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RESUMO

A osmorregulagao permite o equilibrio de agua e sal no plasma. A capacidade
osmorregulatéria confere a possibilidade de o teledsteo tolerar diferentes
salinidades, o que caracteriza seu grau de eurihalinidade. Esta tolerancia esta
relacionada com a manutencdo da osmolalidade e hidratacdo tecidual e da
atividade ou expressédo de proteinas osmorregulatérias. No capitulo 1 foram
analisados artigos com estudos em teledsteos submetidos a variagbes de
salinidade, para se avaliar se a transferéncia gradual ou abrupta interfere na
discussdo sobre a eurihalinidade. A analise dos resultados dos artigos permitiu
identificar que a transferéncia gradual aumenta o tempo de exposicdo na
salinidade limite tolerada para os teleésteos dulcicolas, confirmando
parcialmente o modelo tedrico de SCHULTZ & McCORMICK (2013). Ao que
tudo indica, o tempo para a ativacdo de respostas osmorregulatorias é o
principal fator que interfere nesta tolerancia. No capitulo 2, foram estudadas as
caracteristicas constitutivas (localizacado e atividade e relacdo destas entre as
espécies) de enzimas chave para a osmorregulagdo, a basolateral Na* K-
ATPase (NKA) e a apical V-H*-ATPase em dois grupos de teledsteos, os
primarios (ostariofiseos); e secundarios de agua doce, diadromos ou
marinhos/estuarinos (acanthopterigeos). Os teledsteos, quando em agua doce,
sao hiperosmoéticos, pois mantém a osmolalidade interna acima da do
ambiente, principalmente através da captagao ativa de ions. A estrutura
branquial € o epitélio de troca mais reconhecido neste processo
osmorregulatorio, pois mantém contato direto com o meio externo. A NKA
transporta o Na* para o plasma e é uma das principais proteinas branquiais
envolvidas na captagdo de sal. Ha também a V-H'-ATPase, que promove o
efluxo de H" que gera o gradiente eletro-quimico favoravel ao transporte de
ions Na* para o meio intracelular, que é identificada, nos modelos tedricos para
captacao de sal, apenas em células branquiais de teledsteos dulcicolas. A
principio os mecanismos osmorregulatérios relacionados a captagéo de ions
deve ser diferente entre teledsteos com diferentes histérias evolutivas ou de
diferentes ambientes. A localizacdo de NKA foi diferente entre ostariofiseos e
acanthopterigeos. A V-H*-ATPase teve distribuicdo dispersa, porém, mais
pontual em teledsteo marinho/estuarino (baiacu). A atividade de NKA foi maior
que de V-H'-ATPase em tilapia e baiacu. O resultado para a atividade
enzimatica em baiacu é o oposto do observado na imunofluorescéncia. A
piracanjuba teve maior atividade da V-H'-ATPase do que em baiacu, também
oposto ao resultado da imunofluorescéncia. Sugere-se que tais resultados s&o
observados devido as a diferenga entre a atividade funcional e expressao de
uma proteina. Os resultados da tese permitem considerar que as proteinas
constitutivas sao diferentes conforme o grupo de teledsteos estudados (NKA),
ou com o ambiente aquatico de coleta e/ou aclimatagédo (V-H*-ATPase), e
também sugerir a ancestralidade dulcicola dos teledsteos

Palavras-chave: eurihalinidade, protocolos de transferéncia, NKA, V-H-
ATPase, ostariofiseos, acanthopterigeos



ABSTRACT

The osmoregulation allows to maintain the equilibrium of water and salts in
plasma. The osmoregulatory capability confers the possibility of teleosts to
tolerate different salinities. This characterizes their eurihalinity. This tolerance is
related with osmolality and tissue hidration maintenance and with the activity or
expression of osmoregulatory proteins. In chapter 1 papers with teleosts
submitted to salinities variation were analyzed for to identify if gradual or abrupt
exposure interfere in eurihalinity discussion. The analysis of these papers
allowed to identify that in freshwater teleosts, the time tolerated in limiting
salinity is higher at gradual transfer, partially confirming the theoretical model of
SCHULTZ and McCORMICK (2013). It all shows that the time for to activate
osmoregulatory answers its the main factor for this tolerance. In chapter 2 were
studied constitutive characteristics (local and activity, and the relation of these
between the species) of basolateral Na* K*-ATPase (NKA) and apical V-H"-
ATPase in two groups of teleosts, the primary (ostariophysean) and secundary
freshwater, diadromous or estuarine/marine (acanthoptherygian). Freshwater
teleosts are hyperosmotics, because they keep the osmolality above of the
environment, mainly trough ions capture. The qill structure is the most
recognized exchange epithelium, due to your direct contact with water. The
NKA transports Na* to plasma, and is one of the main osmoregulatory gills
proteins for salt capture. The V-H*-ATPase promotes H" efflux, that creates an
eletro-chemical gradient favorable to intracellular Na® entry, that is just
identificated in gills cells of freshwater teleosts, on theorical models of salt
capture. At first, osmorregulatory mechanisms should be different between
teleosts with differents evolutionary history or environments. The NKA
localization was different between ostariophysians and acanthopterygians. In
general, V-H*-ATPase distribution was scattered, but was more punctual in
marine/estuarine teleost (baiacu). The NKA activity was higher than the V-H"-
ATPase in tilapia and baiacu. In baiacu, the enzyme activity results was
opposite than immunofluorescence. Piracanjuba had higher V-H'-ATPase
activity than baiacu, also an opposite result than immunofluorescence. Its
suggest that these results are due the difference between functional activity and
protein expression. These thesis results allows to consider that the constitutive
proteins in teleosts are different according groups of teleosts (NKA) and aquatic
environment of collect/acclimation, and also that teleosts have a freshwater
ancestrality.

Key-word: eurihalinity, transfer  protocols, NKA, V-H*-ATPase,
ostariophyseans, acanthoptherygeans



LISTA DE SIGLAS

AC: enzima anidrase carbonica

BW: brackishwater (agua salobra) — capitulo 1
CI": cloreto

FW: freshwater (agua doce) — capitulo 1

H*: proton

HCO3: bicarbonato

K": potassio

NaCl: cloreto de sodio

Na™ sédio

NCC: cotransportador eletroneutro 1 Na*, 1 CI
NKA: enzima Na*,K*-ATPase

NKCC: cotransportador eletroneutro 1 Na*,1 K*,2 CI
SW: seawater (agua do mar) — capitulo 1

V-H'-ATPase: enzima transportadora de protons vacuolar (ou préton-ATPase

vacuolar)

*Figura: n° capitulo. n° figura
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para a captacdo ibnica em agua doce. A reacdo enzimatica da anidrase
carbdnica AC (em azul), no interior das células ricas em mitocéndria (MRC
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Figura 1.1 — Representacdo de uma transferéncia gradual (A) e abrupta (B), em aumentos e
reducbes (setas tracejadas) de salinidade. Nestes exemplos, a variavel
estressora (e.g.: salinidade) é o principal fator que diferencia as respostas
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limite a partir da submissdo de salinidades intermediarias (pré-
aclimatacao). Na exposicao abrupta, a transferéncia da salinidade controle
a experimental é direta. S4 representa a salinidade maxima experimental,
e SO, a de minima. Fonte: a autora

Figura 1.2 — Numero de espécies de teledsteos conforme sua ordem e ambientes aquaticos
que habitam ou migram, em estudos que utilizaram transferéncias a
variagdo de salinidade gradual e/ou abrupta (1974 — 2016): 107 artigos,
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estuario, e espécies dulcicolas/estuarinas sdo espécies dulcicolas que
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Figura 1.3 — Correlagdo de transferéncia x salinidade x tempo de tolerancia entre (A)
teledsteos marinhos e/ou estuarinos aclimatados em agua salobra ou agua
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extracelular. Modificado de EVANS & CLAIBORNE, 2009
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1 INTRODUGAO GERAL

1.1 Os ambientes aquaticos e a osmorregulagéao

Os ambientes aquaticos sao classificados em agua doce, marinho e
estuarino, conforme a salinidade que apresentam. O ambiente de agua doce
apresenta salinidade de 0 a 0,5%o (partes por mil: até 0,5 g de sal/ litro), o
marinho entre 32 a 35%0 e 0 estuarino, salinidades intermediarias entre a agua
doce e a agua do mar (WILLMER et al., 2005). Nestes ambientes aquaticos,
fauna com grande diversidade é representada pelos peixes teledsteos, que se
caracterizam por apresentar nadadeira caudal homocerca (simétrica), escamas
cicloides e bexiga natatéria (NELSON, 2006). Esta diversidade esta
relacionada (dentre outros fatores) com a capacidade de manter as
concentragbes de agua e soluto no meio interno (plasma), diferenciadas
através de estratégias osmorregulatérias (e.g.: EVANS et al., 2005; FREIRE et
al., 2008).

A capacidade osmorregulatoria dos teledsteos influencia a distribuicéo
deste grupo nas mais diferentes salinidades (BUCKUP, 1999) e também
confere a tolerancia fisiologica destes organismos frente a variagdes de
salinidade, ou seja, seu grau de eurihalinidade. Teledsteos estenohalinos
toleram uma estreita faixa de variagdo de salinidade enquanto teledsteos
eurihalinos toleram uma ampla faixa de variagdo de salinidade. Dentre as
espécies eurihalinas, existem espécies que migram da agua doce para agua do
mar e vice-versa, sendo chamadas diadromas (e.g.: EVANS et al., 2005;
FREIRE et al., 2008) (Figura 1).
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Ambiente Agquatico;

AGUA DO MAR ESTUARIO AGUADOCE

|
35 32 0.5 0

Salinidades nos diferentes ambientes aguaticos ()
partes por mil

Figura 1 — Esquema que representa a migragdo, ou tolerdncia de um animal aquatico a
pequenas variagbes de salinidade (setas brancas), caracterizando espécies estenohalinas, e
espécies que toleram amplas faixas de salinidade (setas vermelhas), até mesmo com a
migracdo entre agua doce e agua do mar (setas amarelas), caracterizando, respectivamente,
espécies eurihalinas e diadromas. Fonte: a autora.

A eurihalinidade pode ser avaliada por dois protocolos de transferéncia a
variagcbes de salinidade. O protocolo gradual, que possibilita uma pré-
aclimatacédo em salinidades intermediarias, anterior a salinidade limite, e o
protocolo abrupto, com a transferéncia direta a salinidade experimental limite.
As respostas osmorregulatérias sdo desencadeadas conforme estimulos de
osmosensores e pode ser mediada também por ag¢des hormonais
(McCORMICK & BRADSHAW, 2006), e podem ocorrer em curto ou longo
prazo. Quando diante de um desafio salino, as respostas de curto prazo se dao
pelo funcionamento de proteinas osmorregulatorias constitutivas, ja expressas
(e.g.: EVANS & CLAIBORNE, 2009). Por outro lado, respostas de longo prazo
dependem do potencial de regulacdo da expressao das proteinas que atuam
na osmorregulacdo, quando apenas o funcionamento das proteinas

constitutivas nao é suficiente (e.g.: EVANS et al., 2005). Independente do
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mecanismo de ativacdo, tanto teledsteos marinhos quanto dulcicolas devem
manter sua concentragdo ibnica interna, garantindo a hidratacéo tecidual
(WOOD & PART, 1997; SAKAMOTO et al., 2001; FREIRE et al., 2008).

Os teledsteos gastam energia quimica para efetivar a regulagdo idnica
de seu meio interno, que se mantém diferente das concentracdes idnicas do
meio externo (e.g.: EVANS et al., 2005; FREIRE et al., 2008). Portanto, séo
caracterizados como osmorreguladores (e.g.: EVANS & CLAIBORNE, 2009).
Assim, teledsteos que habitam ou migram para o ambiente marinho devem se
manter hipoosmoticos (350-400 mOsm/kg), mantendo o meio interno menos
concentrado que o meio externo (e.g.: EVANS et al.,, 2005; FREIRE et al.,
2008). A hiporregulacéo se faz através da ingestao de agua, excreg¢ao de urina
isosmaética (com excregao de ions divalentes), e secregao ativa de ions por
epitélios de troca, como através do epitélio branquial, que mantém contato
direto com o meio externo (EVANS & CLAIBORNE, 2009) (Figura 2A). Por sua
vez, teledsteos que habitam ou migram para o ambiente dulcicola devem se
manter hiperosmoticos (250-400 mOsm/kg), ou seja, manter o meio interno
mais concentrado que o meio externo. Para hiperosmorregular, ha a ingestao
de agua apenas durante a alimentagao, a redugao da permeabilidade corporal
(EVANS & CLAIBORNE, 2009), excre¢cdo de urina diluida (MARSHALL &
GROSSELL, 2006) e captagao ativa de ions, realizada principalmente pelo
epitélio branquial (Figura 2B) (EVANS et al., 2005).
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Figura 2 — Modelo esquematico dos mecanismos (A): hipoosmorregulatérios utilizados por
teledsteos em agua do mar. (B): hiperosmorregulatérios utilizados por teledsteos em agua
doce. Traduzido de WILLMER et al., 2005.

1.2 Fisiologia e papel das brédnquias na osmorregulagéo

Em sua estrutura geral, as branquias dos teledsteos sdo formadas por
duas hemibranquias lateralizadas, que sao sustentadas pelo arco branquial.
Delas partem quatro holobranquias. Nas holobranquias inserem-se numerosos
filamentos branquiais que apresentam inumeras lamelas secundarias (Figura
3A). A diregéo do fluxo sanguineo por entre as células lamelares é contraria a

diregao do fluxo de agua do meio externo. Isto gera um fluxo contracorrente
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(Figura 3B) entre a agua o meio interno, que otimiza a troca entre gases
respiratorios e de agua e solutos (e.g.: EVANS et al, 2005; EVANS &
CLAIBORNE, 2009).

sangue desoxigenado

A B N

fluxo de
sangue

holobranquia

hemibranquia
fluxo de

agua

Figura 3 — (A): Esquema de uma branquia de teleésteo. Adaptado de EVANS & CLAIBORNE,
2009 (B): Representacao do fluxo contracorrente em lamelas branquiais de teledsteos.
Traduzido de WILLMER et al., 2005.

No epitélio branquial, existem células que possuem proteinas expressas
com atividades relacionadas ao transporte idnico. Entre estas células, cerca de
10% sao iondcitos denominados de células de cloreto (denominagdo dada a
mesma funcionalidade de células intercalares em rins de mamiferos) ou células
ricas em mitocéndrias (Mitochondrion Rich Cells - MRC’s) (EVANS et al., 2005;
EVANS & CLAIBORNE, 2009). Os 90% restantes sao representados por
células pavimentares (e.g.: EVANS et al, 2005) que também possuem
capacidade de regular volume e realizar trocas gasosas (LEGUEN & PRUNET,
2004). As células pavimentares que participam da osmorregulagao possuem
grande quantidade de mitocéndrias (MOYES & SCHULTE, 2009). Porém,
aparentemente a contribuicdo das células pavimentares para a regulagéo
ibnica € menor do que em MRC'’s. Portanto, ndo ha uma separacédo absoluta
entre as fungdes e caracteristicas destes dois tipos de células (MARSHALL &
GROSELL, 2006). Os tipos e as quantidades de proteinas existentes nestas

células, bem como o numero e a morfologia destes tipos celulares podem
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sofrer influéncia da salinidade do meio externo (UCHIDA, 2000; HWANG, 2009;
OUATTARA et al., 2009; HWANG et al., 2011) (Figura 4).

Figura 4 — Epitélio branquial de mumichog (Fundulus heteroclitus) observado em Microscopia
Eletrénica de Transmiss&o. (A): &gua do mar e (B): apds 30 dias de transferéncia a 4gua doce.
MRC: célula rica em mitocdndria (célula de cloreto). As setas destacam a formagé&o em cripta
da membrana apical da MRC quando em agua do mar, e as microvilosidades quando em agua
doce. CPV: célula pavimentar. Traduzido de EVANS et al., 2005.

1.3 Mecanismos de regulagéo ibnica: secre¢do e captagéo ativa de ions

Em modelos tedricos para a secregao ativa de ions em branquias de
teledsteos, tanto as células MRC’s como as pavimentares apresentam canais
apicais de CI para a secrec¢ao ativa do ion (WOOQOD et al., 2002; EVANS et al.,
2005). Nas MRC'’s outros transportadores sao identificados, como a isoforma
secretora (basolateral) do cotransportador eletroneutro Na*- K*- 2CI" (ou NKCC)
que permite o transporte de NaCl para o meio intracelular (HORISBERGER et
al., 1991; JORGENSEN et al., 2003; WEHNER et al., 2003; STRANGE, 2004).
Este transporte é direcionado pela geracédo de um gradiente de Na* criado pelo
funcionamento da enzima Na*,K*-ATPase (NKA) basolateral (WILSON, 2007).
Esta enzima & responsavel por promover a saida de 3 Na' para o meio
extracelular em troca de 2 K* para o interior da célula. Este transporte gera o
gradiente que também permite a secrecdo de Na® por via paracelular (e.g.:
EVANS & CLAIBORNE, 2009) (Figura 5). Nos modelos de secrecao ibnica as
MRC’s estdo associadas a células acessoérias, que fazem parte integral do

mecanismo, devido a auséncia de tigh junctions nas MRC’s (WILSON, 2007).
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Figura 5 - Modelo esquematico de célula branquial de teledsteos com o mecanismo proposto
para a secrecao ibnica em agua do mar. Canais i6nicos de CI" (em vermelho) sdo localizados
nas células pavimentares (CPV) e células ricas em mitocondria (MRC - célula de cloreto) e
permitem a secrecdo do ion. O transporte de NaCl para o meio intracelular é feito pelo
cotransportador Na*,K*,2CI" (NKCC, em azul). A Na®, K'-ATPase (NKA, em roxo) permite a
saida do Na* para o meio extracelular. A ciclagem do K" é feita através de canais basolaterais,
e a secrecdo de K, por canais apicais (em laranja). A secrecéo de Na" se faz via paracelular
(em verde). IC: meio intracelular. EC: meio extracelular. Modificado de MARSHALL, 2002.

Os mecanismos osmorregulatérios envolvidos para a captagédo de ions
sao direcionados pelo funcionamento de uma enzima citosélica encontrada nas
MRC’s, chamada anidrase carbbnica (AC). A AC, a partir da catélise de
hidratagdo do dioxido de carbono (H,O+CO2+H,CO3-H'+HCO3) gera
subprodutos que s&o utilizados na captagcdo de NaCl, realizada por outros
transportadores. O HCO7; é utilizado como substrato para a captagdo de CI
nas MRC’s e em células pavimentares; e o H*, para a captacdo de Na* apenas
nas MRC’s (e.g.: EVANS et al., 2005).

Para a captacao de CI" ha o funcionamento do trocador apical CI/HCO;
Esta captagao se da através do transporte de HCO’; para o meio extracelular
em troca do transporte de CI" para o interior da célula (e.g.: WOOD et al., 2002).
O CI" entao é transportado para o plasma por via transcelular ou por canais
basolaterais (e.g.: MARSHALL et al., 2002; EVANS et al., 2005).

