UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: FISIOLOGIA

ESTRESSE OSMOTICO:
PROTEINAS DE ESTRESSE E BALANCO OXIDATIVO EM Neohelice granulata

(CRUSTACEA, DECAPODA, VERONIDAE)

Felipe Amorim Fernandes

Porto Alegre, Dezembro de 2010.



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: FISIOLOGIA

ESTRESSE OSMOTICO:
PROTEINAS DE ESTRESSE E BALANCO OXIDATIVO EM Neohelice granulata

(CRUSTACEA, DECAPODA, VERONIDAE)

Felipe Amorim Fernandes

Orientadora
Dra. Roselis Silveira Martins da Silva
Co-orientador

Dr. Luiz Carlos Kucharski

Tese de Doutorado submetida ao Curso de Poés
Graduacao em Ciéncias Bioldgicas — Fisiologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como
parte dos requisitos necessarios a obtencao do
grau de Doutor em Ciéncias.

Porto Alegre, Dezembro de 2010.



Esta Tese é dedicada a:
Minha mulher Bibiana e ao meu
filho Gabriel que em tao pouco
tempo me ensinaram tanto sobre

O amor.



“Se seus sonhos estiverem nas nuvens, nao se preocupe, pois eles estao no lugar

certo; agora construa os alicerces” (Autor desconhecido)

“Tudo que se passa no onde vivemos é em nos que se passa. Tudo que cessa no

que vemos € em nos que cessa” (Fernando Pessoa)

“A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltara ao seu tamanho original”

(Albert Einstein)



AGRADECIMENTOS




AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, professora Dra. Roselis Silveira Martins da Silva, que
sempre demonstrou acreditar no meu potencial, pela oportunidade oferecida, pela
orientacdo e principalmente por me dar a oportunidade de enriquecer meu
conhecimento.

Ao Professor Dr. Luiz Carlos Kucharski agradeco por ter me brindado com
suas sugestdes e colaborac¢des no trabalho.

A Dra. Adriane Bell6-Klein por ter aberto o Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular para que eu realizasse as medidas de formacao de perdxido e
glutationa, bem como, a M.Sc. Francisca Mosele e ao Dr. Alex Sander Araujo pelo
auxilio nos experimentos;

Ao Dr. Edson Capp e ao doutorando Gustavo Dias Ferreira do Laboratério
de Endocrinologia e Obstetricia pelo auxilio nos experimento de expressdo das
proteinas de choque térmico;

A Dra. Guendalina Turcato Oliveira por ter aberto o Laboratério de
Fisiologia Comparada para que eu realizasse as medidas de atividade da catalase
e da Na'/K*ATPase, bem como, a doutoranda Bibiana Kaiser Dutra pelo auxilio
nos experimentos;

Em especial aos colegas do meu laboratério (LaMEC) pela alegre
convivéncia, sendo que alguns destes foram essenciais no desenvolvimento deste
trabalho. Muito obrigado!

A todos os professores da Pdés-graduacdo em Fisiologia pelo convivio e
aprendizado;

As secretarias do Curso de Pés-graduacdo em Fisiologia que sempre se
empenharam em resolver problemas com muita eficiéncia e paciéncia. Obrigado!!!

Aos amigos que sempre torcem por mim;

Aos meus familiares que sempre me apoiaram. Aos meus pais, que me
deram ndo somente a vida, mas principalmente a minha educacao e condi¢cbes de
estudo;

A meu filho Gabriel que traz tanta luz e gosto para minha vida, um amor

especial;



Agradego principalmente a minha companheira e mulher Bibiana Kaiser
Dutra pelo amor, dedicagdo, companheirismo, trabalho, etc. Nenhuma pessoa fara
tanto por mim. Te amo;

Agradeco Também ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico pela bolsa de doutorado;

Por fim, agradeco a todos que, de uma maneira ou de outra, contribuiram
para que este trabalho fosse executado com éxito;

E finalmente a Deus por sempre me iluminar e me guiar.



RESUMO




RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi determinar o efeito do estresse hiperosmético ou
hiposmético, in vivo, sobre o balango oxidativo, os niveis de atividade de Na*/K*ATPase e a s
expressdes das Hsp 70 e 90 em Neohelice granulata. O peso seco das branquias anteriores,
branquias posteriores, hepatopancreas e musculo mandibular foram determinados em
diferentes tempos experimentais (15, 30, 45, 60 e 360 minutos) e escolhidos os tempos de 1 e
6 horas de estresse. Entre os grupos controles foi 0 hepatopancreas o tecido que apresentou
maior concentracao de perdxido de hidrogénio. As branquias anteriores e posteriores, o
hepatopancreas reduziram significativamente a formacao de peroxido de hidrogénio apdés 1 € 6
horas de estresse hiposmotico ou hiperosmoético. No musculo mandibular, foram verificados
valores significativamente menores de peroxido de hidrogénio em ambos os estresses, exceto
apos 1 hora de estresse hiperosmoético. Nas branquias anteriores e posteriores foi verificada
uma diminuicdo na relacdo da glutationa oxidada/reduzida apés uma hora em ambos os
estresses. ApO6s 6 horas de estresses, as branquias posteriores e branquias anteriores
apresentaram uma relacao de glutationa oxidada/reduzida mais elevada que o controle. Mesmo
padrao de resposta foi verificado no hepatopancreas e musculo mandibular. A atividade da
catalase nas branquias anteriores apresentou-se significativamente mais elevada, em ambos
os tempos, nos dois estresses, enquanto nas branquias posteriores apenas apés 6 horas foi
encontrado um aumento significativo da atividade. No hepatopancreas a atividade da catalase
no estresse hiposmaético diminuiu significativamente apdés 6 horas de estresse, enquanto no
estresse hiperosmético foi verificada uma diminuicao significativa da atividade da catalase em
ambos o0s tempos experimentais. O musculo mandibular apresentou uma diminui¢cdo
significativa da catale somente apds uma hora de estresse hiperosmético. Quanto a atividade

