa
salinidade e agua doce ou fortemente hipo-regulado em altas salinidades foi
verificado em P. pandaliformis, M. potiuna e M. olfersii e € amplamente relatado
para crustaceos reguladores (FREIRE et al., 2003). A regulagdo do Mg* da

hemolinfa é resultado da acdo da glandula antenal (FREIRE et al., 2006). A
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manutencdo do teor de Mg?* é fundamental, pois este é o segundo cation de
maior representatividade intracelular e é requerido como co-fator por muitas
enzimas (MacDERMOTT, 1990; GUNZEL & GALLER, 1991). A concentracéo de
Ca”" foi mantida durante todo o curso temporal acima das concentracdes da agua
experimental (30%o, estimado ~ 8,5 mM). Nos animais expostos por mais de 6h ao
choque hiper-osmadtico, as concentragdes do ion foram fortemente hiper-
reguladas. Manter as concentracdes de Ca* na hemolinfa é fungéo da glandula
antenal, sendo fundamental a sua participacdo durante o processo de muda

(PEQUEUX, 1995; FREIRE et al., 2006).

O caranguejo de agua doce, Dilocarcinus pagei, que habita rios longe do
mar apresentou a sua osmolalidade constante na salinidade experimental e
durante todo o tempo de exposicdo. A concentracdo da hemolinfa
(aproximadamente 330 mOsm / kg H,O) é baixa quando comparada com outros
crustaceos de agua doce. Os caranguejos Potamon niloticus com [Osm] de 525
mOsm / kg H>O e o lagostim Astacus astacus com 426 mOsm / kg H,O deixam
clara essa observagdo (ONKEN & McNAMARA, 2002). A redugdo na
osmolalidade da hemolinfa para reduzir gradientes osmaéticos em agua doce é
uma das estratégias dos animais bem sucedidos nestes ambientes (PEQUEUX,
1995). Quando D. pagei foi submetido a salinidade de 15%. a habilidade em
manter a [Osm] na hemolinfa constante foi comprometida; nas primeiras 24h de
exposi¢cao o aumento foi de 45% e durante 10 dias de exposi¢cao ao choque hiper-
osmotico o animal nao conseguiu retornar as concentragdes iniciais (AMADO et
al., 2006). No presente estudo, a manutengao da osmolalidade foi acompanhada
pela concentracdo dos ions Na*, CI" e Ca®. Somente foram detectadas altera¢des

na concentracao de M92+ durante as 0,5 horas de exposicao ao choque hiper-
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osmotico. O retorno as concentragdes iniciais provavelmente ocorreu pelo
mecanismo de secregao do ion através da glandula antenal (FREIRE et al., 2006).
A hipo-regulagdo do ion Mg? em &gua 7% em um caranguejo estritamente
dulcicola ndo deixa de ser um fato curioso, mas coloca em evidéncia a relevancia

fisiologica deste ion e da sua regulagao.

As espécies apresentaram comportamentos osmorregulatérios diferentes
quando submetidas a salinidade experimental. Diante das variagbes na [Osm] na
hemolinfa as espécies conseguiram manter em maior ou menor grau o teor
hidrico no tecido muscular. Para quantificar e ordenar as espécies quanto a
capacidade em conservar a agua tecidual muscular diante de certa variagao no
seu LEC foi feito um calculo simples. Avaliou-se 0 maior aumento ou decréscimo
do teor hidrico muscular em relagao ao valor do controle, e dividiu-se este valor
pela amplitude de variacdo na osmolalidade da hemolinfa. Para facilitar a
comparacgao o valor foi multiplicado por 1000. O esperado por esse calculo é que
espécies com maior capacidade de regular o volume de agua celular teriam
menor variagcao do teor hidrico muscular diante de variagdes significativas no seu
LEC. Assim, valores menores para esse parametro seriam esperados para as
espécies com as maiores capacidades de regular a agua tecidual (Tab. 3). Os
resultados mostram que as duas espécies submetidas ao choque hipo-osmatico
tiveram os melhores resultados. A espécie marinha, H. pudibundus, que
osmoconformou (reducéo de 278 mOsm/kg H,O na sua hemolinfa) manteve o teor
hidrico do seu tecido muscular constante (2,2% de variagdo maxima) e o seu
valor para a razao foi de 7,9 (Tab. 3). Quando a espécie P. pandaliformis foi
exposta ao choque hipo-osmaético apresentou 1,7% de aumento maximo no seu