Para a captacdo de Na’, dois mecanismos sdo propostos. Estes
mecanismos envolvem o funcionamento do trocador apical Na*/H* (NHE), e da

V-H*-ATPase apical. Alguns autores sugerem que este mecanismo esta
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associado a origem dos teledsteos (NHE para origens marinhas e V-H'-
ATPase para espécies dulcicolas) (WILSON, 2007). Independente do
mecanismo de captacdo, é a NKA que promove o transporte de Na* para o
plasma (e.g.: EVANS et al., 2005).

A existéncia do NHE em branquias de teleésteos € sugerida devido a
resultados com o bloqueador fenamil, que é um bloqueador de canais de Na”.
Em experimentos realizados rm anfibios, a utilizacdo da droga nao resultou no
bloqueio total da captagdo de Na®. Em teledsteos, como a truta arco-iris
(Oncorhynhus mykiss), por sua vez, este bloqueio foi total (GOSS et al., 2011).
Em tilapia mogambicana (Oreochromis mossambicus), a expressao de NHE foi
identificada em branquias e rins, sendo maior em agua doce quando
comparada a agua do mar (HIROI et al., 2008). Ainda em tilapia mogambicana,
a marcacao de NHE foi identificada apenas em células branquiais acessorias
(WILSON et al., 2000) - células associadas a MRC’s nos modelos de secrecao
idnica (WILSON, 2007).

Em teledsteos dulcicolas, o principal mecanismo reconhecido para a
captacdo de Na* se faz pelo funcionamento da V-H*-ATPase apical. A V-H'-
ATPase gera gradiente eletro-quimico favoravel a entrada do Na®, através de
canais especificos, por meio da externalizagdo do H* produzido pela reagdo
realizada pela AC (e.g.. EVANS et al, 2005) (FENWICK et al., 1999;
McCORMICK et al., 2009) (Figura 6).
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Figura 6 - Modelo esquematico de célula branquial de teleésteos com o mecanismo proposto
para a captagdo ibnica em agua doce. A reagdo enzimatica da anidrase carbdnica AC (em
azul), no interior das células ricas em mitocondria (MRC - célula de cloreto) tem como
subprodutos H* e HCO’5. Ambos servem como substrato para o funcionamento dos trocadores
apicais CI/HCO’; (em verde) e Na'/H® (NHE, em cinza) e da V-H"-ATPase apical (em
vermelho). O trocador CI/HCO’; também esta presente em células pavimentares, CPV. Canais
basolaterais de CI" (em vermelho) na CPV transportam o ion para o plasma. A V-H'-ATPase
promove a saida de H*, que gera um gradiente favoravel a entrada de Na®, através de canais
(em amarelo). A Na",K'-ATPase (NKA, em roxo) transporta o Na" captado para o plasma do
organismo, além de promover a entrada do K*, que é ciclado por canais basolaterais (em
laranja). IC: meio intracelular. EC: meio extracelular. Modificado de MARSHALL, 2002.

1.4 Justificativas

Na literatura pesquisida, se observa uma caréncia de estudos que
abordem os protocolos de transferéncia (gradual ou abrupto) utilizados em
estudos com teledsteos, e sua possivel interferéncia na eurihalinidade. Da
mesma forma, nao foi encontrado na literatura pesquisada nenhum artigo de
NKA e V-H"-ATPase em lambari, piracanjuba, carpa capim, tilapia do Nilo,
bauna, robalo e baiacu, que foram teledsteos estudados na tese, que
identificasse a marcacdo ou a relacdo entre estas marcacdes e atividades
enzimaticas com a historia evolutiva ou o ambiente dos teledsteos estudados.
A marcagao de enzimas ndo possui muitos estudos, mesmo em grupos de

teledsteos ndo analisados nesta tese.



28

1.5 Hipoteses

Capitulo 1:
- O protocolo de transferéncia interfere na discussdo da eurihalinidade do

teledsteo.
- A transferéncia gradual aumenta a salinidade limite tolerada e o tempo

tolerado na salinidade limite.

Capitulo 2:
- A enzima NKA tenha uma localizagdo mais concentrada (localizada) em

teledsteos diadromo e marinho/estuarino, com maiores atividades enzimaticas
do que dulcicolas;

- Os peixes dulcicolas primarios possuam uma localizagcdo mais espalhada
(dispersa, menos localizada) de V-H*-ATPase, sendo esta mais abundante em

teledsteos ducicolas, com maiores atividades enzimaticas.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Identificar a influéncia do protocolo de aclimatagao sobre os padrbes de
eurihalinidade de teledsteos e relacionar a distribuicdo da NKA e V-H*-ATPase
constitutivas de teledsteos de agua doce e aclimatados em agua do mar com

suas histérias evolutivas e com o ambiente aquatico que foram coletados.

2.2 Objetivos especificos

Capitulo 1:
- |dentificar, através da anadlise de resultados da literatura, se o protocolo de

transferéncia interfere no grau de eurihalinidade do teledsteo.

Capitulo 2:
- Relacionar o padrao de distribuicdo e atividades enzimaticas da NKA e V-H'-

ATPase de teledsteos dulcicolas primarios e secundarios de agua doce e

tele6steos aclimatados em agua do mar;
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- Sugerir a ancestralidade dos teledsteos, a partir de informagdes da literatura e

dos resultados da tese.
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CAPITULO 1

Analise de literatura sobre protocolos de transferéncia a diferentes
salinidades e a influéncia no grau de eurihalinidade de teleésteos.
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RESUMO

A tolerancia fisiolégica de um organismo aquatico a diferentes salinidades
determina seu grau de eurihalinidade. Animais estenohalinos toleram uma
pequena faixa de variagdo de salinidade, enquanto animais eurihalinos toleram
uma ampla faixa de variagdo de salinidade. Quando os teledsteos séo
submetidos a uma variagao de salinidade, o organismo pode ser capaz de
ativar respostas compensatérias a este estresse. Estas respostas se
configuram em respostas de curto prazo, sem a ativagdo de expressdes
génicas para regular a atividade de proteinas, e longo prazo, podendo alterar a
taxa de expressao de proteinas. A ativacido destas respostas pode ser
diferenciada conforme o desenho experimental escolhido pelo pesquisador,
através da definicdo do protocolo e intensidade ou duracdo do desafio salino
imposto. Estudos que identificam a tolerancia de teledsteos podem ser
realizados através de protocolos de transferéncia gradual ou abrupta a
diferentes salinidades. Em ambos os protocolos, o pesquisador pode optar por
investigar as respostas osmorregulatérias conforme o tempo de exposigdo a
uma determinada salinidade. No modelo teérico de SCHULTZ & McCORMICK
(2013), que serviu de base para idealizar o capitulo desta tese, a transferéncia
gradual permite um maior tempo de tolerancia do teledsteo na salinidade limite
tolerada, e/ou uma maior salinidade limite tolerada. Artigos foram analisados
(1974-2016) através da base de busca Web of Science (107 artigos). Destes,
52 foram com transferéncias graduais, e as metodologias mais utilizadas foram
de analise de sobrevivéncia, osmolalidade e hidratagao tecidual. Foi possivel
identificar que espécies diadromas foram as mais utilizadas em estudos com
transferéncias graduais e/ou abruptas. As ordens Perciformes e Salmoniformes
foram as mais estudadas. A correlacdo de Pearson permitiu observar que em
teledsteos dulcicolas submetidos a transferéncias graduais a aumentos de
salinidade, ha um maior tempo de tolerancia na salinidade limite, confirmando
parcialmente o modelo tedrico de SCHULTZ & McCORMICK (2013). Na analise
de cada estudo, pode-se observar que em geral, os teledsteos possuem uma
maior tolerancia diante transferéncias graduais, além de manter de forma mais
adequada as concentragdes ibnicas e hidratagdo tecidual. A atividade ou
expressdo da NKA (Na®,K'-ATPase) em geral aumenta com o aumento de
salinidade, e a de V-H-ATPase diminui com o aumento de salinidade. A
tolerancia dos teledsteos em diferentes salinidades pode ser influenciada por
sua histdria evolutiva (que interfere em sua capacidade de ativar mecanismos
osmorregulatorios), e também parece estar mais relacionada ao tempo de
exposicao a diferentes salinidades do que a transferéncia gradual ou abrupta.

Palavras-chaves: eurihalinidade, transferéncia gradual e/ou abrupta, respostas
osmorregulatérias, tempo de ativagéo
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ABSTRACT

The physiological tolerance of an aquatic organism to different salinities can
determine your eurihalinity. Estenohaline animals tolerate a small range of
salinity variation, while eurihaline animals tolerate a wide range of salinity
variation. When teleosts are submitted to a salinity variation, they can be able to
activate compensatory respondes to this stress. These responses can be of
short term, without regulation of proteins, and long term, when the expression of
proteins can be changed. These responses can be differentiated according the
experiment chosen by the researcher, through the protocol, intensity and
duration of the salinity challenge. The studies that identify the teleosts tolerance
can be made through gradual or abrupt exposures to different salinities. At both
of protocols, the researcher can investigate osmorregulatory responses
according the time of exposure at a salinity. In theoretical model of SCHULTZ &
McCORMICK (2013), which was the basis for to think in this chapter, the
gradual exposure allows a higher tolerance time at limit salinity, and/or a higher
salinity tolerated. Papers were analyzed (1974-2016) through Web of Science
(107 papers). Of total papers, 52 were with gradual exposure, and the
tolerance, osmolality and tissue water content were the most used
methodologies. It was possible to identify that diadromous species were the
most used for both protocols. The Perciformes and Salmoniformes orders were
the most studied. Pearson Correlation allowed to observe that freshwater
teleosts have a higher tolerance time at limit salinity when submitted to gradual
increase of salinity, partially confirming the theoretical modelo f SCHULTZ and
McCORMICK (2013). At each study anlysis was observed that, in general,
teleosts have a higher tolerance at gradual exposure, besides the better
maintenance of ionic levels and tissue water content. The activity or expression
of the NKA (Na*,K*-ATPase) increase with salinity increase, in general, and of
the V-H'-ATPase decrease with salinity increase. The teleosts tolerance can
be influenciated by evolutionary history (that interfere in osmoregulatory
ativations), and also seems to be related with the exposure time to different
salinities than gradual or abrupt exposures.

Key-words: euryhalinity, gradual and/or abrupt exposure, osmoregulatory
responses, activation time
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1 INTRODUCAO

1.1 Osmorregulagéo, eurihalinidade e desenho experimental

A distribuicdo de teledsteos no ambiente aquatico esta relacionada com
a capacidade destes organismos tolerarem diferentes variaveis ambientais
(como temperatura, pH e salinidade). A osmorregulagado esta relacionada a
manutengcdo de agua e sal no plasma e, portanto, influencia na tolerancia do
animal a salinidade, conforme as respostas celulares ativadas, de curto e longo
prazo (BUCKUP, 1999). Os tempos de ativacdo de respostas
osmorregulatérias podem influenciar a tolerancia fisiolégica da espécie
estudada (SCHULTZ & McCORMICK, 2013) e portanto, sua migragdo e/ou
estabelecimento para ambientes aquaticos com distintas salinidades.

Portanto, a utilizacdo de diferentes protocolos de transferéncia (gradual
ou abrupto) a diferentes salinidades podem influenciar no grau de
eurihalinidade dos teledsteos (SCHULTZ & McCORMICK, 2013). Em
transferéncias graduais o organismo & submetido a variacdo de salinidade de
uma forma que o permita se aclimatar a salinidade anterior (Figura 1.1A). Neste
protocolo, a pré-aclimatacdo possibilita a espécie aumentar as chances de
resistir a transferéncias subsequentes a outras salinidades (SCHOFIELD et al.,
2010), ja que permite um maior tempo para o organismo ativar respostas, até
nivel génico, como reducdes ou aumentos de expressdes de RNAm (FIOL &
KULTZ, 2007).

Em transferéncias abruptas (ou diretas), a transferéncia para a
salinidade desejada se faz a partir da salinidade controle sem periodos de pré-
aclimatacéo (Figura 1.1B). Isto permite ativar mecanismos compensatorios,
como as atividades enzimaticas. No entanto, nem todos organismos
conseguem ativar respostas de longo prazo (FIOL & KULTZ, 2007). O estresse,
por ser mais severo, em principio diminui a possibilidade de tolerancia do
animal quanto maior a variagao do agente estressor (SCHOFIELD et al., 2010).
Por isto, em modelo tedrico de SCHULTZ & McCORMICK (2013) relacionando
o protocolo de transferéncia com o tempo de tolerancia na salinidade limite, é

demonstrado que em transferéncias graduais ha um maior tempo de tolerancia



36

na salinidade limite. Adicionalmente, em teoria, a salinidade limite também é

maior do que a identificada em transferéncias abruptas.
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Figura 1.1 — Representagdo de uma transferéncia gradual (A) e abrupta (B), em aumentos e
redugcbes (setas tracejadas) de salinidade. Nestes exemplos, a variavel estressora (e.g.:
salinidade) é o principal fator que diferencia as respostas fisiolégicas. No experimento gradual
o animal aquatico atinge a salinidade limite a partir da submissao de salinidades intermediarias
(pré-aclimatacéo). Na exposi¢ao abrupta, a transferéncia da salinidade controle a experimental
é direta. S4 representa a salinidade maxima experimental, e SO, a de minima. Fonte: a autora.

Transferéncias graduais, portanto, permitem uma melhor avaliagdo da
tolerancia crénica dos animais expostos a diferentes salinidades, necessitando
um menor numero de peixes para se obervar o resultado da possivel
interferéncia da salinidade nas respostas osmorregulatérias. Por outro lado, a
simplicidade do desenho experimental no caso da transferéncia abrupta
permite melhor comparacao entre estudos. Ela é também a melhor opgao para
entender e/ou explicar a tolerancia de animais dulcicolas em estuarios, onde os
animais podem ser rapidamente expostos a grande variagdo de salinidade
(SCHULTZ & McCORMICK, 2013). Obviamente, na natureza, a aproximagao a
um ambiente estuarino pode também ser gradual, mas o teste abrupto em
laboratorio pode permitir inferéncias mais seguras a respeito da tolerancia dos
peixes ao aumento brusco ou reducao brusca de salinidade, conforme o caso.

Tanto em transferéncias graduais ou abruptas, o tempo para coleta e
analise de amostras podem ser feitos por experimentos cronicos ou agudos, de
acordo com a duracdo total do experimento. Experimentos cronicos sao

aqueles em que o organismo fica exposto a determinada variavel a um tempo
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geralmente longo, que pode levar semanas para se retirar o organismo e
avaliar suas condigdes fisiolégicas. Quando o protocolo é agudo, o tempo de
analise destas condigbes pode levar desde horas a dias, retirando algumas
amostras da populagdo conforme o tempo. Neste exemplo, transferéncias
graduais podem ser realizadas quando a mudanga de salinidade ocorre ao
longo de 5-10% do tempo total de transferéncia. Portanto, exposi¢cdes agudas
geralmente acompanham transferéncias abruptas a variacées de salinidade.

A variagao de salinidade que os teledsteos encontram no ambiente
natural sdo identificadas em regides costeiras ou entre-marés do oceano, e em
estuarios, que sdo corpos d’agua entre os ambientes dulcicola e marinho
(BRUSCA & BRUSCA, 2005). Desta forma, espécies que toleram aguas
estuarinas devem comportar uma estratégia que permita regular com eficiéncia
a secrecao e captacao ativa de ions, conforme o ambiente que vivem e
eventuais mudangas de salinidade a que sejam expostas, dado que peixes sao
osmorreguladores (e.g: EVANS et al., 2005). Assim, tele6steos que migram ou
habitam estuarios devem possuir estratégias osmorregulatorias para lidar com
salinidades variaveis (WILLMER et al., 2005).

Existem mais espécies marinhas em estuarios do que dulcicolas. Isto &
resultado de restrigdes fisioldgicas. Também, de maneira interessante, em seu
ciclo de vida, teledsteos marinhos entram em diversos periodos em estuarios
de forma mais frequente que dulcicolas. Aparentemente, € mais “facil” para o
teledsteo marinho migrar para a agua doce do que para o teleésteo dulcicola
migrar para o oceano. Uma das razbes para isto é a de que o aumento de
salinidade pode acarretar em desnaturacado de proteinas com maior facilidade
do que em reduc¢des de salinidade (FREIRE & PRODOCIMO, 2007).

A eurihalinidade em teledsteos define qual a faixa da tolerdncia em
relacdo a variagao de salinidade (FREIRE et al., 2008). A eurihalinidade pode
se distinguir em sentidos ecologicos e fisioldégicos. Enquanto a eurihalinidade
ecologica refere-se a ocorréncia da espécie em agua doce, salobra ou do mar
(halohabitat), a eurihalinidade fisiolégica faz referéncia a capacidade que a
especie tem de tolerar a salinidades destes ambientes aquaticos, ou mesmo a
variagdo de salinidade entre os mesmos (SCHULTZ & McCORMICK, 2013).
Assim, animais aquaticos estenohalinos toleram estreitas faixas de variagdes

de salinidade, enquanto os eurihalinos podem migrar e eventualmente se



38

estabelecer em distintas salinidades. Entre as espécies eurihalinas, existem
teledsteos que tém o periodo reprodutivo em agua doce, mas habitam agua do
mar (anadromos) e os que migram da agua doce para a agua do mar para o
periodo reprodutivo (catadromos) (WILLMER et al., 2005).

O grau de eurihalinidade de uma espécie depende em conjunto dos
mecanismos de osmosensores na sinalizacdo do possivel estresse osmotico
(FIOL & KULTZ, 2007). Quando eficazes, estes mecanismos possibilitam uma
resposta de ajuste e evitam a morbidade e mortalidade do organismo. A morte
do organismo € a primeira avaliagdo para determinar o grau de tolerancia de
uma espécie ou do estagio de vida desta espécie a uma variagdo de
salinidade. Possiveis mudangas na osmolalidade ou concentragcbes idnicas
(SCHULTZ & McCORMICK, 2013) e desidratagao tecidual (FREIRE et al.,
2008) também sao metodologias para se avaliar esta tolerancia.

A tolerancia fisiologica, portanto, esta relacionada com a ativagao de
mecanismos compensatorios que permitam o teledsteo manter a homeostase
sem configurar um estresse osmotico. Qual a possivel influéncia do protocolo

de transferéncia a variagdes de salinidade sob esta tolerancia fisiolégica?
1.2 Idealizagéo do capitulo

Os autores SCHULTZ & McCORMICK (2013), que propuseram o modelo
tedrico em que a transferéncia gradual aumenta a salinidade limite tolerada e o
tempo tolerado nesta salinidade, pesquisaram artigos em peixes que tratassem
de transferéncias a variagbes de salinidade, entre os periodos de 1971-2012,
com a base de pesquisa Aquatic Sciences and Fisheries Abstracts. Como
poucas referéncias analisaram a tolerdncia em elasmobranquios (peixes
cartilaginosos, nao teledsteos), e nenhuma em sarcopterigios (peixes 0sseos,
nao teledsteos), os autores confinaram a andlise em 108 estudos com 141
teledsteos. A partir deste montante, os autores elaboraram a filogenia entre as
espécies/familias conforme seus graus de tolerancia.