da enzima Na'/K*ATPase, esta apresentou-se diminuida em todos os tecidos estudados ap6s
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a submissdo dos animais aos diferentes estresses em ambos os tempos. Alteragées na
expressao da Hsp 70 foram verificadas apenas nas branquias posteriores, a expressao desta
proteina foi significativamente maior no estresse hiposmético quando comparada ao grupo
controle. Ao final deste trabalho pode-se concluir que o caranguejo N. granulata, no periodo
inicial de aclimatacao as alteragdes de salinidade, possui respostas coordenadas de seus
sistemas de defesas antioxidantes como estratégias para minimizar ou evitar os danos do
choque osmético. Os resultados também demonstraram que o sistema antioxidante do animal
pode ser modulado durante o estresse oxidativo, contudo, a capacidade de modulagao nao é
padronizada, sendo tecido-especifica. Outra estratégia utilizada por este caranguejo em
resposta ao estresse osmoético curto € uma diminuicdo da atividade da bomba Na*, K'-ATPase,
reduzindo o consumo celular de ATP. A Hsp 70 aumenta somente nas branquias posteriores,
confirmando a afirmacao de Chang (2005), que os tecidos nao respondem uniformemente a um
determinado estresse. No caso do estresse osmoético cabe as branquias posteriores uma

resposta protetora devido a funcao de principal 6rgao regulador idbnico nos crustaceos.
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INTRODUCAO

O ESTRESSE OSMOTICO E AS ALTERACOES NO VOLUME CELULAR

As membranas de células animais, com poucas excecoes, sdao altamente permeaveis a
agua, porém nao toleram grandes pressoes hidrostaticas. Portanto, os movimentos da agua
sdao em grande parte ditados pelo gradiente de pressdao osmética através da membrana
(Haussinger e cols., 2004; Pasantes-Morales e cols., 2006). A homeostase do volume celular
nao significa volume celular constante. Pequenas mudancas no volume celular acontecem em
poucos minutos, e essas variagoes alteram as funcdes celulares (Haussinger e cols., 2004).

De acordo com Schmidt-Nielsen (1996), o volume celular e a concentracao de solutos de
um organismo sdo usualmente mantidos dentro de limites bastante estreitos, pois desvios
substanciais de uma composicao relativamente constante e bem definida dos fluidos corporais
podem ser incompativeis com a vida.

Estresse osmético pode ser definido como alteragdes do volume celular induzidas pela
diferenca de concentracdo de solutos entre os dois lados da membrana plasmatica, as quais
ativam mecanismos celulares regulatérios de curto e longo prazo.

Estudos realizados com hepatdcitos de mamiferos mostram alguns efeitos da variacao
da concentragdo do meio extracelular sobre o volume celular. Células subitamente submetidas
ao meio hiposmético incham e, dentro de minutos, retornam parcialmente ao seu volume
original. Esse comportamento foi denominado redugéo do volume celular regulatério (regulatory
cell volume decrease - RVD). Inversamente, a exposicao subita ao meio hiperosmatico leva a
uma redugao do volume celular e, apds poucos minutos, ocorre aumento regulatério do volume
(volume regulatory increase — RVI), retornando o volume aos niveis iniciais (Fig. 1). Os

mecanismos responsaveis pelo RVD ou RVI podem diferir entre diferentes tipos celulares, mas
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em geral envolvem a ativagcdo de sistemas de transporte de ions e solutos organicos na

membrana plasmatica (Haussinger e cols., 1994).