teor hidrico muscular, diante da redugcéo de 182 mOsm/kg H>,O na osmolalidade
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da hemolinfa, gerando o valor 9,3 para o parametro (Tab. 3). Mas, diante do
estresse hiper-osmoético, a espécie P. pandaliformis apresentou redugao de 3,3%
no teor hidrico muscular, para um aumento maximo de 195 mOsm/kg H,O na
osmolalidade do LEC, gerando o valor de 16,9 para o parametro (Tab. 3). A
resposta apresentada pela espécie mostra que os animais conseguem lidar
melhor quando a salinidade do meio decresce do que quando esta aumenta
muito. Este € um resultado esperado, porque no seu habitat natural é esperado
que a salinidade decrescga devido ao ciclo das marés e ndo que chegue a 35%o.
Quanto a capacidade de regular o teor de agua das suas células musculares, em
choque hiper-osmatico, por este parametro, o seu desempenho foi inferior ao do
camardao de agua doce, M. acanthurus. Esta espécie apresentou alteracdes
expressivas na hemolinfa, que chegaram a ficar proxima da agua. Com as
alteracdes no fluido extracelular as células murcharam, ocorrendo fluxo passivo
de agua para a hemolinfa. Porém, as alteracbes de agua ocorridas no tecido
muscular foram proporcionalmente menores, ndo acompanhando o grau de
alteragdes da hemolinfa: 5,3% de redugdao maxima no teor hidrico muscular diante
de 429 mOsm/kg H,O de aumento na osmolalidade da hemolinfa, gerando 12,4
para o parametro proposto (Tab. 3). Neste contexto, as células musculares
conseguiram minimizar a perda de agua durante o estresse salino e, assim,
garantir uma perda menos significativa. A outra espécie reguladora de agua doce,
D. pagei, apresentou pouquissima variagao na hemolinfa porque o estresse salino
oferecido foi plenamente toleravel: 49 mOsm/kg H,O. Contudo, este estresse foi
suficiente para provocar alteragées no teor hidrico do tecido muscular (3%), de
forma a gerar o maior valor para o parametro: 61, 2 (Tab. 3). Num outro

experimento com a salinidade mais elevada, mostrou-se que a espécie diante de
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choque hiper-osmético de 15%. teve aumento na [Osm] da hemolinfa e redugdes
expressivas no teor hidrico do tecido muscular (AMADO et al., 2006). Ordenando-
se os valores das 4 espécies quando comparando sua capacidade em conservar
a agua tecidual diante de certa variagao na [Osm] do LEC, obtém-se a seguinte
classificagdo: H. pudibundus > P. pandaliformis (2%.) > M. acanthurus > P.
pandaliformis (35%0) > D. pagei. Estes resultados foram compativeis com a
hipétese formulada; crustaceos osmoconformadores conseguem manter o teor
hidrico de suas células musculares de maneira mais eficaz do que os

osmorreguladores, diante de variagdes no seu LEC.

Tabela 3. Razdo entre as variagdes absolutas maximas (em relagao aos valores
nos controles) no teor hidrico muscular e na osmolalidade da hemolinfa, nas
espécies estudadas.

Espécie e Salinidade Experimental
H. P. P. M. D.
pudibundus | pandaliformis | pandaliformis | acanthurus pagei
(25%o) (2%0) (35%o) (30%o) (7%o)
A 2,2 1,7 3,3 5,3 3,0
teor hidrico
(TH)
A [Osm] 278 182 195 429 49
(ATH/ A 7,9 9,3 16,9 12,4 61,2
[Osm])
x 1000

O caranguejo osmoconformador, H. pudibundus, manteve o teor hidrico do
tecido muscular constante diante do choque hipo-osmético durante todo o curso
temporal avaliado. A conservagcdo de agua neste tecido teve a participagdo de