A partir da leitura deste estudo, e dos resultados de CERON (2012), que
demonstrou a sobrevivéncia de tilapias do Nilo transferidas a 20%. por 24

horas, de forma abrupta, foi discutido a elaboracdo deste capitulo tedrico, para
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identificar as principais diferengas entre os protocolos experimentais de

transferéncia em diferentes salinidades.

2 OBJETIVO

Investigar, pela literatura, a relagao entre os protocolos de transferéncias
de salinidade com a tolerancia fisiolégica (eurihalinidade) de teledsteos

submetidos a diferentes salinidades.

3 METODOLOGIA

Buscas no Web of Knowledge e Web of Science, de literatura
relacionada aos efeitos de salinidades diferentes sobre a sobrevivéncia,
homeostasia extracelular, e atividades enzimaticas branquiais de peixes
teledsteos, em exposicoes abruptas e/ou graduais. As palavras chaves de
busca foram: *espécie e/ou grupo + *osmoregulation ou water content ou
enzyme activities + abrupt exposure ou gradual exposure.

O levantamento de dados na literatura, através das bases Web of
Science e Web of Knowledge pelo periddico da Capes, entre os meses de
05/2010 a 19/08/2016, datados de 1974-2016. Primeiramente foi feita uma
analise quantitativa dos artigos pesquisados, para cada tipo de transferéncia e
metodologia, relacionando as espécies utilizadas nos mesmos, aos distintos
grupos (ordens) e ambientes. Depois, foi feita a analise da correlagdo entre
transferéncia x salinidade x tempo através de correlacdo de Pearson, com nivel
de significancia de « 0,05. Para esta analise, foram avaliados apenas artigos
que fazem referéncia direta da sobrevivéncia dos teledsteos conforme o
desafio salino.

Pela correlagdo de Pearson (transferéncia x salinidade x tempo de
tolerdncia) para tele6steos marinhos e/ou estuarinos, a transferéncia néo
interfere na salinidade tolerada. Também, para estes ultimos, quanto maior a
salinidade menor a tolerancia de tempo. Para avaliar de forma mais efetiva esta
interferéncia entre salinidade x tempo, foi calculada a diferengca entre a

salinidade aclimatada e a salinidade experimental, e novamente feito a
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correlagdo de Pearson para estes teledsteos (marinhos ou estuarinos). Isto
pois, para um teledsteo marinho, por exemplo, a aclimatagao de 35%. para uma
salinidade 30%., com um gradiente de 5%., gera - a principio, menor desafio
salino do que um teledsteo aclimatado em 15%. transferido para 30%o
(gradiente de 15%o0). Nesta segunda analise de correlagdo (com o gradiente de
salinidade, e ndo a salinidade diretamente), ndo houve interferéncia entre as
variaveis transferéncia x salinidade x tempo de exposicao.

Em teledsteos dulcicolas submetidos a aumentos de salinidade, a
correlagao foi positiva entre a transferéncia gradual e o tempo de exposigao, ou
seja, quando comparada a transferéncia abrupta, a transferéncia gradual

permite um maior tempo de exposi¢cado na salinidade limite.

4 RESULTADOS
4.1 Quantidade de estudos/protocolos e metodologias

Dos 107 artigos analisados, 52 utilizam a transferéncia gradual para a
avaliacdo da tolerancia fisiologica de teledsteos diante desafios salinos. As
metodologias que avaliam mecanismos osmorregulatorios de curto prazo,
como regulagdo da concentragao idnica e hidratagao tecidual, além das taxas
de sobrevivéncia (tolerancia) sdo as mais utilizadas, visto que ja respondem se
o animal é ou ndo tolerante. E observado o aumento de estudos de proteinas
osmorregulatorias, de forma a complementar, ou explicar, como se da estas

respostas osmorregulatérias (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 — Numero de estudos com suas metodologias principais (1974 — 2016): 107 artigos,
utilizados para compilar todos os resultados presentes neste capitulo. Estes artigos
pesquisados estdo listados nas referéncias. (A): Estudos com transferéncias graduais e
abruptas (B): Estudos com transferéncias graduais (C): Estudos com transferéncias abruptas.

(A)

Transferéncia abrupta e 1974-1999 2000-2010 2011-2016 TOTAL

gradual

SOBREVIVENCIA (SOB) 0 2 0 2
AC 0 0 0 0

NKA 0 0 0 0
V-H'-ATPase 0 0 0 0




PROTEINAS (PROT) 0 0 1
TH/OSM (ou células, 0 0 1
crescimento, hormdnios e rins)
PROTEINAS/TH/OSM 0 3 4
SOB/PROT/TH/OSM 1 2 4

-
N

(B)

Transferéncia gradual 1974-1999 2000-2010 2011-2016 TOTAL

SOBREVIVENCIA (SOB) 2

AC 1

NKA 2

V-H'-ATPase 0

PROTEINAS (PROT)
TH/OSM (ou células,

crescimento, hormonios e rins)

PROTEINAS/TH/OSM 5
SOB/PROT/TH/OSM 0

OO DNOW
SADNO

|
w

(@)
NO NPOO - -~

NN

52

(C)

Transferéncia abrupta 1974-1999 2000-2010 2011-2016 TOTAL

SOBREVIVENCIA (SOB)
AC
NKA
V-H'-ATPase
PROTEINAS (PROT)
TH/OSM (ou células,

crescimento, horménios e rins)

PROTEINAS/TH/OSM 2
SOB/PROT/TH/OSM 3

~o0ocoo -
W= NN=2NOA
wh N_,o0o-0O0

O W= wo O,

8o~
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4.2 Quantidade de espécies/ordens utilizadas

A soma da quantidade de espécies utilizadas entre os 107 artigos
pesquisados foi de 67. As ordens mais representativas sdo da ordem
Perciformes, que possui bastante espécies eurihalinas com 18 espécies

utilizadas, e 15 da ordem Salmoniformes, sendo 10 espécies diadromas.
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4.3 Salinidade limite e tempo de exposicdo na salinidade limite conforme os

protocolos de transferéncia

Através da correlagado de Pearson, foi possivel identificar a auséncia de
interferéncia entre o tipo de transferéncia (gradual e abrupta), a salinidade
limite experimental e o tempo de exposi¢cdo na salinidade limite tolerada para
teleésteos marinhos ou dulcicolas submetidos a aumentos ou reducbes de
salinidade (Figura 1.3 A). Ja para teledsteos dulcicolas submetidos a aumentos
de salinidade, foi possivel identificar uma correlagcdo positiva entre a
transferéncia gradual e o tempo de exposigao na salinidade limite tolerada. Ou
seja, a transferéncia gradual permite um maior tempo de tolerdncia na

salinidade experimental (Figura 1.3 B).
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Figura 1.3 — Correlagéo de transferéncia x salinidade x tempo de tolerancia entre (A) teledsteos
marinhos e/ou estuarinos aclimatados em agua salobra ou agua do mar (24 artigos para a
transferéncia gradual e 39 para a abrupta) e (B): teledsteos dulcicolas e/ou estuarinos
aclimatados em agua doce (32 artigos para a transferéncia gradual e 36 para a abrupta) (1974
— 2016): 75 artigos. Os artigos que nao trataram diretamente da toleréncia, se supls a
sobrevivéncia de 100% para a metodologia desenvolvida. Os artigos néo avaliados (32) para
elaborar o grafico sdo artigos que tratam de células (morfologia a partir de aclimatacdo ou
ensaio in vitro), locus génico de uma populacdo, salinidade combinado com metal e/ou
temperatura, avaliagdo na prépria salinidade aclimatada (sem transferéncia a outra salinidade),
avaliagao no local de coleta ou tolerancia em dias apés a eclosao. Estes artigos somam os 107
utilizados para compilar todos os resultados presentes neste capitulo. Estes artigos
pesquisados estao listados nas referéncias.

4.4 Resultados principais dos artigos pesquisados, conforme o protocolo de

transferéncia utilizado

A analise de cada artigo permitiu identificar as principais similaridades e
diferengas entre as transferéncias graduais e/ou abruptas em protocolos de
variagdes de salinidade, entre as ordens e habitats de diferentes teledsteos. De
maneira geral, a osmolalidade € maior em maiores salinidades, bem como a
atividade branquial de NKA. A atividade de V-H"-ATPase em geral € menor em
maiores salinidades, e nem sempre a expressao destas proteinas foi alterada
diante desafios salinos. A salinidade limite tolerada, em valores absolutos, é
maior em transferéncias graduais, embora isto ndo tenha sido confirmado nos

resultados de correlagdo. As atividades enzimaticas também podem ser
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diferentes conforme o protocolo de transferéncia e/ou o ambiente dos
teledsteos (Tabela 1.2). Alguns dos resultados dos artigos podem ser

observados nas sessdes abaixo (4.4.1 e 4.4.2).

4.4.1 Estudos de osmorregulacdo com teledsteos, em relacdo a
transferéncia gradual e/ou abrupta (exemplos)

O jundia, Rhamdia quelen, é exclusivamente dulcicola. Sua transferéncia
abrupta para as salinidades 5, 15 e 25%o., dentro de 6 horas promove estresse
osmoético (aumento de osmolalidade e perda tecidual) na maior salinidade,
provavelmente por desajustes na atividade enzimatica da AC (SOUZA-
BASTOS & FREIRE, 2009).

O ciclideo tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, tolera aguas
hipersalinas (46%.) em transferéncias graduais (LEMARIE et al., 2004).
Estudos com protocolos de transferéncia abrupta evidenciam um tempo de
tolerancia de 24 horas em 20%. (tempo maximo observado nesta salinidade), e
até 9 horas (CERON, 2012) ou 4 horas (GUNER et al., 2005) em agua do mar
(35%0). Do mesmo género, a tildpia mossambicana O. mossambicus aclimatada
em salinidade da agua do mar nao altera sua hidratagao tecidual (TANG et al.,
2009), enquanto a transferéncia abrupta a partir da agua doce provoca
mortalidade dentro de 6 horas ja na salinidade de 30%. (HWANG et al., 1989).

Em mumichog, Fundulus heteroclitus, eurihalino, a aclimatacédo em agua
do mar e sequente transferéncia abrupta a aguas hipersalinas promove
diminuicdo da permeabilidade do epitélio intestinal dentro de 24 horas (GENZ &
GROSELL, 2011). Esta mesma espécie, quando transferida abruptamente de
agua doce a agua do mar, tem um aumento da osmolalidade a partir de 12
horas, e retorno dos valores das concentragdes idnicas a valores proximos de
agua doce, apos 4 dias (MARSHALL et al., 1999). Quando esta espécie é
aclimatada em salinidade 3,5%0 e apos transferida abruptamente para agua
doce ou agua do mar, os valores de NaCl se reestabelecem dentro de 2 horas
(WOOD, 2011). Com este mesmo desenho experimental, foi estudado o
transporte de ions no epitélio opercular. Neste estudo, as concentragdes
ibnicas foram reestabelecidas apods 7 dias (WOOD & LAURENT, 2003).
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A truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, tolera a exposigdo a agua do
mar em transferéncias graduais (PRODOCIMO et al., 2007). Este periodo
permite a espécie ajustar sua atividade enzimatica, com o aumento da
atividade de NKA e diminuicdo da de V-H*-ATPase (GILMOUR et al., 2012). Ja
a transferéncia abrupta a agua do mar promove aumento de osmolalidade
proporcional a salinidade, junto ao aumento das concentragdes idnicas de
NaCl, Mg® e K'. Estes desajustes osmorregulatérios resultam em estresse
osmoético (AL-JANDAL & WILSON, 2011) e mortalidade dentro de dois dias
(BATH & EDDY, 1979).

Desta forma, pode-se identificar que o protocolo escolhido interfere na
tolerancia da espécie, possivelmente devido aos desajustes osmorregulatorios

mais severos diante da transferéncia abrupta.

4.4.2 Estudos de osmorregulagdo com teledsteos, em relagcdo a

transferéncia cronica ou aguda (exemplos)

Protocolos de transferéncia gradual ou abrupta podem ter tempos de
avaliacao diferenciados, conforme a exposi¢cao crénica (longo prazo, dias) ou
aguda (curto prazo, geralmente horas). Este tempo de avaliagao pode refletir o
tempo de ativacdo de respostas osmorregulatorias nas espécies avaliadas.
Quando o desenho experimental compara os resultados da transferéncia
abrupta com a gradual, podemos relacionar estes protocolos com os tempos
analisados. Também podemos analisar distintos efeitos de uma exposicao
cronica ou aguda quando distintos tempos sao feitos para a avaliacdo de
respostas osmorregulatérias.

AL-AMOUDI (1987) demonstrou que em transferéncia gradual, algumas
espécies de tilapias foram capazes de sobreviver a agua do mar, quando
mantidas por dois dias em salinidades menores. Também foi identificado que o
tempo médio de aclimatagdo em salinidades mais baixas, para se atingir a
salinidade limite, foi de 4 a 8 dias. Ja em transferéncia abrupta para agua do
mar ha 100% de mortalidade dentro de 24 horas.

Em um estudo com Killifish, F. seminolis, a transferéncia gradual foi feita
de agua doce a 32%o., com aumentos da salinidade a cada 4 horas. A taxa de

sobrevivéncia foi de 100% até 32%.. Em outro experimento, a transferéncia
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abupta de agua doce para 8, 16, 24 e 32%. teve taxas de mortalidade avaliadas
a cada hora, de 0-12 horas de experimento, a cada 6 horas, de 12-48 horas, e
a cada 12 horas, de 48-96 horas. A salinidade mais alta promoveu 100% de
mortalidade dentro de 13 horas (DIMAGGIO et al., 2009).

Em estudo de ARJONA et al. (2007) com espécies de sole senegalés,
Solea senegalensis, os autores avaliaram respostas de curto e longo prazo em
diferentes salinidades. A espécie foi transferida de forma abrupta de agua 38%o
para salinidades de 5, 15, 38 e 55%.,, e amostras foram coletadas antes da
transferéncia (grupo pré-transferéncia) e em 1, 3, 7 e 17 dias apds a
transferéncia. A osmolalidade mais baixa nas salinidades menores do que em
relacdo ao grupo controle (38%.), e a osmolalidade mais alta na maior
salinidade quando comparado também ao controle foi transiente, e apds 8 dias,
os valores da osmolalidade foram semelhantes. A atividade de NKA branquial
foi menor em 5 e 15%0 apds 7 dias, € maior em 55%0 apds 3 dias, quando
comparado ao grupo controle.

Em salmonideos, Salvelinus namaycush e S. fontinalis, quando na
transferéncia gradual, ndo houve mortalidade entre as espécies. A NKA
aumentou de atividade conforme a salinidade nas duas primeiras espécies,
enquanto em Salmo salar, a atividade foi alta ja em agua doce. Ja na
transferéncia abrupta de agua doce para 30%o, a atividade branquial da enzima
NKA aumentou em até 7 dias com mortalidades de 20 a 50% durante 6 dias de
transferéncia. Neste mesmo estudo, com Salmo salar, ndo houve mortalidade
nem diferenga nas atividades branquiais de NKA (HIROI & McCORMICK,
2007).

Em um estudo com seas breams, Sparus aurata, expostos a salinidades
de 5 a 60%o, em protocolos agudos (2 a 192 horas) e cronicos (2 semanas), a
atividade branquial da NKA manteve uma “forma de U”, ou seja, com menores
atividades em salinidades intermediarias e maiores atividades na salinidade
mais baixa e na agua hipersalina. No estresse agudo, a atividade aumentou
dentro de 24 e 96 horas, permanecendo alta até 192 horas (LAIZ-CARRION et
al., 2005).

Assim, pode-se identificar que o tempo de exposicado influencia nas
respostas osmorregulatorias, diante protocolos de transferéncia gradual ou

abrupta.
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5 DISCUSSAO

A transferéncia gradual é o principal protocolo utilizado nos estudos de
osmorregulacao com teledsteos. A regulagcado das concentragdes ibnicas foram
as principais metodologias identificadas para se avaliar a tolerancia de
telosteos tanto em transferéncias graduais quanto abruptas. Esta manutencéo,
combinada a atividade ou expressao de proteinas com potenciais
osmorregulatorios é crescente ao longo dos anos quando se avalia o protocolo
de transferéncia abrupta. A avaliagdo da concentracdo i6nica sinaliza se o
organismo esta em um ambiente desafiador para a sua homeostase. Por outro
lado, analisar as proteinas que auxiliam na manuteng¢ao destas concentragdes
pode pontuar quando ha um estresse osmaético (desregulagdo da concentragao
interna e perda da hidratagcdo tecidual) do organismo. Logo, em uma
transferéncia abrupta, as combinagcbes destas metodologias dao mais
fundamentos para a discussao do pesquisador sobre a tolerancia fisioldgica (ou
a néo tolerancia) dos teledsteos estudados.

Espécies diadromas s&o as mais utilizadas tanto em protocolos de
transferéncia gradual ou abrupta. Esta observacéo faz sentido, visto que estas
espécies possuem uma maior tolerancia fisiolégica diante de variagdes de
salinidade. Assim, os resultados podem indicar quais sdo as respostas
compensatérias utilizadas pelos teledsteos. Espécies estritamente marinhas,
nos artigos analisados, séo utilizadas apenas em protocolos de transferéncia
abrupta. De forma semelhante, espécies marinhas que podem migrar para
estuario sdo mais utilizadas em protocolos de transferéncia abrupta. Por outro
lado, espécies dulcicolas que podem migrar para estuario sdo mais utilizadas
em protocolos de transferéncia gradual. Visto que a transferéncia abrupta
configura um estresse mais severo para a tolerancia fisioldgica dos teledsteos,
estes resultados sdo coerentes com o discutido em FREIRE & PRODOCIMO
(2007), que tratam da “maior facilidade” de teleésteos marinhos tolerarem
reducdes de salinidade do que teledsteos dulcicolas, aumentos de salinidade.
As ordens Perciformes e Salmoniformes foram as mais utilizadas nos estudos
avaliados, principalmente com espécies dulcicolas que podem migrar a

estuarios (Perciformes) e diadromas (Salmoniformes).
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Pode-se observar, através da analise dos resultados dos artigos
analisados, que protocolos de aumentos de salinidade, com aclimatagdo em
agua doce ou estuarina, sdo mais frequentes quando comparados a protocolos
de reducdes de salinidade. Possivelmente, pois ha mais espécies dulcicolas
e/ou diadromas estudadas. Também se observa que a transferéncia gradual,
para teledsteos dulcicolas, aumenta o tempo de exposicdo na salinidade limite
tolerada, confirmando de forma parcial o modelo tedrico proposto por
SCHULTZ & McCORMICK (2013). Assim, pela analise da correlagao, pode-se
sugerir que o maior tempo de tolerancia na salinidade limite esta relacionado
ao tempo de ativagao de respostas osmorregulatérias. Isto pois, se o teledsteo
ativa respostas osmorregulatorias de atividades de proteinas constitutivas ou
reguladas em um menor tempo, sua tolerancia a principio ¢ maior do que o
teledsteo que ativa respostas osmorregulatérias com um maior tempo
necessario.

Na analise dos dados dos artigos, a salinidade limite tolerada pelos
teledsteos €, em geral, maior em transferéncias graduais do que em
transferéncias abruptas, embora este resultado ndo tenha sido confirmado pela
correlagdo. De forma similar, em ambos os protocolos, a osmolalidade € maior
em maiores salinidades, e a atividade branquial de NKA em geral € maior em
maiores salinidades. A atividade branquial de V-H*-ATPase em geral é maior
em salinidades mais baixas. A expressdo de ambas as proteinas nem sempre
foi influenciada pela variagcdo de salinidade. As salinidades experimentais
toleradas pelos teledsteos, de acordo com SCHULTZ & McCORMICK (2013,
podem sofrer influéncias do desenho experimental, da espécie ou ordem.
Assim, a analise destes autores conclui, similar a discussao desta tese, que o
grau de eurihalinidade esta relacionado ao habitat da espécie, bem como a
historia evolutiva da mesma, representada pelo seu taxon.

Analisando os resultados observados diante a transferéncia gradual a
diferentes salinidades, percebe-se a manutencao do teor hidrico tecidual e um
maior tempo (dias) para alteracdo da expressdo de proteinas
osmorregulatérias. Comparando resultados avaliados em Cyprinodontiformes,
observa-se que o retorno de valores ibnicos proximos a uma salinidade

controle (agua doce ou do mar) levam um maior tempo do que em
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transferéncias abruptas. A exposicdo gradual confere um grau “natural” de
tolerancia do animal (SCHULTZ & McCORMICK, 2013).

Diante da transferéncia abrupta, o teor hidrico geralmente diminui em
maiores salinidades, e a recuperacdo do mesmo € observada apo6s dias
(MARTINEZ-ALVAREZ, 2002). A alteracdo da expressdo de proteinas
osmorregulatérias € observada até mesmo apds horas. A exposigao abrupta a
salinidades variadas nos faz discutir o potencial que a espécie tem em
dispersar para distintos ambientes aquaticos, sem que sua homeostase seja
comprometida.

A transferéncia abrupta requer a ativacdo de mecanismos rapidos no
organismo para tolerar a salinidade submetida, como aumentos da atividade
enzimatica para manter a concentracdo de ions e o teor hidrico dentro de
valores que possibilitem a homeostasia do organismo. A longo prazo, ou seja,
em uma situagao cronica, o organismo necessita expressar mais proteinas que
mantenham esta atividade. Mesmo espécies muito eurihalinas requerem um
tempo para iniciar o processo desta transcricao (e.g.: CABEROY & QUINITIO,
2000; SHIKANO & FUJIO, 1998; BODINIER et al., 2009; YANG et al., 2011;
PATTERSON et al., 2012). Em uma exposicdo abrupta, normalmente o
organismo nao esta “preparado” para este choque. O teledsteo é exposto ao
agente estressor em um tempo muito curto, nao permitindo que o organismo
efetivamente esta manutencao a nivel enzimatico, tdo pouco a nivel molecular.

Mesmo que a curto prazo e que esta manutencdo da atividade
enzimatica seja suficiente, as atividades enzimaticas frente a variacbes de
salinidade se mostram distintas conforme o tipo de exposicao e/ou o habitat da
espécie. Por exemplo, a atividade da AC branquial é constante em
transferéncias abruptas (HASWELL et al., 1983), e proporcional a salinidade
em graduais (KULTZ et al., 1992). A NKA branquial apresenta maior atividade
em agua doce (espécies marinhas) (SAMPAIO & BIANCHINI, 2002) e maior
atividade em agua do mar (espécies dulcicolas). Em maiores salinidades o
tempo para aumentar a atividade de NKA em espécies dulcicolas € menor
(HWANG, 1987). O NKCC é mais expresso em estuario em O. niloticus, e em
agua do mar em O. mossambicus (BREVES et al., 2010).

Desta forma, a pré-aclimatacdo a uma salinidade intermediaria a que

sera submetida pode facilitar este processo osmorregulatério, e assim
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aumentar a resisténcia do animal a outras variagoes de salinidade (SHIKANO &
FUJIO, 1998; BALDISSEROTTO et al., 1994; ARJONA et al., 2007; DIMAGGIO
et al., 2009). Ainda, a historia evolutiva da espécie pode servir para explicar
seus mecanismos osmorregulatérios e suas tolerancias frente as variagdes de
salinidade, ou mesmo interferir nestes ajustes osmorregulatoérios, pela auséncia
ou nao da capacidade da espécie reestruturar seu organismo frente uma
variacao fisiolégica (SCHULTZ & McCORMICK, 2013).

De todo modo, mesmo em uma exposi¢ao abrupta, algumas espécies
possuem a capacidade de ativar respostas osmorregulatérias, conforme o
tempo em que sao avaliadas. Esta discussao pode ser feita a partir da analise
de estudos que ndo avaliaram o tempo maximo de toleréncia a uma salinidade
nao letal. Como exemplo, em CERON (2012), foi identificado 100% de
sobrevivéncia em transferéncia abrupta de tilapia do Nilo a salinidade de 20%o,
dentro de 24 horas. Se este tempo fosse estendido, esta taxa de sobrevivéncia
seria equivalente? Quais seriam as respostas osmorregulatorias ativadas?

Pode-se discutir o fator tempo também a partir da observacéo de
desenhos experimentais que avaliaram a tolerancia maxima a uma salinidade
limite. Quais seriam os processos osmorregulatorios ativados na espécie, em
tempos menores de avaliagdo de sua tolerancia, ou seja, anterior a sua
mortalidade?

Este capitulo permitiu discutir a toleréncia fisiolégica de diferentes
teledsteos em relacédo ao protocolo de transferéncia escolhido, concluindo que
a transferéncia gradual interfere no tempo de tolerancia do tele6steo em uma
salinidade experimental limite. Sugere-se a formulacdo de desenhos
experimentais que possibilitem comparar a tolerancia fisiologica de um
teledsteo diante diferentes protocolos de transferéncia, priorizando a avaliagao
da influéncia do tempo na ativacdo de respostas compensatorias, a exemplo
dos artigos de MARSHALL et al. (1999) e ARJONA et al. (2007). Ou seja, que
durante o tempo de tolerancia sejam analisados os mecanismos ativados, ou

que o tempo de observacdo em uma salinidade limite seja estendido.
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6 CONCLUSOES

Espécies diadromas pertencentes as ordens Perciformes e
Salmoniformes sdo as mais utilizadas em protocolos de transferéncia gradual
ou abrupta. Espécies marinhas sdo mais utilizadas em protocolos de
transferéncia abrupta, e dulcicolas, em protocolos de transferéncia gradual. A
correlgao positiva entre transferéncia gradual e tempo de exposicao tolerado na
salinidade experimental confirma em parte o modelo téorico elaborado por
SCHULTZ & McCORMICK (2013), para espécies dulcicolas. Sugere-se que o
efeito maior sobre tolerdncia ou atividade e expressao de enzimas € mais
determinado pelo tempo, ja que este confere a ativacdo de mecanismos
osmorregulatérios, do que propriamente a exposicdo gradual ou abrupta a
distintas salinidades. Além disso, que 0os mecanismos compensatorios de
osmorregulagcdo do organismo, determinada pela sua histéria evolutiva,
também influencia a ativagdo de respostas compensatorias, e logo, sua
tolerancia ou estabelecimento no ambiente. Portanto, é valido a elaboracéo de
estudos que priorizem a avaliagdo da influéncia do tempo durante o estudo da

osmorregulacao, diante de transferéncias graduais ou abruptas.
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CAPITULO 2

Caracterizagdo da Na*,K* - ATPase e V-H'-ATPase branquiais em
teledsteos, relacionadas com sua histéria evolutiva e o ambiente aquatico
de coleta ou aclimatagao
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RESUMO

Teledsteos dulcicolas, para manter sua osmolalidade interna maior que do
meio externo, captam ativamente ions. Esta captacdo se faz principalmente
pelo funcionamento das enzimas branquiais NKA basolateral e V-H*-ATPase
apical. Ambas as enzimas sdo altamente conservadas desde organismos
procariontes. Porém, em modelos tedricos, a V-H'-ATPase é apenas
identificada em epitélios branquiais de teledsteos de agua doce. A superordem
Ostariophysi € representada por teledsteos primarios de agua doce, ou seja,
teledsteos que estdao ha tempo estabelecidos no ambiente dulcicola, conforme
sua histdria evolutiva. Dentre seus representantes, estao teledsteos das ordens
Characiformes, Cypriniformes e Siluriformes. A superordem Acanthopterygii,
por sua vez, possui representantes da ordem Perciformes (familia Cichlidae)
secundarios de agua doce e representantes diadromos. A ordem
Tetraodontiformes (acanthopterigeos) possui representantes
marinho/estuarino. Em teoria, os mecanismos osmorregulatorios para a
captacao ibnica ativa devem ser diferentes entre estes dois grupos e no
ambiente de agua doce em relagéo a agua do mar ou estuarina. Neste capitulo
foi observada a marcacgéao (localizagao), quantificacdo de imunofluorescéncia e
a atividade destas enzimas no epitélio branquial de espécies de ostariofiseos e
acanthopterigeos. A NKA possui uma distribuicao interlamelar e ao longo das
lamelas secundarias nos representantes ostariofiseos. Em acanthopterigeos
esta distribuicao é restrita a regido interlamelar, demonstrando uma diferenca
entre a distribuicio de NKA entre ostariofiseos e acanthopterigeos.
Provavelmente, os ostariofiseos possuem uma maior distribuicdo desta enzima
para otimizar a captacdo de sal. No teledsteo marinho bauna
(acanthopterigeo), a intensidade de fluorescéncia de NKA foi maior que a de V-
H*-ATPase. A V-H'-ATPase teve uma distribuicdo pontual e uma maior
fluorescéncia do que a NKA apenas no teleésteo marinho/estuarino baiacu
(acanthopterigeo). Assim, o ambiente aquatico influencia na distribuicdo e/ou
intensidade de fluorescéncia de V-H'-ATPase. A atividade enzimatica da NKA
foi maior do que a V-H'-ATPase nos acanthopterigeos tilapia do Nilo
(dulcicola/estuarina) e baiacu (marinho/estuarino). Em relagdo ao baiacu, este
resultado foi o oposto ao identificado na imunofluorescéncia. Resultado similar
foi observado na identificacdo de maior atividade de V-H'-ATPase em
piracajuba (ostariofiseo) do que em baiacu. Sugere-se que os resultados
conflitantes entre a marcacao e a atividade enzimatica podem indicar proteinas
inativas (marcadas, porém sem estarem funcionais). A presenca de V-H'-
ATPase em teledsteos marinhos, bem como a leitura sobre a histdria evolutiva
de teledsteos pode sugerir a ancestralidade dulcicola deste grupo.

Palavras-chaves: osmorregulacdo, teleodsteos, NKA, V-H'-ATPase,
ostariofiseos (primarios de agua doce), acanthopterigeos (Perciformes:
Cichlidae secundarios de agua doce e espécies aclimatadas em agua do mar)
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ABSTRACT

Freshwater teleosts, for to keep their internal medium higher than water, needs
to capture ions, on active way. This capture is promote mainly by gills enzyme
NKA (basolateral) and V-H'-ATPase (apical). Both of these enzyme are
preserved since procariots. But, at theoretical models, V-H*-ATPase is only
identificated in qills of freshwater fishes. The Ostariophysi superorder is
represented by primary freshwater fishes, that is teleosts which have been a
long time at freshwater, according their evolutionary history. Among its
representatives, are Characiformes, Cypriniformes and Siluriformes orders. To
other side, the Acanthopterygii superorder has representatives of Perciformes
(Cichlidae) that are secundary freshwater and diadromous fishes. The
Tetraodontiformes order (acanthopterigean) has marine/estuarine
representatives. In theory, the osmoregulatory mechanisms for ionic capture
should be different between these groups and also between the aquatic
environment. In this chapter was observed these enzyme localization,
immunofluorescence quantification and activities, in gills of ostariophysean and
acanthopterygean species. The NKA has a interlamellar and lamellar
distribution in ostariophysean. In acanthopterigeans, NKA were found only in
interlamellar region wchich demonstrate a difference between ostariophyseans
and acanthopterygeans NKA distribution. Probably, the NKA distribution could
improve the salt capture in ostariophyseans. In bauna (marine,
acanthopterygean) the NKA fluorescence was higher than of the V-H*-ATPase.
The V-H*-ATPase had a ponctual distribution and a higher fluorescence than
NKA just in baiacu (marine/estuarine, acanthopterygean). Then, the aquatic
environment interfere in V-H*-ATPase distribution and/or fluorescence. The
NKA activity was higher than V-H*-ATPase in Nile tilapia (freshwater/estuarine)
and baiacu (marine/estuarine), both acanthopterygeans. For baiacu, this result
was opposite to immunofluorescence. A similar result was observed for higher
V-H'-ATPase activity in piracanjuba (ostariophysean) than baiacu. Its
suggested that conflicts results between fluorescence and activities can
indicated inactivated proteins (that is, not functionals). The V-H*-ATPase even
in marine teleosts can suggest the freshwater ancestry.

Key words: osmoregulation, teleosts, NKA, V-H*-ATPase, ostariophyseans
(primary freshwater), acanthopterygeans (Perciformes: Cichlidae secundary
freshwater and seawater acclimated species)
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1 INTRODUCAO

A osmorregulagéo garante o equilibrio interno entre as concentragdes de
ions e 0 volume de agua plasmaticos. Teledsteos hiporregulam em agua do
mar diminuindo a captagao ou secretando ativamente ions. Em agua doce,
teledsteos hiperregulam, captando ions de forma ativa. Esta regulagao iénica
se da em epitélios de troca, principalmente no epitélio branquial, devido ao
contato direto com o meio externo e os transportadores iGnicos expressos em
suas células. As células que possuem proteinas relacionadas aos processos
osmorregulatérios sdo as células ricas em mitocondrias (MRC’s) e as células
pavimentares. Entre os transportadores expressos nestas células, os principais
envolvidos para a secregdo e captacéo de sal ¢ a Na* K'-ATPase (NKA) e a V-
H*-ATPase (e.g.: EVANS et al., 2005).

1.1 A osmorregulagéo de teledsteos em agua do mar e dulcicolas

Os oceanos ocupam 70% da superficie terrestre, apresentam aguas
mais alcalinas que ambientes dulcicolas e tem uma baixa variagdo de seu
gradiente osmotico e ibnico (exceto nas costas ou ambientes entre-marés),
devido a descarga de compostos quimicos fluviais, pela continuidade entre os
oceanos, e pela mistura constante de suas aguas por marés e correntes, além
de complexos processos biogeoquimicos. Estes fatores resultam em uma
concentragdao osmoética de ~1050 mOsm, em salinidade de 35%o. (35 g de sal/
litro). Os ions mais representativos s3o o Na* (~470 mmol I'") e o CI" (~548
mmol I') (WILMMER et al., 2005).

Teledsteos marinhos sao osmoticamente menos permeaveis do que
dulcicolas. No ambiente marinho, os teledsteos mantém seu meio interno
hipoosmotico em relagdo ao meio externo. Desta forma, ha a perda de agua e
a entrada de ions de forma passiva (WILLMER et al., 2005). A secrecao ativa
de ions nestes organismos se faz através de canais de K" e NKCC basolaterais
e do CFTR (canal de CI') apical. A regulacao de NaCl no plasma dos teledsteos
é realizada pelo funcionamento da NKA. O transporte de Na* se faz por via
paracelular (Figura 2.1) (EVANS & CLAIBORNE, 2009).
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Figura 2.1 - Modelo esquematico de célula branquial de teledsteos com o mecanismo proposto
para a secregdo ibnica em agua do mar. 1.: canal de K™ 2.: cotransportador eletroneutro NKCC
3.: canal de CI" 4.: Na',K'-ATPase (NKA) 5.: secrecdo de Na’ via paracelular. IC: meio
intracelular. EC: meio extracelular. Modificado de EVANS & CLAIBORNE, 2009.

Ambientes dulcicolas representam 1% da por¢do de agua terrestre.
Aguas ndo subterraneas, representando rios e lagos, possuem concentracdes
médias de Na*, K' e Ca™ menores que 1 mM. Assim, a agua doce possui
baixas concentragdes ibnicas quando comparadas a outros corpos d’agua, com
valores médios de ~0,001 a ~0,05 g/L de sal (WILLMER et al., 2005).

Teledsteos que habitam ou migram a agua doce devem manter sua
osmolalidade interna mais concentrada (hiperosmaotica) do que o meio externo
(e.g.: EVANS et al., 2005; WILLMER et al., 2005; FREIRE et al., 2008a). Assim,
neste ambiente, tendem a ganhar agua (e.g.: DAWSON & LIU, 2009; EVANS &
CLAIBORNE, 2009) e perder ions de forma passiva (e.g.: WILLMER et al.,
2005). Este efluxo passivo de ions € diminuido pela alta resisténcia
transepitelial em epitélios de troca, como as branquias (WOOD et al., 2002).
Além disso, a concentracao interna € mantida pela captagao ativa de ions.
Neste processo, a reagcdo enzimatica da anidrase carbdnica (AC) encontrada
em células ricas em mitocéndria (MRC’s) gera subprodutos que ativam outros
transportadores para a captagdo de NaCl. A captacdo de cloreto pode ser
realizada pelo trocador CI/HCO7; (e.g. FENWICK et al.,, 1999; CHANG &
HWANG, 2004; EVANS et al., 2005; McCORMICK et al., 2009). O cloreto, por

sua vez, é transportado para o plasma via transcelular ou por canais
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basolaterais localizados nas células pavimentares (e.g.. MARSHALL et al.,
2002; EVANS et al., 2005).

Nas MRC’s, outros transportadores ibnicos apicais, como o
cotransportador eletroneutro NKCC (1 Na*, 1K* e 2 CI') e o NCC (1 Na* e 1 CI")
estdo envolvidos nesta captacado de sais (EVANS & CLAIBORNE, 2009). Sao
discutidos diferentes mecanismos para a captacdo de Na®, como através do
trocador Na'/H" (NHE) apical (FENWICK et al., 1999). Também existem
evidéncias indiretas que fortalecem a ideia de um canal apical de Na*
dependente da V-H'-ATPase. Este argumento se baseia na diminuicdo da
captagdo do ion quando utilizado bafilomicina, um inibidor especifico da V-H"-
ATPase. Resultados semelhantes foram identificados em tilapia mogambicana
(Oreochromis mossambicus), carpa comum (Cyprinus carpio) e truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (PERRY et al., 2003). Independente destes
mecanismos de captacdo, o transporte de Na® para o plasma se da
principalmente pelo funcionamento da NKA basolateral, que transporta dois
ions K para o interior e trés Na* para o exterior da célula. O K* é ciclado
através de canais ibnicos especificos (EVANS et al., 2005). Em algumas
espécies, como em peixe zebra (Danio rerio) se evidenciam células
imunorreativas para a captagdo de Na® e secrecdo &cida (células
imunorreativas a V-H'-ATPase) com este modelo de transportadores. Outros
subtipos estariam envolvidos com a captagéo de Ca* (células imunorreativas a
NKA), e outras com a captagdo do CI" (células imunorreativas ao NCC)
(HWANG et al., 2009).