SPN. O decréscimo de SPN foi realmente quantitativo, pois a porcentagem de
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decréscimo de SPN foi bem diferente (37% de redug¢ao) do aumento de 3% no
teor hidrico (considerando-se o controle como 100%). A Tabela 4 mostra os
valores de variagao percentual de teor hidrico e variacdo percentual de SPN, para
as maiores diferengcas detectadas durante o curso temporal de exposicdo ao
choque salino e considerando os valores dos controles como 100%. Com essa
analise buscou-se demonstrar a participacdo da SPN na tentativa de controlar a
agua corporal nestes crustaceos. Se a alteragao no teor de SPN fosse apenas
devido a mudanga no teor hidrico (uma vez que SPN sdo expressas por peso
umido do musculo), entdo as porcentagens de alteracdo seriam da mesma
magnitude. Este claramente nao foi o caso, como pode ser observado na Tabela
4. A variagao percentual no teor hidrico foi de muito menor propor¢cdo quando
comparada com a variagao percentual nas SPN. Este resultado parece indicar
modificacdo real no teor de SPN no tecido muscular de todas as espécies. As
SPN nao sao os unicos efetores osmoticos na regulacédo de volume, mas sao
amplamente relatados como relevantes quando ocorrem mudancas na
osmolalidade da hemolinfa de crustaceos devido a alteracbes na salinidade do
meio (TUCKER et al., 1975; GILLES, 1970; PEQUEUX, 1995). As espécies
submetidas ao choque hipo-osmaético, H. pudibundus e P. pandaliformis,
apresentaram decréscimo no teor de SPN, apds algumas horas de exposi¢cao a
salinidade reduzida. Realmente, a participacdo de osmodlitos organicos na
regulacdo de volume, neste caso RVD, ocorre apés um periodo maior de tempo
(GILLES, 1970; GILLES, 1977; FARMER & REEVE, 1978). Provavelmente
proteinas celulares ou da hemolinfa (a prépria hemocianina) servem como
estoque de aminoacidos, que saem das células para perda de agua na redugao

regulatéria de volume apds choque hipo-osmaético, ou entram nas células para
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retencdo de agua no aumento regulatorio de volume apos choque hiper-osmatico
(VICENT-MARIQUE & GILLES, 1970; GILLES, 1977, PEQUEUX et al., 1979;
GILLES & PEQUEUX, 1981). Estudos com M. rosenbergii diante de choque hiper-
osmotico ([Osm] da agua 800 mOsm/kg H,0) relatam alteragdes no metabolismo
de proteinas da hemolinfa que aumentam a concentragdo de aminoacidos livres
(AAL) (ARMSTRONG et al., 1981; TAN & CHOONG, 1981; HUONG et al., 2001).
O trabalho de TAN & CHOONG (1981) mostrou aumento de aminoacidos livres e
teor de SPN no tecido muscular, como o que foi mostrado no M. acanthurus neste
estudo. O caranguejo D. pagei apresentou aumento no teor de SPN, mesmo com
pouquissima alteragao na hemolinfa. O aumento de SPN ja foi demonstrado num
estudo anterior quando a espécie foi submetida a salinidade mais elevada (15%o)
(AMADO et al, 2006). O P. pandaliformis quando em estresse hiper-osmético nao
apresentou aumento no teor de SPN. Diferentemente da espécie P. elegans que
em salinidade 20%0 manteve o conteudo de AAL e o volume celular ficou mais ou
menos constante, mas em salinidade de 40%. apresentou aumento expressivo de
AAL (55%), indicativo de hidrélise de proteinas (DALLA VIA, 1989). Os resultados
do P. pandaliformis, principalmente no choque hiper-osmatico, foram os menos
claros em relagao a utilizacdo de SPN como efetores osmoéticos da manutencao

da agua tecidual.
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Tabela 4. Razao entre as variagbes maximas (em porcentagem do respectivo
valor controle) no teor hidrico e SPN musculares nas espécies estudadas.

Espécie e Salinidade Experimental
H. P. P. M. D.
pudibundus | pandaliformis | pandaliformis | acanthurus pagei
(25%o) (2%0) (35%o) (30%o) (7%0)
™N % 3 2 4 7 4
Teor hidrico
(TH)
N % 37 56 63 62 69
SPN
(%TH/%SPN) 8,1 3,5 6,3 11,2 5,8
x 100

O tecido muscular, por estar em contato direto com a hemolinfa, foi o que
realmente apresentou alteragdes no teor hidrico, diferentemente do tecido
branquial. Durante o estresse salino, apenas o D. pagei apresentou decréscimo
no teor hidrico nas branquias, mas recuperando-o num periodo maior de tempo
na salinidade experimental. Nenhum trabalho foi encontrado para corroborar com

os resultados obtidos com a espécie.

6. CONCLUSAO

A espécie marinha H. pudibundus, osmoconformadora, manteve o teor
hidrico dos tecidos (indicagdo de regulagdo de volume celular) muscular e
branquial diante das variagbes na hemolinfa. Enquanto as demais espécies
osmorreguladoras (P. pandaliformis, M. acanthurus e D. pagei) apresentaram
comprometimento na manutencgao do teor hidrico tecidual (reflexo da “ineficiente”

regulacdo de volume celular) frente as alteragdes no LEC. Assim, a pergunta
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formulada para este trabalho foi respondida, pois a espécie osmoconformadora
conseguiu manter o teor hidrico (i.e., regulou o volume celular) de suas células

qualitativamente melhor do as espécies osmorreguladoras.
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