O principal mecanismo reconhecido envolvido na captacdo de Na™ se faz
pelo funcionamento da V-H*-ATPase apical. O H* produzido pela atividade da
AC é externalizado pelo funcionamento da enzima V-H*-ATPase (Figura 2.2)
(EVANS et al., 2005). Este efluxo é realizado para tamponar o transporte de
aménia (GOSS et al., 2011). A V-H*-ATPase, promovendo a saida de protons,
gera o gradiente eletro-quimico favoravel a entrada do Na® para o meio
intracelular (EVANS et al., 2005). Diferentes transportadores podem realizar a
captacdo de Na®. Canais idnicos apicais especificos para o Na* do tipo ENaC,
identificados em pele de sapo (Bufo sp.) (GOSS et al., 2011), ainda nao foram
evidenciados em teledsteos. Portanto, a existéncia destes transportadores €&

contestada por alguns autores (e.g.: EVANS et al., 2005).
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agua doce plasma
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Figura 2.2 — Modelo esquematico de célula branquial de teledsteos com os principais
mecanismos propostos para a captacgado ibnica em agua doce. Este modelo representa uma
hibridizagdo de varios subtipos celulares. 1.: anidrase carbénica (AC) 2.: trocador CI'/HCO5. 3.:
canal de CI" 4.: cotransportadores eletroneutros Na*",K*,2CI" (NKCC) e 5.: Na*,CI" (NCC) 6.:
trocador Na'/H" (NHE) 7.: canal de Na® 8.: Na',K'-ATPase (NKA) 9.: canal de K" e 10.: V-H'-
ATPase. *Asterisco destaca enzima que sera estudada na tese. IC: meio intracelular. EC: meio
extracelular. Modificado de PERRY et al.,2003.

1.1.1 A enzima NKA

Esta proteina transmembrana tem sua estrutura altamente conservada
desde organismos procariéticos (SAEZ et al., 2009). Em mamiferos, é formada
por um complexo proteico (ap)2 de aproximadamente 160 kDa, sendo a a
subunidade catalitica (HWANG et al., 2011). Alguns teledsteos apresentam
mais isoformas destas subunidades, quando comparados aos mamiferos
(HWANG et al., 2011).

A NKA realiza o transporte de 3 ions Na* para o meio extracelular em
troca de 2 ions K* para o meio intracelular (Figura 2.4). Assim, contribui para a
manutencdo dos gradientes eletroquimicos destes ions entre os meios

celulares, garantindo o potencial de membrana celular (LEE et al., 2003). A
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geracao destes gradientes fornece o substrato para o funcionamento de outros
transportadores da membrana celular. A NKA desta forma também participa da
regulacdo de volume celular e da internalizagdo do ion Na® para o plasma
(HWANG & LEE, 2007; SAEZ et al., 2009; EVANS, 2010).

3Na"

3Na

ligacdio  ATP fosforilagcéio  p mudanca de P liberacéo
conformacéio

2

[ S [ - =sm—— Y e S—

liberacio mudanca de desfosforilacéo P ligacéo P
conformacéo

Figura 2.3 — Funcionamento da Na’,K'-ATPase (NKA), na porgdo basolateral da membrana
plasmatica. Os ions Na* e K* se ligam aos sitios de ligagéo especificos, e com a quebra de
ATP (energia quimica), ha a mudanga de conformagéo protéica, que permite a liberagado de
trés jons Na' para o meio extracelular e dois ions K para o meio intracelular, contra seus
gradientes quimicos. IC: meio intracelular. EC: meio extracelular. Modificado de WILLMER et
al., 2005.

O papel osmorregulatério da NKA n&o é totalmente elucidado, pois
depende da célula ou organismo estudado (ALLEN, et al., 2009; SAEZ et al.,
2009). Observa-se na maioria das vezes o aumento de sua atividade branquial
com o aumento de salinidade (e.g.: HWANG et al., 1998). A ouabaina é um
potente inibidor desta bomba, e sua utilizacdo permite avaliar a atividade

enzimatica da mesma (LEE et al., 2003).

1.1.2 A enzima V-H -ATPase

A enzima préton ATPase vacuolar (V-H*-ATPase) apresenta alto grau de
homologia quimica desde protozoarios e leveduras até mamiferos
(MARSHANSKY & FUTAI, 2008; ALLEN et al., 2009). E assim chamada pois
inicialmente era identificada em compartimentos intracelulares, embora seja
crescente o numero de estudos que demonstram suas fungdes na membrana
celular (NISHI & FORGAC, 2002).
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A V-H*-ATPase é formada por um complexo de subunidades que se
agrupam em dois dominios. O primeiro forma um complexo periférico, na
porcao intracelular, de 640 kDa (NISHI & FORGAC, 2002) responsavel pela
hidrélise do ATP, comportando oito subunidades e sendo denominado dominio
V4. O segundo dominio Vo, de 260 kDa (NISHI & FORGAC, 2002) é formado
por proteinas transmembranas, composto por seis subunidades, e responsavel
pelo transporte dos protons. Subunidades do dominio V4 catalitico se ligam a
subunidades hidrofébicas do dominio Vg, formando uma espécie de rotor, que
possibilita a passagem do préton para o meio extracelular apés a hidrélise do
ATP (Figura 2.5) (MARSHANSKY & FUTAI, 2008).

Figura 2.4 — Configuragdo da enzima V-H*-ATPase. O dominio V4, promove a hidrélise do ATP,
que rotaciona o dominio V,, permitindo o transporte de prétons para o meio extracelular. IC:
meio intracelular. EC: meio extracelular Modificado de NISHI & FORGAC, 2002.

Enquanto em teledsteos sua fungao se relaciona principalmente com a
captacédo de Na*, em outros organismos eucaridticos suas fungdes de destaque
se relacionam a acidificagao luminal e controle de pH. Nestes organismos, suas
atividades s&o também relacionadas com a fusdo de membranas e com o
transporte intracelular (NISHI & FORGAC, 2002). A bafilomicina (FENWICK,
1999) ou 0 NEM (n-etiimaleimida) (GIBBS & SOMERO, 1989) sdo exemplos de
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inibidores que podem ser utilizados para quantificar a atividade enzimatica da
V-H*-ATPase.

Durante a embriogénese da truta arco-iris (O. mykiss), foi possivel
observar dois tipos celulares, denominados a e 3, que possuem uma diferenca
funcional relacionada a localizacdo da V- H*-ATPase. Enquanto o tipo a possui
a V- H*-ATPase apical, para a captacdo de Na* e excrecdo de H*, o tipo B
possui a V- H*-ATPase basolateral, relacionada a captacdo de Cl" e excrecdo
de HCO’; quando em agua doce, com maior atividade de NKA (EVANS &
CLAIBORNE, 2009; PARKS et al., 2010). A proporcao destes tipos celulares,
bem como as atividades enzimaticas de NKA e V- H*-ATPase s&o diferentes
conforme o ambiente aquatico, com uma maior razdo de células a em agua
doce e de B em agua estuarina (HAWKINGS, 2004).

Sugere-se que a capacidade de ativar mecanismos osmorregulatorios,
bem como a ativagdo da resposta destas enzimas (que podem se relacionar
aos tipos celulares) podem estar relacionadas a histéria evolutiva dos

teledsteos.

1.2 Osmorregulagéo e a historia evolutiva

A histéria evolutiva interfere diretamente nos padrdes osmorregulatorios
ou mesmo nos ajustes fisioldgicos necessarios para a migragao e/ou dispersao
de uma espécie (FINN & KRISTTENSEN, 2007; FREIRE et al., 2008b). A
compreensao da historia evolutiva também auxilia no entendimento dos
mecanismos de adaptagao (respostas fisiologicas) utilizados (SALA-BOZANO
& MARIANI, 2011). Muitas vezes a interpretacdo de resultados fisioldgicos €
dificultada pela pouca informacdo da histéria evolutiva das espécies
(COLAUTTI et al., 2006).

Quando se examina a historia evolutiva, trés fatores fundamentais
devem ser observados. Os dois primeiros caracterizam a macroevolugao,
sendo eles a especiagao (surgimento de novas espécies) e a extingdo de
especies. A microevolugdo, por sua vez, € caracterizada por mudangas
fenotipicas ao longo do tempo e direcionada pela selegcao natural (BRUSCA &
BRUSCA, 2005). Os organismos aquaticos, conforme a estabilidade ou

variagbes de seu habitat, podem sofrer a acdo da selecédo natural (FIKSEN &
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CARLOTTI, 1998; SALA-BOZANO & MARIANI, 2011), a qual, a longo prazo,
regula a expressado genética que dara origem ao fendtipo da espécie, e esta
relacionada com a plasticidade osmorregulatéria do organismo (WILMER et al.,
2005; ALLEN et al., 2011).

Um dos conceitos fundamentais para se entender ou estudar a historia
evolutiva de um grupo é o estudo filogenético do taxon. Um taxon monofilético
€ um grupo de espécies que possui um unico ancestral comum, com todas as
espécies formadas a partir de modificagdes deste (linha evolutiva unica). A
parafilia, por sua vez, exclui um ou mais taxons com descendéncia do ancestral
comum. Por fim, um grupo polifilético compreende espécies originadas de
ancestrais diretos diferentes (BRUSCA & BRUSCA, 2005).

1.2.1 A histéria evolutiva (resumida) dos teledsteos

A filogenia dos peixes (cordados vertebrados) se divide em agnathos
(peixes sem mandibula) e gnasthotomatos (peixes com mandibula). A radiagao
evolutiva representa multiplas divergéncias de um ancestral comum que origina
mais de duas linhagens descendentes. A radiagdo dos gnasthotomatos foi
observada a partir dos placodermes (YOUNG, 2010) e de acantédeos (entre os
periodos Siluriano e Devoniano — 443 a 359 milhdes de anos) (HICKMAN et al.,
2001; FINN & KRISTTENSEN, 2007). Estes dois grupos tiveram origem em
ambiente marinho e dispersdo para aguas diluidas, até chegar a agua doce
(HICKMAN et al., 2001; YOUNG, 2010). A radiagao destes dois grupos
promoveu a origem dos peixes 0sseos modernos no Siluriano intermediario
(HICKMAN et al., 2001).

Dentre os peixes 0sseos, a linhagem dos acantdédeos deu origem a
classe Actinopterygii (peixes de nadadeiras raiadas), que por sua vez deu
origem aos teledsteos. Alguns autores indicam que os actinopterigeos
primitivos eram pequenos palaeoniscideos, no inicio do Siluriano tardio (425
milhées de anos) (HICKMAN et al., 2001; FRIEDMAN et al., 2015), ao mesmo
tempo que os acantédeos foram extintos. A partir dos palaeoniscideos,
surgiram as linhagens dos condrosteos (esturjbes e outras espécies

anadromas) e neopterigeos. Estes ultimos, presentes no fim do Permiano (290
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milhdes de anos), tiveram uma intensa radiacédo na era Mesozoéica, com uma
das linhagens originando os teledsteos (HICKMAN et al., 2001).

Porém, os actinopetrigeos comegam a representar o clado marinho
dominante a partir do Triassico (250-200 milhées de anos) (FRIEDMAN, 2015).
Por isso, outros autores defendem que evidéncias paleontoldgicas indicam que
seus primeiros representantes surgiram neste periodo, com uma intensa
radiacdo entre o Jurassico Superior (~163 milhdes de anos) e o Cretaceo
Inferior (~145 milhdes de anos) (SFERCO et al., 2015). Estas observacoes
geram duvidas sobre a origem dos teledsteos. Embora exista essa discusséo,
modelos filogenéticos demonstram que o tectonismo evidenciado no Mioceno,
ha ~23 milhdes de anos, péde determinar a radiagdo de clados de teledsteos
(ALBERT et al., 2006). As Figuras 2.6 e 2.7 resumem os principais eventos da

origem dos teledsteos.

radiagéo . radiagcéo ., . radiagéo radiacdo
gnasthotomatos —9> acantédeos _Q. actinopterigeos _g. neopterigeos '_g, teledsteos

U

Siluriano ou Jurassico?

Figura 2.5 — Representacdo dos eventos radiativos que originaram os teledsteos. Fonte: a
autora.

Ha também controvérsias sobre o ambiente de origem dos teledsteos.
Alguns autores defendem a origem marinha (MAPLES & ARCHER, 1989) dos
teledsteos, outros a dulcicola (VIZE, 2004) e alguns a origem em estuario
(VEGA & WIENS, 2012).

O surgimento marinho dos teledsteos é atribuido aos registros fésseis -
identificados como sendo do Cambriano (520 milhées de anos) (POUGH et al.,
2006) - e a fisiologia de invertebrados deuterostémios (origem do anus) e
vertebrados estritamente marinhos (EVANS & CLAIBORNE, 2009). Ainda que
grande parte das datagdes fosseis sejam de sedimentos marinhos
(BETANCURT et al., 2015; SFERCO et al., 2015), o registro féssil de
teledsteos  pode  sugerir comportamentos diadromos (FINN &
KRISTOFFERSEN, 2007).
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A primeira sugestado de origem dos teledsteos € de que ela € identificada
no periodo Permiano. Contudo, faunas marinhas do Permiano Superior (~245
milhdes de anos) sdo escassas, enquanto as dulcicolas sdo representativas
(embora com poucos indicios de ancestralidade). Esta escassez pode ser
resultado da extingdo em massa do Permiano (FRIEDMAN, 2015).

Ja os que defendem a ancestralidade dulcicola, se baseiam em um dos
registros mais primitivos dos actinopterigeos, que é de um género estritamente
dulcicola, Cheirolepis (VEGA & WIENS, 2012), registrado no periodo do
Jurassico Inferior (~200 milhdes de anos) (FINN & KRISTOFFERSEN, 2007).
Conforme a sugestdo de que a origem dos teledsteos seja no Jurassico, isto
pode indicar a ancestralidade dos mesmos, com fosseis de linhagens derivadas
evidenciadas em sedimentos de agua doce. Porém, a evidéncia desta
ancestralidade pode ter sua concluséo limitada ao registro de fésseis, amostras
filogenéticas e métodos comparativos de estudos (BETANCURT et al., 2015).
Outros autores, como WILLMER et al. (2005), sugere a ocupagao secundaria
de grande parte dos teledsteos dos oceanos, com a origem dos mesmos em
agua doce.

Dentro da superclasse dos actinopterigeos, representantes das
subclasses Holostei, Cladistia e Chondrostei representam peixes néao
teledsteos como grupos irmaos dos teledsteos. Na subclasse Holostei,
identifica-se a familia Lepisosteidae, que contém dois géneros, sendo um deles
restritos a agua doce. Ja em Cladistia, dezoito espécies da familia Polypteridae
sdo encontradas exclusivamente em rios africanos. Os condrésteos possuem
caracteristicas que se aproximam de tracos primitivos dos teledsteos. Os
condrésteos modernos sdo restritos a aguas dulcicolas da Asia, Europa e
América do Norte (FRIEDMAN, 2015).

Outras sao as observacgdes para considerar a ancestralidade dulcicola
dos teledsteos. Os teledsteos mais derivados, extintos e existentes sdo
dulcicolas (FINN & KRISTOFFERSEN, 2007). A colonizagédo de teledsteos
marinhos na agua doce (mais comum que o inverso) desencadeia uma rapida
especiacado nestes ambientes (BETANCURT et al., 2015). A manutencédo do
meio interno hipoosmdtico quando em ambientes marinhos (FINN &
KRISTOFFERSEN, 2007) e a presenca de néfrons glomerulares na maioria

dos vertebrados, ao invés de aglomerulares como em grande parte dos néfrons
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de teledsteos marinhos (FREIRE & PRODOCIMO, 2007; SCHULTZ &
McCORMICK, 2013) podem refletir um passado dulcicola dos teledsteos.

1.2.2 Divisao dos teledsteos

A divisao Teleostei é representada por mais de 32.000 espécies, que
constituem 99% dos actinopterigeos (BETANCURT et al., 2015; SFERCO et
al.,, 2015). Na divisao Teleostei, temos a subdivisao Otocephala, com a
superordem Ostariophysi. A distribuicdo geografica de algumas ordens dos
ostariofiseos pode ser observada abaixo (Figura 2.8). Os ostariofiseos séo
representados, entre outras, pelas ordens Characiformes, Cypriniformes e
Siluriformes (Figura 2.10) (NELSON, 2006), com espécies estudadas na tese.
A super ordem Ostariophysi € um grupo monofilético com grande diversificagao
ocorrendo no fim do Cretaceo e Mioceno (144 — 23 milhdes de anos)
(LEVEQUE et al., 2008). Os ostariofiseos sdo classificados em 5 ordens,
contendo 63 familias, 1.000 géneros e 6.500 espécies (NELSON, 2006), com
representantes marinhos ou primariamente dulcicolas. Embora seja necessaria
uma reconstrucado filogenética na superordem, os ostareofiseos sdo muito
utilizados em discussdes sobre a biogeografia, devido a sua representatividade
de teledsteos dulcicolas (SAITOH et al., 2003). Aproximadamente 68% das
espécies de ostariofiseos sdo de agua doce (NELSON, 2006).

Dentre outras subdivisbes de Teleostei, a subdivisdo Euteleostei
apresenta a superordem Acanthopterygii. Entre as ordens dos
acanthopterigeos estdao os Perciformes. Os ciclideos sdo considerados
recentes invasores dulcicolas (CHAKRABARTY, 2004). Um ciclideo e duas
outras espécies Perciformes diadromas foram estudadas na tese. Os
acanthopterigeos sao também classificados na ordem Tetraodontiformes (com
espécie marinha/estuarina estudada na tese) além de outras ordens. Ha
discussbes sobre a monofilia do grupo, que compreende 13 ordens, 267
familias, 2.422 géneros e 14.797 espécies, 24% destas estritamente dulcicolas.
A principio, os primeiros representantes acanthopterigeos foram da ordem
Stephanoberyciformes, que compreende 75 espécies exclusivamente
dulcicolas (NELSON, 2006).
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Figura 2.6 — Filogenia das ordens estudadas. Os tragos pretos na linhagem de Actinopterygii
representam um corte proposital da continuagdo desta linhagem, para destacar apenas as
derivagbes das ordens representantes das espécies estudadas na tese. Modificado de
NELSON, 2006.
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Na lista do FishBase de 2005, foram listadas ~12.674 espécies de
teledsteos exclusivamente dulcicolas, e ~14.922 dulcicolas/estuarinas (FISH
BASE, 2005). Alguns estudiosos avaliam que este numero deve ser proximo de
11.952 espécies estritamente dulcicolas, e ~12.457 que migram a agua doce
(NELSON, 2006). Outra contagem se da em aproximadas 13.000 espécies
dulcicolas estritas (170 familias e 2.513 géneros), 15.000 estuarinas e 16.000
marinhas (LEVEQUE et al., 2008). De acordo com BETANCURT et al. (2015),
das espécies de teledsteos, 15.964 dulcicolas e 16.161 marinhas séao
consideradas eurihalinas.

Para identificar se as proteinas osmorregulatorias podem estar
relacionadas a histéria evolutiva destes grupos de teledsteos, neste capitulo foi
demonstrado a localizacéo e atividade das enzimas NKA e V-H*-ATPase entre
ostariofiseos (teledsteos primarios de agua doce), e acanthopterigeos
(secundarios de agua doce - Perciformes: Cichlidae, e aclimatados em agua do
mar).

1.2.3 Caracteristicas dos teleésteos ostariofiseos (primarios de agua

doce) estudados

1.2.3.1 Ordem Characiformes, Familia Characidae

A ordem Characiformes possui, de acordo com LEVEQUE et al. (2008),
17 familias com representates dulcicolas, ou que possam migrar para aguas
salobras. Destas familias, 1.674 a 1.794 espécies sado exclusivamente
dulcicolas e 1.674 a 1.801 também sdo encontradas em aguas estuarinas
(FISH BASE, 2005; NELSON, 2006). A familia Characidae tem 88 géneros,
sendo a Astyanax bimaculatus, lambari, exemplo de espécie exclusivamente
dulcicola.

A origem dulcicola da familia Characidae (47 géneros monofiléticos)
esta nos primeiros fosseis encontrados nas Américas do Sul e Central, tendo
espécies distribuidas ao longo do sudoeste do Texas e México (NELSON,
2006).

1.2.3.2 Ordem Characiformes, Subfamilia Bryconidae
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Dentro da familia Characidae, a subfamilia Bryconidae possui 3 géneros,
distribuidos pelo Meéxico e Argentina, e 43 espécies, sendo Brycon
orbgynianus, piracanjuba, uma das espécies dulcicolas representante
(NELSON, 2006). De acordo com piscicultores, a espécie & coletada também

em aguas estuarinas.

1.2.3.3 Ordem Cypriniformes, Familia Cyprinidae

A origem da ordem Cypriniformes é sugerida pela presenca de fosseis
na América do Sul e posterior migracéo para a Asia no periodo Jurassico, ha
206 milhdes de anos. A ordem Cypriniformes possui, de acordo com LEVEQUE
et al. (2008), 7 familias com representantes dulcicolas ou que possam migrar
para aguas salobras. Destas familias, 3.268 a 3.451 espécies sao
exclusivamente dulcicolas e 3.268 a 3.664 também sao encontradas em aguas
estuarinas (FISH BASE, 2005; NELSON, 2006). A familia Cyprinidae tem 220
géneros e 2.420 espécies, sendo a Ctenopharyngodon idella, carpa-capim,
exemplo de espécie dulcicola. A familia Cyprinidae se distribui pela América do
Norte, Africa e Eurasia, com espécies raramente encontradas em agua salobra,
sendo assim a maior familia de espécies dulcicolas da ordem (NELSON, 2006).

A origem da familia Cyprinidae é estipulada nos periodos Eoceno, ha 55
milhdes de anos, e Oligoceno, ha 33,4 milhdes de anos (NELSON, 2006)
(Tabela 2.1). Periodos de glaciagdes do Pleistoceno (~2 milhdes de anos)
estao relacionados a diversificagao e distribuigdo da familia (BUONERBA et al.,
2015).

1.2.3.4 Ordem Siluriformes, Familia Heptapteridae

O debate entre a origem dulcicola dos Siluriformes esta nos primeiros
fosseis encontrados na América do Sul, sugerindo sua migracéo para a Asia no
Jurassico, ha aproximadamente 206 milhdes de anos (LEVEQUE et al, 2008); e
sua origem na Australia, durante o Cretaceo, ha 144 milhdes de anos, com
posterior migragao ao México e América do Sul (NELSON, 2006) (Tabela 2.1).

A ordem Siluriformes possui, de acordo com LEVEQUE et al. (2008), 34
familias com representantes dulcicolas, ou que possam migrar para aguas

salobras. Destas familias, 2.740 a 2.835 espécies sao exclusivamente
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dulcicolas e a 2.750 a 2.992 também sao encontradas em aguas estuarinas
(FISH BASE, 2005; NELSON, 2006). A familia Heptapteridae possui 25
géneros, sendo o Rhamdia quelen, jundia, exemplo de espécie dulcicola.

1.2.4 Caracteristicas dos teledsteos acanthopterigeos (Perciformes:
Cichlidae, secundarios de agua doce e espécies aclimatadas em agua do mar)
estudados

1.2.4.1 Ordem Perciformes, Familia Cichlidae

A ordem Perciformes possui 1.539 géneros e 10.033 espécies,
representando a dominancia de vertebrados em aguas marinhas e de peixes
tropicais e subtropicais em agua doce. Nesta ordem, 2.040 a 2.402 espécies
sdo exclusivamente dulcicolas e 2.335 a 3.368 também sao encontradas em
aguas estuarinas (FISH BASE, 2005; NELSON, 2006). A origem da ordem é
sugerida no periodo Paleoceno superior, ha 65 milhdes de anos; e Eoceno, ha
55 milhdes de anos (NELSON, 2006) (Tabela 2.1). Entre os géneros desta
ordem, 34 possuem representates exclusivamente dulcicolas, e 51
representantes dulcicolas que possam migrar para aguas salobras LEVEQUE
et al. (2008).

Dentro desta ordem, a familia Cichlidae tem 112 géneros com
distribuicdo cosmopolita. Os ciclideos representam a familia “ndo-Ostariophysi”
com maior riqueza de espécies que habitam agua doce (LEVEQUE et al.,
2008). Relembrando, a familia dos ciclideos é considerada recente invasora
dulcicola (CHAKRABARTY, 2004; NELSON, 2006). A espécie dulcicola e
estuarina Oreochromis niloticus, tilapia-do-Nilo, € uma das representantes
desta familia (NELSON, 2006).

1.2.4.2 Ordem Perciformes, Familia Lutjanidae

A familia Lutjanidae possui 70 géneros e 105 espécies, dispersas pelo
Atlantico, indico e Pacifico. Raras espécies representantes sdo encontradas
em estuario e agua doce. A espécie marinha Lutjanus jocu, bauna, € um
exemplo de espécie diadroma (NELSON, 2006).

1.2.4.3 Ordem Perciformes, Familia Centropomidae
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Grupo parafilético, com apenas um género (Centropomus), com 12
especies. Possuem representantes no ambiente marinho, de estuario e
dulcicola, em aguas tropicais e subtropicais das Américas do Norte e Central
(NELSON, 2006). A espécie Centropomus parallelus, robalo, é diadroma (FISH
BASE, 2005).

1.2.4.4 Ordem Tetraodontiformes, Familia Tetraodontidae

A origem da ordem Tetraodontiformes é estipulada no periodo Eoceno,
ha 55 milhdes de anos (Tabela 2.1). A ordem Tetraodontiformes possui 100
familias, que compreendem 101 géneros e 357 espécies (SANTINI & TYLER,
2003; LEVEQUE et al. 2008). Destas familias, a Tetraodontidae é a Unica que
possui representantes dulcicolas, ou que possam migrar para aguas salobras
(LEVEQUE et al. 2008). Seus representantes se distribuem pelo Atlantico,
indico e Pacifico, com espécies marinhas comumente encontradas em aguas
salobras e dulcicolas, em aguas tropicais e subtropicais. Nesta familia, 19
géneros compreendem 130 espécies. Dentro destas espécies, 12 a 29
espécies sdo exclusivamente dulcicolas (FISH BASE, 2005; NELSON, 2006;
LEVEQUE et al., 2008) e 22 a 48 sdo encontradas em aguas estuarinas (FISH
BASE, 2005; NELSON, 2006). Espécie representante desta familia €& a

Sphoeroides greeleyi, baiacu, que habita 0 ambiente marinho e estuarino.

Tabela 2.1 — Epoca de origem (provavel) das ordens e/ou familias de ostariofiseos e
acanthopterigeos. Fontes: SANTINI & TYLER (2003); NELSON (2006); LEVEQUE et al (2008)
e habitats das espécies estudadas na tese, conforme cada ordem. Fonte: a autora.

Ordem/Familia Origem (milhoes de Habitat
anos)
Characiformes ? dulcicola
Cypriniformes 206 dulcicola
Siluriformes 206 — 144 dulcicola
Perciformes 65— 55 dulcicola/estuarina/diadromo
Tetraodontiformes 55 marinho/estuarino
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar se a localizagdo e as atividades das enzimas NKA e V-H'-
ATPase branquiais em teledsteos se relacionam com suas histérias evolutivas

e com diferentes ambientes aquaticos.
2.2 Especificos

- Comparar a localizacdo e atividade das enzimas NKA e V-H™-ATPase em
diferentes representantes de teledsteos ostariofiseos (primarios de agua doce)
e acanthopterigeos (Perciformes: Cichlidae, secundarios de agua doce e
espécies aclimatadas em agua do mar);

- Identificar a localizagéo e atividade das enzimas NKA e V-H'-ATPase em
teledsteos primarios e secundarios de agua doce e aclimatados em agua do
mar;

- Quantificar a marcagdo das enzimas NKA e V-H'-ATPase em teledsteos
primarios e secundarios de agua doce e aclimatados em agua do mar;

- Avaliar a relagao entre localizagao, a quantificagao e a atividade das enzimas
NKA e V-H*-ATPase em teledsteos primarios e secundarios de agua doce e

aclimatados em agua do mar.

3 METODOLOGIA

3.1 Coleta dos animais

3.1.1 Teleosteos dulcicolas (ostariofiseos)

Representantes das espécies dulcicolas Astyanax bimaculatus,
Linnaeus, 1758 (9,82+0,41cm) (lambari — Characiformes/Characidae) (Figura
2.7A); Brycon orbgynianus, Valenciennes, 1850 (8,57+0,14cm) (piracanjuba —
Characiformes/Bryconidae) (Figura 2.7B) e Ctenopharyngodon idella,
Valenciennes, 1844 (10,73+0,28cm) (carpa-capim — Cypriniformes/Cyprinidae)
(Figura 2.7C), foram trazidos de piscicultura, na “Alevinos ltaipu”, em Curitiba-

PR. Os teledsteos foram transportados de carro em sacos plasticos com
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oxigénio e com agua do cultivo, até o Laboratério de Fisiologia Comparativa da
Osmorregulacao (LFCO), em Curitiba-PR.

Espécimes da espécie dulcicola Rhamdia quelen, Quoy & Gamard,
1824 (17,19+0,64cm) (jundia — Siluriformes/Heptapteridae) (Figura 2.7D),
foram coletados na piscicultura da Pontificia Universidade Catdlica (Sao José
dos Pinhais - PR).

3.1.2 Teledsteo dulcicola e aclimatados em agua do mar

(acanthopterigeos)

Representantes da espécie dulcicola/estuarina (eurihalina) Oreochromis
niloticus  (10,78+0,30cm)  (tilapia  do Nilo, Linnaeus, 1758 -
Perciforme/Cichlidae) (Figura 2.7E) foram também trazidos de piscicultura, na
“Alevinos ltaipu”, em Curitiba-PR. Os teledsteos foram transportados de carro
em sacos plasticos com oxigénio e com agua do cultivo, até o LFCO, em
Curitiba-PR.

As espécies de teledsteos diadromos Lutjanus jocu (bauna, Bloch &
Schneider, 1801- Perciformes/Lutjanidae) (Figura 2.7F) — para
imunofluorescéncia, e Centropomus parallelus (robalo, Poey, 1860 -
Perciformes/Centropomidae) — para o ensaio de atividade enzimatica (Figura
2.7G) foram coletados no Estado do Espirito Santo (ES) (20°C66°30.34” S;
40°C51’89.06” W), e as amostras foram trazidas congeladas, de aviao.
Espécimes da espécie marinha/estuarina Sphoeroides greeleyi (9,28+0,29cm)
(baiacu, Gilbert, 1900 — Tetraodontiformes/Tetraodontidae) (Figura 2.11H)
foram coletados na Gamboa do rio Bagagu na margem sul da Baia de
Paranagua (PR) (25°C33'6.33" S, 48°C23'41.63" W) na parte rasa da praia,
proximo a desembocadura do rio, através de rede de arrasto manual. Estes
teledsteos foram transportados de carro em sacos plasticos com oxigénio e

com agua da coleta, até o LFCO, em Curitiba-PR.
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Characiformes

| Siluriformes |

Ostarifiseos

Acanthopterigeos

Figura 2.7 — Espécies utilizadas no experimento, identificando suas respectivas ordens e
familias. (A): Astyanax bimaculatus, lambari (B): Brycon orbignyanus, piracanjuba (C):
Ctenopharyngodon idella, carpa-capim (D): Rhamdia quelen, jundia (E): Oreochromis niloticus,
tilapia do Nilo (F): Lutjanus jocu, bauna (G): Centropomus parallelus, robalo (H): Sphoeroides
greeleyi, baiacu (Fonte: Fish Base, 2016). Asteriscos indicam espécies diadromas ou
marinhas/estuarinas. Fonte: a autora.

3.2 Aclimatagéo e eutanasia dos animais

No laboratdrio, os teledsteos dulcicolas foram aclimatados por até uma
semana em aquario estoque (~250 litros) de agua doce com agua filtrada, e os
diadromos (bauna e robalo) e o marinho/estuarino (baiacu) em aquario estoque
marinho (~400 litros). Ambos aquarios possuem filtracdo e aeragao constante.
A alimentagédo foi dada em dias intercalares, sendo que 24 horas antes da
eutanasia, os animais nao foram alimentados. Os parametros abiodticos de
temperatura, salinidade e pH s&do mensurados semanalmente no laboratorio.
Para cada espécie, 5 espécimes foram anestesiados com benzocaina 5%
(massal/volume) e eutanasiados com secgado medular para a retirada do
segundo arco branquial do lado esquerdo para o protocolo de

imunofluorescéncia, mantidas em -20°C até analise das fluorescéncias; e das
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branquias do lado direito para as atividades enzimaticas, mantidas a -80°C até
0S ensaios enzimaticos.

A imunofluorescéncia de robalo ndo teve sinal, o que pode ter sido
influenciado pela situagdo do atraso de envio de amostras. O ideal sera

comparar com novas amostras, o que provavelmente sera feito posteriormente.

3.3 Imunomarcagéo da NKA e V-H'-ATPase

O 2° arco branquial de cada espécie foi fixado por 3 horas em solugao
paraformaldeido (PFA) 2%, diluida em tampao fosfato (PBS — phosphate buffer
solution) 1x. O tampao € formado a partir da solugdo de PBS 10x (NaCl
139mM; Na;HPO4 8mM; KH,PO4 1,5 mM; KCI 2,7mM; CaCl, 1TmM e MgCl;
0,5mM). Apos este tempo, os tecidos foram repetidamente lavados com PBS
1x, seguidos de incubagdo com PBS 1x e sacarose 5% por 3 horas, e PBS 1x e
sacarose 15% overnight, em geladeira. Depois, os tecidos foram incubados em
crioprotetor OCT (Tissue-Plus®, Fisher Health Care, Scigen Scientific Gardena,
CA 90248 USA, Houston, TX 77038) por 1 hora, e emblocados em OCT
(solucdo crioprotetora de seccionamento de temperatura 6tima, Tissue-Tek)
para congelamento em -20°C.

Os cortes histolégicos (~10um) foram feitos em criostato (Criostato
Leica® CM1850 IEC — International Equipment Company, USA), e os materiais
postos em I&minas de vidro foscas (Global Trade Technology, 25,4 x 76,2 mm)
que passaram anteriormente por protocolo de lavagem em solugdes de NaOH,
agua destilada, acetona e organocilano. As laminas foram mantidas também
refrigeradas em 20°C até sua coloragéo para fotomicroscopias no Microscopio
Confocal Ti Nikon A1RSIMP (NIKON, Tokyo, Japao) localizado no
Departamento de Bioquimica da UFPR.

Para a coloracédo dos cortes, as laminas foram lavadas em PBS 1x por
10 minutos, e em PBS 1x com glicina (0,1M) também por 10 minutos, e mais
uma vez PBS 1x, por 5 minutos. Na sequéncia, foi preparada a solugao de BSA
1% (diluido em PBS 1x), para o bloqueio, por 1,5 hora. Apds, fez-se a
incubagdo com anticorpo Ac primario anti-Na* K*-ATPase (subunidade a5, anti
camundongo, Banco de Estudos de Desenvolvimento de Hibridoma,
Departamento de Ciéncias Biologicas) ou anti-V-H'-ATPase (B1/2 H-180,
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produzido em coelho, Santa Cruz Biotechnology®) diluidos 1:100 em BSA
0,1% (diluido em PBS 1x). A incubacdo se fez em camara umida escura
(overnight, a 4°C). Depois, fez-se novamente a lavagem com PBS 1x (3 x de 10
minutos), o bloqueio em BSA 1% por 1,5 hora, e a incubagdo com o Ac
secundario anti-coelho (V-H*-ATPase) ou anti-camundongo (NKA) IgG (diluidos
como o Ac primario) conjugados com cromégeno fluoresceina (FITC) (Pierce,
EUA), por 2,5 horas em camara umida escura (4°C). Por fim, para a montagem
das laminas, foi feita a lavagem com PBS 1x (3x de 5 minutos), seguida de
Fluormount™ e laminula e colados com esmalte base. Em algumas laminas,
apos a ultima lavagem em PBS 1x, foi pipetado 50uL do meio de montagem
DAPI (Vecta Shield), para também avaliar a coloragdo com DAPI (para laminas
marcadas com NKA).

A fluorescéncia foi obtida por captura de imagem no Microscopio
Confocal Ti Nikon A1RSIMP (NIKON, Tokyo,Japan), com o software de captura
Nis Elements 4.20 Confocal, e Nis Elements 4.20 Advantech Research para
analise das imagens e quantificacdo de fluorescéncia. As objetivas utilizadas
foram de 20x (abertura numérica de 0.75) e 60x com imers&o em 6leo (abertura
numérica de 1.40). Para o GFP (green fluorescent protein) foi utilizado laser
488 para excitagao e filtro de intervalo (“band pass”) de 500-550nm e para o
DAPI foi utiliado laser 405 para excitacéo e filtro de intervalo ("band pass")
de 425 - 475 nm.

Para cada espécime, foram montadas: 1 lamina “branco”, 1 lamina
controle negativo (para cada comparagao de laminas marcadas) e 10 Iaminas
marcadas, sendo 5 para cada enzima. Para a primeira visualizacdo da
marcagao das enzimas, foi feita uma lamina “branco” para cada espécie em
relagdo ao controle negativo. Esta lamina n&o teve adicdo de nenhum
anticorpo, e é importante para validar a especificidade do anticorpo secundario
utilizado nos controles negativos. O controle negativo, por sua vez, € montado
apenas com o Ac 1°. Isto possibilita a analise da autofluorescéncia do tecido, e
sua comparagao com as laminas marcadas. Em cada lamina, foram colocados
4 cortes. Para cada corte, foram selecionados 6 campos aleatérios. Em cada
campo selecionado, para a quantificacdo das marcacdes, foi utilizado o

software Nis Elements. A imagem é obtida em trés dimensdes, e portanto, gera
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campos de médias de fluorescéncia. Dentre estes, foi selecionado o campo

com maior intensidade de fluorescéncia, através da captura em “Z” (Figura 2.8).

Maior intensidade de
fluorescéncia, valor selecionado
para a média

|
Campo1 I

Campo2 I
f

Maior intensidade de
fluorescéncia, valor selecionado
para a média

Figura 2.8 — Representacao da mensuracao de intensidade de fluorescéncia através de captura
em Z. Fonte: a autora.

3.4 Atividade especifica da NKA e V-H'-ATPase

A atividade especifica branquial foi identificada a partir de uma
adaptacao do protocolo original de GIBBS & SOMERO (1989). O tampao de
homogeneizagdo foi composto SEID 0,5%, formado por SEI (sacarose
(150mM), imidazol (50mM) e EDTA (10mM), com pH ajustado para 7.5) e acido
deoxicélico. A homogeneizacgao foi feita na proporgcéo de 1:20 de tampao. Apds
a homogeneizacgao, foi feita a centrifugagcao (7 minutos, 3200 RPM, 4°C). A
partir dai, foi preparada uma solugdo de mistura (salt mix), composta de
Imidazol (30mM), NaCl, cloreto de sdédio (45mM), KCI, cloreto de potassio
(15mM), MgCI,6H,0, cloreto de magnésio hexahidratado (3mM) e KCN,
cianeto de potassio (0.4mM), ATP, adenosina tri-fosfato (1mM), NADH,
dinucleotideo de adenina nicotinamida (0.2mM), PK, piruvato quinase (31U/mL),
LDH, lactato desidrogenase (2I1U/mL), frutose 1,6 difosfato (0.1mM) e PEP,
fosfoenol (phosphoenol) piruvato (2mM).

O volume desta solugao foi entdo dividido em trés partes. Na primeira,
nenhum inibidor foi adicionado. Na segunda parte, foi adicionado 2mM de
ouabaina e na terceira, 2mM de NEM, n-etilmaleimida.

Para a leitura da microplaca, foram colocados 5uL do homogenado em
cada poco. Cada amostra foi pipetada doze vezes, em quadruplicatas: 1 para a

solucdo sem inibidor; 1 para a solugdo com ouabaina e 1 para a solugao com
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NEM. A leitura foi feita no Espectroflorimetro BioTek Synergy HT, com
comprimento de onda de 340 nm, em 20 minutos de leitura, com intervalos de
50 segundos. Apods, foram calculadas as inclinagdes de absorbancia pelo
tempo, utilizando apenas a porgao linear para o calculo. A atividade final &

expressa em pmol ADP*mgproteina™*h”’
3.5 Proteinas totais

A concentragao de proteinas totais dos homogeneizados utilizados para
todos os ensaios enzimaticos foi determinada utilizando-se o protocolo descrito
por BRADFORD (1976), adaptado para microplacas (96 pogos) de fundo chato.
Utilizaram-se microplacas com leitura em leitor de Elisa (Espectoflorimetro
Biotec Instruments EL 800). O método é baseado na ligacdo de grupos
funcionais basicos ou aromaticos das proteinas ao corante Coomassie Brilliant
Blue G-250, com leitura feita a 595 nm (MIWA et al., 2008).

3.6 Analise estatistica

Anterior aos testes estatisticos para analisar as quantificagdes em
laminas marcadas (NKA e V-H'-ATPase), foi feita ANOVA de uma via para
comparar as fluorescéncias entre as laminas marcadas com a do controle
negativo (CN, sem Ac 1°). O test-T foi utilizado para analisar as quantificagbes
das marcagdes das enzimas (NKA e V-H'-ATPase) dentro da mesma espécie.
A ANOVA de uma via foi feita para identificar diferengas nas quantificagdes
entre as diferentes espécies. Para analisar a atividade especifica das enzimas,
foi utilizado ANOVA de uma via para identificar diferencas dentro de espécies
diferentes (enzima x espécie), e teste-T para cada enzima (NKA e V-H'-
ATPase) dentro de uma mesma espécie. Holm-Sidak foi o teste post-hoc para
ANOVA de uma via quando a analise de ANOVA para NKA ndo passou no

teste de normalidade. O nivel de significancia para os testes foi de < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Imunomarcacdo da NKA e V-H'-ATPase em brdnquias de tele6steos da

ordem Characiformes (ostariofiseos, primarios de agua doce)

A localizagao da NKA em lambari, Astyanax bimaculatus (Figura 2.9A) e
piracanjuba, Brycon orbgynianus (Figura 2.9B) tem distribuicdo em regides
interlamelares e ao longo da lamela secundaria. Para a enzima V-H*-ATPase, a
distribuicao foi marcada de forma difusa em ambas as espécies, parecendo

preencher todo o citoplasma celular (Figura 2.9B e D).

A) NKA, A. bimaculatus B) v-H*-ATPase, A. bimaculatus

—_

C) NKA, B. orbygnianus D) V-H*-ATPase, B. orbygnianus

'S

Figura 2.9 — Imunomarcagao em teledsteos dulcicolas da ordem Characiformes, com aumento
de 60x. (A): Marcagdo de NKA (B): e V-H'-ATPase em Astyanax bimaculatus, lambari (C):
Marcacgéo de NKA (D): e V-H'-ATPase em Brycon orbygnianus, piracanjuba. Fluoréforo FITC
(verde) e DAPI (azul, marcador de nucleo, para NKA). NKA apontada por setas e V-H'-ATPase
por setas tracejadas.
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4.2 Imunomarcagdo da NKA e V-H'-ATPase em branquias de teleésteos das

ordens Cypriniformes e Siluriformes (ostariofiseos, primarios de agua doce)

A localizagao da NKA em carpa-capim, Ctenopharyngodon idella (Figura
2.10A) foi semelhante aos representantes ostariofiseos das ordens
Characiformes e Siluriformes, com distribuicdo em regides interlamelares e ao
longo da lamela secundaria. Para a enzima V-H*-ATPase, os resultados da
tese evidenciam uma distribuicdo dispersa por todo o epitélio branquial,
parecendo preencher todo o citoplasma celular (Figura 2.10B).

Em jundia, Rhamdia quelen (Figura 2.10C) foi observada uma marcagao
intensa de NKA em regides interlamelares e ao longo da lamela secundaria. A
localizagdo de V-H'-ATPase foi difusa, em grande parte das espécies

estudadas, e parece preencher todo o citoplasma celular (Figura 2.10D).

A) NKA, C. idella B) V-H*-ATPase, C. idella

'4

C) NKA, R.quelen D) V-H*-ATPase, R. quelen

]

Figura 2.10 — Imunomarcacdo em teledsteos dulcicolas das ordens Cypriniformes e
Siluriformes, com aumento de 60x. (A): Marcagdo de NKA (B): e V-H'-ATPase em
Ctenopharyngodon idella, carpa-capim (C): Marcacdo de NKA (D): e V-H'-ATPase em Rhandia
quelem, jundia. Fluoréforo FITC (verde) e DAPI (azul, marcador de nucleo, para NKA). NKA
apontada por setas e V-H'-ATPase por setas tracejadas.
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4.3Imunomarcagdo da NKA e V-H'-ATPase em branquias de teledsteos da
ordem Perciformes (acanthopterigeos, familia Cichlidae com representantes

secundarios de agua doce e espécie diadroma)

Em tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, Cichlidae, e no teledsteo
marinho bauna Lutjanus jocu, foi possivel identificar uma localizacdo de NKA
estrita a base do filamento branquial, em regides interlamelares (Figura 2.11A e
C). Os resultados permitem observar em ambos os Perciformes uma
localizacéo dispersa de V-H'-ATPase, parecendo preencher todo o citoplasma

celular (Figura 2.11B e D).

A) NKA, 0. niloticus B) vV-H*-ATPase, O. niloticus

C) NKA, L. jocu D) v-H*ATPase, L. jocu

'4

Figura 2.11 — Imunomarcagao em teledsteo dulcicola/estuarino da ordem Perciformes, com
aumento de 60x. (A): Marcacdo de NKA (B): e V-H'-ATPase em Oreochromis niloticus, tilapia-
do-Nilo. Imunomarcacgéao em teledsteo diadromo da ordem Perciformes, com aumento de 60x.
(C): Marcacéo de NKA (D): e V-H'-ATPase em Lutijjanus jocu, bauna. Fluoréforo FITC (verde) e
DAPI (azul, marcador de nucleo, para NKA). NKA apontada por setas e V-H'-ATPase por setas
tracejadas.
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4.4Imunomarcagdo da NKA e V-H'-ATPase em branquias de teledsteo da

ordem Tetraodontiformes (acanthopterigeo, espécie marinha/estuarina)

Em baiacus marinhos/estuarinos, Sphoeroides greeleyi, a localizacao da
NKA ¢é distribuida em regides interlamelares (Figura 2.12A). Nos resultados
desta tese, a localizacdo da V-H*-ATPase foi marcada de forma pontual, ao
longo do filamento e das lamelas, parecendo preencher todo o citoplasma
celular (Figura 2.12B).

A) ‘NKA, S, greeleyi B) V-H*-ATPase, S. greeleyi

Figura 2.12 — Imunomarcagdo em teleésteo marinho/estuarino da ordem Tetraodontiformes,
com aumento de 60x. (A): Marcagdo de NKA (B): e V-H'-ATPase em Sphoeroides greeleyi,
baiacu. Fluoréforo FITC (verde) e DAPI (marcador de nucleo). NKA apontada por setas e V-H'-
ATPase por setas tracejadas.

4.5 Quantificagdo das imunomarcagdes constitutivas da NKA e V-H'-ATPase

Os valores da fluorescéncia do controle negativo foram utilizados para
evidenciar que ha a marcagdo de NKA e V-H"-ATPase, ndo sendo mostrados
no grafico. A quantificacdo (intensidade) de imunofluorescéncia entre os
teledsteos, para NKA, foi de 1061+98,1. Para a V-H'ATPase, a intensidade foi
de 1078+167. Para o grupo dos ostariofiseos (primarios de agua doce), a NKA
teve uma média de 1149+137,9 de intensidade de fluorescéncia. Para os
acanthopterigeos (Perciformes: Cichlidae, secundarios de agua doce e

espécies aclimatadas em agua do mar), este valor foi de 945+103,7. Para a V-
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H*ATPase a média da intensidade de fluorescéncia foi de 1062+186,2 em
ostariofiseos e de 1100£299,7 no grupo dos acanthopterigeos. A NKA nao teve
diferenca estatistica entre os teledsteos, enquanto a H*-V-ATPase foi menor
em piracanjuba e bauna. Piracanjuba nao teve diferenga de fluorescéncia em
relagcdo a lambari e carpa, apenas. A bauna, por sua vez, s6 foi semelhante a
piracanjuba. A NKA teve maior fluorescéncia que H*-V-ATPase em baulna, e

menor que a H*-V-ATPase em baiacu.

o NKA

D- dulcicola
D/E — dulcicolaque

V-H*-ATPase

2000 migra a estuario
b M — marinho (diadroma)
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Figura 2.13 — Quantificagdo das imunomarcagdes constitutivas de NKA e V-H'-ATPase dos
diferentes teledsteos estudados, feitas no aumento de 20x. Astyanax bimaculatus, lambari;
Brycon orbignyanus, piracanjuba; Ctenopharyngodon idella, carpa-capim; Rhamdia quelen,
jundia; Oreochromis niloticus, tilapia do Nilo; Lutjanus jocu, bauna; Centropomus parallelus,
robalo; Sphoeroides greeley, baiacu. Letras diferentes identificam diferencas entre as
quantificacdes das enzimas NKA ou V-H'-ATPase entre as diferentes espécies. Asteriscos
identificam diferengas entre as quantificagbes das enzimas dentro de uma mesma espécie.

4.6 Atividade enzimética da NKA e V-H'-ATPase em tele6steos ostariofiseos
(primarios de agua doce) e acanthopterigeos (Perciformes: Cichlidae,

secundarios de agua doce e espécies aclimatadas em agua do mar)

Os valores da atividade ATPasica total foram utilizados apenas para

calcular os valores da atividade enzimatica de NKA e V-H'-ATPase, ndo sendo
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mostrados no grafico, e nem utilizados para a analise estatistica. Em relagao a
NKA, os teledsteos tiveram uma média de atividade enzimatica de 1,75 + 0,39
umol ADP*mg ptn*h™. Para os ostariofiseos (primarios de agua doce), a
atividade enzimatica da NKA teve uma média maior (1,98 + 0,67 ymol ADP*mg
ptn"*h™") do que em acanthopterigeos (Perciformes: Cichlidae, secundarios de
agua doce e espécies aclimatadas em agua do mar), com a atividade média de
1,46 + 0,33 umol ADP*mg ptn™"*h™". Em relagdo a V-H*-ATPase, os teledsteos
tiveram uma média de atividade enzimatica de 1,08 + 0,40 ymol ADP*mg ptn”
"*h1. Para os ostariofiseos, a atividade enzimatica da V-H*-ATPase teve uma
média de 1,53 + 0,62 pmol ADP*mg ptn'*h™' maior que para os
acanthopterigeos, com a atividade média de 0,47 + 0,17 ymol ADP*mg ptn™"*h"
1.

Nao houve diferenca estatistica entre as diferentes espécies em relacao
a atividade de NKA. Em relagdo a V-H'-ATPase, a piracanjuba teve uma
atividade enzimatica maior (3,17 + 1,03 umol ADP*mg ptn”"*h™") que em baiacu
(0,12 + 0,16 pmol ADP*mg ptn"*h™"). Em tilapia do Nilo foi identificado uma
maior atividade enzimatica da NKA (2,02 + 0,54 ymol ADP*mg ptn™*h™") do que
em V-H*-ATPase (0,69 + 0,20 ymol ADP*mg ptn”"*h™"), assim como em baiacu
(NKA 0,88 + 0,47 ymol ADP*mg ptn"*h" e V-H*-ATPase 0,12 + 0,16 pmol
ADP*mg ptn”"*h™") (Figura 2.14).
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Figura 2.14 — Atividades enzimaticas constitutivas de NKA e V-H'-ATPase dos diferentes
teledsteos estudados. Astyanax bimaculatus, lambari; Brycon orbignyanus, piracanjuba;
Ctenopharyngodon idella, carpa-capim; Rhamdia quelen, jundia; Oreochromis niloticus, tilapia
do Nilo; Lutjanus jocu, bauna; Centropomus parallelus, robalo; Sphoeroides greeley, baiacu.
Letras diferentes identificam diferencgas entre as atividades enzimaticas de V-H'-ATPase entre
as diferentes espécies. Asteriscos identificam diferencas entre as atividades de NKA e V-H'-
ATPase dentro da mesma espécie.

5 DISCUSSAO

5.1 Localizagéo e atividade de NKA e V-H'-ATPase em ostariofiseos

Os Characiformes lambari e piracanjuba tiveram igual distribuicdo de
NKA do que o teledsteo dulcicola curimbata, Prochilodus lineatus (SIMONATO
et al., 2013), e uma atividade de NKA menor (para lambari) e maior (para
piracanjuba) do que curimbata em agua doce (SIMONATO et al., 2013).

O Cypriniformes carpa-capim teve uma localizagao de NKA diferente do
identificado em snow trout, Schizothorax curvifrons, observadas apenas em
regides interlamelares (MIR & NABI, 2011). Mas em peixe zebra, Danio rerio as
enzimas NKA e V-H"-ATPase foram identificadas em regides interlamelares e
lamelares (HWANG, 2009). Em relacdo a atividade enzimatica, a NKA foi
menor do que o identificado em vobla, Rutilus caspicus, também em agua doce
(KOLBADINEZHAD et al., 2012).

Em jundia, a distribuicdo de NKA e V-H'-ATPase foi similar ao
observado em agua doce e 15%., com a mesma espécie (MARASCHI, 2014), o
que da consisténcia aos resultados. Em relacdo as atividades enzimaticas,
nesta tese os valores foram maiores do que em MARASCHI (2014).

Para os ostariofiseos, o padrdo de marcagao de NKA foi semelhante a
de outras ordens estudadas. No teleésteo ostariofiseo diadromo milkfish
(Chanos chanos, Gonorynchiformes) a imunolocalizacdo de NKA em agua do
mar, a localizagcdo de NKA é observada ao longo do filamento branquial,
enquanto em agua doce esta distribuicdo também ¢é identificada nas lamelas
(LIN & LEE, 2003; TANG et al., 2011).

Este padrdao de distribuicao de NKA, diferente do evidenciado em

acanthopterigeos, sugere uma otimizagao para a captacéo de sal.
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5.2 Localizagdo e atividade de NKA e V-H'-ATPase em acanthopterigeos
(Perciformes: Cichlidae, secundarios de agua doce e espécies aclimatadas em

agua do mar)

Para a tilapia do Nilo, dulcicola e estuarina, a distribuicdo de NKA foi
semelhante a imunoensaios no ciclideo blackchin tilapia, Sarotherodon
melanotheron, quando em agua doce. Em agua do mar ou hipersalina, a
imunofluorescéncia para esta espécie também foi identificada nas lamelas
secundarias (OUATTARA et al., 2009). Em relagdo a V-H"-ATPase, o ciclideo
O. mossambicus, a V-H'-ATPase foi imunorreativa apenas em células
pavimentares, e nao teve imunorreatividade em agua do mar (HIROI et al,,
1999). Na mesma espécie foi observada a marcacao interlamelar de NKA e
demonstrada a co-localiza¢éo de V-H'-ATPase e ENaC (canais especificos de
Na®) apenas em células pavimentares, recobrindo a regido lamelar e o
filamento (WILSON et al., 2000). Em relacéo as atividades enzimaticas, a NKA
nos resultados da tese foi maior que na mesma espécie identificado em
CERON (2012). Alguns estudos identificam uma pré-adaptacéo da enzima em
transferéncias a variagcdes de salinidade, com uma maior atividade em
salinidades mais baixas (GUNER et al., 2005; YAO & AHOUSSI, 2008). Em
estudo com o teledsteo dulcicola tricogaster (T. microlepis, em agua doce, a
atividade enzimatica branquial em, foi menor do que identificado em tilapia
nesta tese (HUANG et al., 2010).

Em comparagdo ao diadromo bauna, no teleésteo marinho grouper,
Epinephelus coioides, a distribuicdo de MRC’s (com localizagdo da NKA)
também foi identificada em regides interlamelares (CABEROY & QUINITIO,
2000). No teleésteo diadromo monodactilus (ou silver moony) (Monodactylus
argenteaus, Monodactylidae) aclimatado em agua doce, agua salobra e agua
do mar, a localizacao de NKA foi identificada em regides interlamelares, e
também nas lamelas, apenas para o grupo de agua doce (KANG et al., 2012).
No teledsteo diadromo barramundi, Lates calcarifer, a expressao da enzima,
em barramundi, € aumentada em hipercapnia apés 2 horas quando comparado
a situagao controle. A distribuicdo da enzima é observada ao longo do

filamento, e de maneira mais esparsa, também ao longo das lamelas. A
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imunorreatividade de V-H'-ATPase também aparece no citoplasma da célula
(WEAKLEY et al., 2012). Para a atividade enzimatica, o Perciforme diadromo
robalo teve, nos resultados desta tese, valores menores de NKA do que nos
marinhos rabbitifish, Siganus rivulatus (SAOUD et al., 2007) e grouper,
Epinephelus coioides (CABEROY & QUINITIO, 2000).

Para o Tetraodontiformes baiacu, a distribuicdo de NKA foi semelhante
ao baiacu Tetraodon nigroviridis, tanto em agua do mar quanto agua doce
(TANG et al. 2011). A distribuigdo da V-H'-ATPase, pontual, foi diferente dos
demais teledsteos estudados na tese.

Em outras ordens de acanthopterigeos, como Cyprinodontiformes, a
NKA fica localizada em regides interlamelares, como em guppy, Poecila
reticulata (SHIKANO & FUJIO, 1998) e sailfin molly, P. latipinna (YANG et al.,
2011). Em um estudo com duas espécies de killifish, Lucania goodei,
estenohalina e L. parva, eurihalina, transferidos para 0, 10 e 20%., foi
observado que a espécie eurihalina expressa mais proteinas relacionadas a
captacao e secregdo de ions, incluindo a NKA. Por outro lado, a espécie
estenohalina expressa altas taxas de proteinas relacionadas apenas a
captacdo de ions. Ambas as espécies expressam niveis similares de V-H'-
ATPase (BERDAN & FULLER, 2012). Em teledsteos marinhos/estuarinos
longhorn sculpin (Myoxocephalus octodecemspinosus, Scorpaeniformes),
mantidos em agua do mar, a NKA ¢ identificada em MRC'’s largas e ovoides de
regides interlamelares, colocalizada com o trocador NHE (Na*/H"). A enzima V-
H*-ATPase foi marcada de forma difusa em células na base da lamela (poucas
em regides interlamelares), com um indicativo de localizagdo basolateral, com
poucas células colocalizadas com a enzima NKA (CATCHES et al., 2006). Em
sheepshead minnow, Cyprinodon variegatus, a maior atividade enzimatica de
NKA é identificada em aclimatagéo a agua do mar (KARNAKY et al., 1976).
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5.3 Comparacgéo entre a localizagdo, quantificacdo de imunofluorescéncia e
atividades enzimaticas de NKA e V-H'ATPase e sua possivel relagdo com a
historia evolutiva de ostariofiseos (primarios de agua doce) e acanthopterigeos
(Perciformes: Cichlidae, secundarios de agua doce e espécies aclimatadas em

agua do mar)

Nesta tese, foram feitas analises constitutivas das enzimas NKA e V-H'-
ATPase, o que permite uma analise entre os grupos de teledsteos. Importante
salientar que foi estudada a filogenia basica destes grupos. Este conhecimento
€ importante para poder comparar e relacionar, ou ao menos discutir a relagao
entre os padrbes de localizagdo e/ou atividades enzimaticas e suas histérias
evolutivas.

O estudo de enzimas chave para a osmorregulacéo, como a NKA e a V-
H*ATPase sdo metodologias para se discutir a plasticidade osmorregulatéria da
espécie aliada a possivel filogenia conhecida (RUIZ-JARABO et al., 2016). A
marcagao permite evidenciar a presenga da proteina, porém nao nos diz se ela
€ ativa (i.e., funcional) — ainda que possuam anticorpos que se ligam apenas a
epitopos ativados. Ou seja, a especificidade da ligagdo é imunoldgica, e n&o
biolégica (WILSON, 2007). Também, as proteinas possuem isoformas, que
podem ser responsaveis por regular o transporte de ions conforme a espécie
ou o ambiente (e.g.: FENG et al., 2002; RICHARDS et al., 2003; IP et al., 2012)
e que podem nao ser marcadas caso o anticorpo ndo possua a ligagao para
determinada isoforma.

5.3.1 Em relagé&o a enzima NKA

Em geral, os estudos com teledésteos mostram como resultados a
localizag&o interlamelar da NKA. Na tese, em relagdo a localizagdo da NKA,
todos os ostariofiseos estudados tiveram uma distribuicido semelhante da
enzima na regiao interlamelar e ao longo das lamelas secundarias. Este padréo
€ observado em grande parte dos estudos com teledsteos das mesmas ordens,
e no estudo com outros ostariofiseos, como Chanos chanos (TANG et al.,
2011). Esta semelhangca pode sugerir que em ostariofiseos, com uma historia

evolutiva de maior tempo de estabelecimento em agua doce, esta distribuicao
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deva ser mais dispersa, para otimizar a captacdo de sal por todo o tecido
branquial.

Este padrdo foi diferente do observado entre os acanthopterigeos. O
grupo com representantes secundariamente dulcicolas e marinhos possuem a
localizag&o apenas na regiao interlamelar, consistente com outros estudos com
espécies de acanthopterigeos. Em relagdo a espécie dulcicola (tilapia do Nilo),
possivelmente isto reflita sua histéria evolutiva. Em hipdtese, suas células
quando em agua do mar, precisavam secretar sal. Quando passaram a ter de
absorver sal, o espaco para o transportador de secre¢cao “diminuiu”, pois os
transportadores para a captacéo se tornaram mais necessarios.

A deteccao da similaridade de fluorescéncia e atividade enzimatica entre
os teledsteos sugere a conservacao de sua localizagao e distribuicdo devido a
sua funcdo na manutencdo do gradiente quimico intracelular bem como sua

participagdo na osmorregulagao.

5.3.2 Em relagdo a enzima V-H'-ATPase

Para a enzima chave para a captacéo de sal, V-H"'ATPase, a localizacéo
da enzima foi dispersa em todas as espécies dulcicolas. Na espécie marinha
bauna a localizagdo € dispersa, porém com menor intensidade de
fluorescéncia. Em baiacu, marinho/estuarino, a localizagdo € mais pontual,
ainda que por todo o tecido branquial. N&o foi possivel identificar, com esta
técnica, se a enzima esta translocada em MRC’S ou células pavimentares, ou
em ambas. Esta terceira opgdo parece ser o mais provavel, visto a sua
distribuicdo ser dispersa (MRC’s ficam em bases lamelares, e células
pavimentares ao longo das lamelas e filamento). A enzima V-H'ATPase
também desempenha uma fungcdo importante no organismo, de equilibrio
acido-base. Além disso, pode estar na porgao citosélica (vacuolar) e possui
varias isoformas. O anticorpo 1°, policlonal, pode-se ligar a estas diversas
isoformas. Estas caracteristicas podem ter contribuido com o resultado da
localizag&o da enzima.

Em relacdo a intensidade de fluorescéncia entre os ostariofiseos, o
jundia teve uma maior intensidade de fluorescéncia do que a piracanjuba. A

piracanjuba pode migrar a regides estuarinas, o que pode sugerir esta
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diferenga entre a espécie estritamente dulcicola. Ou pode estar relacionada a
existéncia de outros transportadores para a captagéo de sal (RUIZ-JARABO et
al., 2016). Em relagdo as espécies dulcicolas, a tilapia do Nilo
(acanthopterigeo, dulcicola/estuarina - eurihalina) também teve uma maior
intensidade de fluorescéncia do que a piracanjuba. A tilapia tolera maiores
salinidades que piracanjuba. Salinidades diferentes possuem pH’s diferentes.
Em geral, aguas com maiores salinidades possuem um pH mais alcalino (e.g.:
WILLMER et al., 2005). Portanto, esta diferenga pode estar relacionada com a
fungdo ndo osmorregulatoria da V-H'ATPase.

O baiacu (acanthopterigeo, marinho/estuarino) teve também maior
intensidade de fluorescéncia do que bauna, o que ja se podia esperar, visto
que a bauna foi coletada em agua do mar. Mas baiacu também teve maior
fluorescéncia que a piracanjuba. Esperava-se que este resultado fosse inverso.
Uma sugestdo para esta observagéo é a propria marcagéo pontual da enzima
no baiacu (que acresce a média da quantificagdo por concentrar a enzima).
Outra sugestdo é a de que o baiacu precisa ativar mais a enzima V-H*ATPase,
pois pode migrar a ambientes estuarinos a partir da agua do mar. Ja a
piracajuba migra a aguas estuarinas mais diluidas, porém possui uma
quantidade da enzima suficiente para a captacéo de sal neste ambiente ou em
agua doce. O teledsteo bauna (acanthopterigeo, diadromo) teve a menor
intensidade de fluorescéncia para a V-H'ATPase, sendo similar apenas a
intensidade da piracanjuba. Neste caso, pode-se sugerir que sua coleta e
aclimatacédo em agua do mar foram a causa da baixa imunofluorescéncia desta
enzima.

A piracanjuba (ostariofiseo), teve uma maior atividade enzimatica que a
identificada em baiacu (acanthopterigeo, marinho/estuarino). Este resultado
sugere que esta metodologia € mais sensivel, em um resultado quantitativo, do
que a metodologia da imunofluorescéncia (quantificada através de pontos
teciduais selecionados). Pode-se discutir este resultado conflitante, também
pela relacao entre a atividade funcional da enzima e a regulacédo da expressao
da mesma. A atividade enzimatica, ainda que aumente, pode n&o ter a
proporgao de aumento de regulagdo da expressao da respectiva enzima. Ou
ainda, pode sugerir uma enzima inativa, ou seja, que possui a marcagao (esta

expressa e translocada na membrana), mas nao esta funcional (WILSON,
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2007). A relagao entre a quantificagdo da imunofluorescéncia e a atividade
enzimatica de V-H'-ATPase foi maior nas médias dos acanthopterigeos (com
menor atividade enzimatica) em relagdo aos ostariofiseos. Provavelmente, a
intensidade de fluorescéncia identificada em baiacu tenha contribuido para este

resultado.

5.3.3 Em relacdo a NKA e V-H'-ATPase

Em relagdo a quantificagdo de imunofluorescéncia, a diferenca entre as
duas enzimas foi identificada apenas nos teledsteos diadromos e
marinhos/estuarinos acanthopterigeos, bauna e baiacu. Em bauna, a NKA teve
uma intensidade de fluorescéncia maior que o dobro da intensidade de
fluorescéncia da V-H'ATPase. A balna é uma espécie diadroma e foi coletada
em agua do mar. Portanto, a localizagdo da V-H"ATPase dispersa, ao longo do
filamento e das lamelas, sugere a importancia da enzima para a captacao de
sal em agua doce. Ademais, a baixa fluorescéncia desta enzima em agua do
mar sugere que embora com bastante quantidade, o funcionamento da enzima
nao é tao importante (ao menos na captagéo de sal) em agua do mar quando
comparado ao ambiente dulcicola.

Em baiacu, embora aparentemente com localizacdo mais pontual
(menos dispersa) que em bauna, a intensidade de fluorescéncia da V-
H*ATPase foi quase o dobro da intensidade de fluorescéncia de NKA. Os
baiacus foram coletados em estuario. E muito comum a coleta desta espécie
em regides estuarinas. Portanto, este resultado pode sugerir quatro causas. A
primeira pode sugerir que por migrar a estuarios a partir da agua do mar,
porém n&o migrar a ambientes dulcicolas, a espécie mantém uma distribuicdo
menor da enzima V-H'ATPase, ainda que esta seja mais ativa em menores
salinidades. A segunda hipdtese, que o tempo de aclimatagdo em agua do mar
ndo ¢ suficiente para diminuir a expressdo da enzima V-H'ATPase. Ou a
terceira, que mesmo com esta aclimatagao em agua do mar, a espécie mantém
a expressao de enzimas necessaria para quando migrar a regides com
menores concentragdes de sais. Ou ainda, que a quantificagcao € bem evidente

devido a concentracdo da enzima em determinado ponto do tecido branquial.
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As espécies tilapia do Nilo (dulcicola/estuarina) e baiacu
(marinho/estuarino), ambas do grupo dos acanthopterigeos, tiveram a atividade
enzimatica da NKA maior que a da V-H'-ATPase. Para a tilapia do Nilo, alguns
estudos mostram distintos resultados para a atividade de NKA em agua doce
quando comparados a variagdes de salinidade (eg.: GUNER et al., 2005;
CERON et al.,, 2012). Em relagdo ao baiacu, este resultado conflita com o
evidenciado para a quantificagdo de imunofluorescéncia. Como discutido
acima, a quantificacdo analisa um ponto do tecido, e ndo € um método
quantitativo tdo confiavel quanto a atividade enzimatica. Os baiacus foram
coletados em estuario, e isto sugere a localizagdo da V-H*-ATPase com uma

atividade enzimatica menor do que o identificado para NKA.
5.4 Relag&o entre os resultados e possivel histéria evolutiva dos teleésteos

Em uma revisdo de FRIEDMAN (2015), salienta-se que a dificuldade em
se estudar a filogenia inicial dos teledsteos se da pela falta de conhecimento de
como organizar os registros fosseis entre os grupos modernos e outro
ancestral. Isto ocorre devido a estes registros serem amplamente ou
exclusivamente restritos a grupos extintos. Algumas espécies de teledsteos
diadromos ficaram restritos a agua doce, com pouco ou nenhum contato com a
agua do mar, devido a formagéao de barreiras naturais a partir do ultimo evento
de deglaciagéo do Pleistoceno Superior (~18 milhées de anos). Neste exemplo,
a necessidade de hiperregular fez com que estes teledsteos reajustassem
mecanismos para conter o transporte passivo para a perda de ions e o ganho
de &agua. Esta readaptacdo da plasticidade osmorregulatéria pode ser
acelerada devido a mudanga abrupta e em longo prazo do ambiente, embora
existam autores que considerem que este confinamento “natural” promova uma
perda desta plasticidade. Estes extremos podem resultar ou sofrer a
interferéncia do tempo de exposigdo da espécie a este novo ambiente (RUIZ-
JARABO et al., 2016).

Esta lacuna contribui com a discussao para a origem (quando e onde —
agua doce ou marinha) exata dos teledsteos. Embora ndo seja conclusivo, a
identificacdo dos padrbes de marcacdo das enzimas estudadas (com a

presenca de V-H'-ATPase em teledsteos primarios e secundarios de agua
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doce), aliadas a leitura sobre a histéria evolutiva dos teledsteos reforga, na

interpretacéo desta tese, a origem dulcicola destes organismos.

6 CONCLUSOES

Os resultados permitiram identificar uma clara distincdo entre a
localizacdo de NKA branquial entre representantes ostariofiseos (primarios de
agua doce) e acanthopterigeos (Perciformes: Cichlidae, secundarios de agua
doce e espécies aclimatadas em agua do mar). Ostariofiseos, com seu
estabelecimento ha mais tempo em agua doce, possuem uma maior
distribuicdo da enzima, o que otimiza a captagdo de sal no organismo. Em
relacdo a distribuicdo de V-H'*-ATPase observa-se uma maior diferenca entre
os teledsteos diadromos e marinhos/estuarinos em relagéo aos dulcicolas, seja
por uma menor intensidade de fluorescéncia ou localizagdo mais pontual. Os
resultados opostos entre imunofluorescéncia e atividade enzimatica sugerem a
marcacao de uma enzima nao ativa (nao funcional, embora expressa). Através
dos resultados podemos sugerir a ancestralidade dulcicola dos teledsteos,

devido a presenga de V-H*-ATPase em ambos 0s grupos.

Sugestao para estudos: 1) deteccado de células pavimentares e MRC’s, como
feito em WITTERS et al. (1996) e GALVEZ et al. (2008) junto a marcacao das
enzimas 2) localizagdo da NKA e V-H'-ATP-ase em espécies diadromas,
aclimatando-as em agua doce e agua do mar 3) expressao destas enzimas em

protocolos de transferéncia a variagdes de salinidade (gradual ou abrupto).
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CONCLUSOES GERAIS

- A transferéncia gradual é a mais utilizada em protocolos de variagdes de
salinidade;

- Espécies diadromas das ordens Perciformes e Salmoniformes sdo as
mais utilizadas em protocolos de transferéncia a diferentes salinidades;

- Transferéncia a aumentos de salinidade sdo mais utilizados do que de
reducdes de salinidade;

- Em teledésteos dulcicolas submetidos a aumentos de salinidade, a

transferéncia gradual permite um maior tempo de tolerancia na

salinidade limite;

- Nao ha interferéncia entre as variaveis transferéncia x salinidade x

tempo em teledsteos estuarinos ou marinhos sumetidos a aumentos de

salinidade ou dilui¢cdes de salinidade;

- Em transferéncia gradual ou abrupta, a osmolalidade é maior em

maiores salinidades, a atividade branquial de V-H'-ATPase é maior em

salinidades mais baixas e a atividade branquial de NKA varia, mas em

geral é maior em maiores salinidades;
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Na transferéncia gradual a diferentes salinidades, percebe-se a

manutencao do teor hidrico tecidual e um maior tempo (dias) para

alteracdo da expresséo de proteinas osmorregulatérias;

O fator tempo, na avaliagdo de uma resposta osmorregulatoria, pode

interferir na discusséo sobre o grau de eurihalinidade de um teledsteo;

A localizaggo da NKA nos ostariofiseos € diferente das de

acanthopterigeos (ou seja, NKA se difere conforme a historia evolutiva);

A localizagdo da V-H'-ATPase foi diferente conforme os ambientes

aquaticos;
A imunofluorescéncia da NKA foi maior do que da V-H'-ATPase em

bauna, e menor em baiacu. Neste, sugere-se que a concentragao

pontual da enzima V-H*-ATPase caracterizou esta quantificacéo;

A atividade enzimatica da NKA foi maior do que da V-H'-ATPase em

tilapia e baiacu. Neste, foi 0 oposto do resultado da imunofluorescéncia;

A atividade enzimatica da V-H'-ATPase foi maior em piracanjuba

(ostariofiseo, primario de agua doce) do que em baiacu

(acanthopterigeo, marinho), oposto do resultado da imunofluorescéncia;

Os resultados conflitantes entre os protocolos de imunofluorescéncia e

atividade enzimatica podem ser devido a metodologia e relagao entre

atividade funcional e expressao de proteinas;

Sugere-se, com os resultados da V-H'-ATPase em acanthopterigeos,

além dos dados da literatura, a origem dulcicola dos teledsteos.

Pode-se concluir, a partir da analise dos resultados desta tese, que as

proteinas osmorregulatérias, constitutivas ou potencialmente reguladas,

que diferencia a localizagao ou atividade de proteinas osmorregulatérias,

é relacionada com os diferentes ambientes e historias evolutivas dos

teleésteos, podendo interferir no grau de tolerancia fisioléogica destes

organismos, em meio “natural” ou diante uma submissao a variagao de

salinidade experimental.
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