>
Activation of o"
electrolyte transport Q\c’
H,0 ¢
Regulatory
Normoosmolarity —, Hyperosmolarity Volume
Increase
Long term adaption
<«
increzsed transporter expression
increzsed osmolyte synthesis
decreased osmolyte degradation
H,O
2 lons = Regulatory
> > > Volume
Organic Decrease
osmolytes
Normoosmolarity —» Hypoosmolarity

Figura 1: Estratégias de regulacédo do volume celular (Hatssinger e cols., 2004)

O ion K" é o principal efetor inorganico durante os choques hipo-hiperosméticos, pois
proporciona uma limitacdo imediata na alteracdo excessiva do volume celular durante
alteragbes osmoticas do meio extracelular. E os efetores organicos, como: os aminoacidos, a
betaina e o glicerol sdo considerados os principais responsaveis pelo reajuste do volume
celular durante alteragcbes osméticas do meio extracelular (Gilles e Delpire, 1997; Pasantes-

Morales, 2006).
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Mudancas de volume celular modificam varias fungdes metabdlicas. O aumento de
volume celular favorece a sintese e inibe a degradacado de proteinas, de glicogénio e, em
menor extensao, de lipidios. A diminuicao de volume celular tem efeito oposto. O aumento de
volume celular, causado pelo estresse hiposmotico, pode ser considerado como um sinal
anabdlico, enquanto que a reducéao favorece o catabolismo (Lang e cols., 1998; Haussinger e
cols., 2004)

Alteracdes no volume celular podem ser mediadas pela presenca hormonal, bem como
pela ingesta de amino&cidos, substancias osmoticamente ativas, durante o ciclo de

alimentacgao - jejum (Fig. 2).

Insulin Glucagon Glyl/Ala Gln

| |
) (6 & &

Figura 2: Modulagao de volume celular por hormdnios e aminoacidos (Hatissinger e cols.,

2004).
Aminoacidos sao utilizados por diversas espécies animais como osmdlitos para a
modulagao do volume celular. O influxo e efluxo de aminoacidos nas células, a protedlise, a

sintese de aminoacidos ou a transformacéao bioquimica destes compostos em outros substratos
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sao estratégias metabdlicas utilizadas na regulacao do volume celular por muitas espécies de

crustaceos (Fig. 3).

Célula

Lipidios  Carboidratos Proteinas

N\ 7

— Aminoacidos —
Influxo l Efluxo

Formacao de CO,

Figura 3: Alteragdes na concentragdo de aminodacidos intracelulares.

A habilidade em controlar o balanco osmotico e reparar os danos induzidos pelo estresse
osmotico é essencial a vida celular (Haussinger e cols., 2004). Células expostas ao estresse
hiperosmético ativam mecanismos que detectam, reparam e protegem contra os danos

oxidativos induzidos por esta condi¢do (Lamitina e Strange, 2005).

OSMORREGULACAO EM CRUSTACEOS
Os crustaceos apresentam basicamente dois mecanismos responsaveis pela regulacao

osmotica e idnica dos fluidos corporais:
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1)  Regulagéo isosmoética intracelular que envolve a manutengao do fluido intracelular
isosmético em relacdo ao fluido extracelular, por meio do ajuste no nivel de osmdlitos
intracelulares, particularmente de aminoacidos livres (Péqueux, 1995; McNamara e cols., 2004;
Augusto e cols., 2007).

2) Regulagdo anisosmética extracelular, que ocorre de maneira associada a
regulacao isosmatica intracelular esta relacionada a manutencao da concentracao osmética da
hemolinfa relativamente constante, independente da salinidade do meio externo (Péqueux,
1995). Segundo Corotto e Holliday (1996), os mecanismos anisosméticos extracelulares podem
ser efetuados de maneira rapida, como resultado da modulacdo direta do comportamento
cinético das enzimas como a Na*, K'-ATPase e a V-ATPase, enzimas transportadoras que
participam da absorcao ativa de sal através de epitélios especializados em meios hiposmoticos,
ou a secrecao de sal em meios hiperosméticos (Freire e cols., 2006). Pelos ions envolvidos ou
pela acdao hormonal (Lucu e Towle, 2003) ou, ainda, pela translocacdo das moléculas dessas
proteinas para a membrana plasmatica (Paller, 1994).

De acordo McNamara e cols. (2004) este mecanismo reduz a variacdo da osmolalidade
extracelular, o que confere maior protecdo as células e aos tecidos contra a variacao de
volume celular, minimizando a dependéncia e a necessidade de mecanismos de regulacao
isosmatica intracelulares.

De acordo com Signoret e Brailovsky (2004), a salinidade é uma importante variavel nos
ambientes aquaticos, principalmente em zonas intertidais e estudrios. Portanto, as espécies
que ocorrem nestes ambientes possuem mecanismos de osmorregulacdo com estratégias
fisiolégicas, bioquimicas, morfolégicas e comportamentais que permitem a sobrevivéncia

nestes habitats com variagcbes marcantes e rapidas de salinidade da agua.
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Segundo Kumlu e cols. (1999), a salinidade é um dos fatores abiéticos que mais afetam
o crescimento e a sobrevivéncia dos organismos aquaticos.

Péqueux (1995) diz que as espécies de animais existentes nesses ambientes
necessitam manter estaveis a composicao e o volume dos fluidos extra- e intracelulares para
manter a homeostase. Além disso, Cieluch e cols. (2004) afirmam que a capacidade de regular
o equilibrio osmético e ibnico dos fluidos biol6gicos influencia diretamente na reprodugéo, na
dispersao e no recrutamento destes organismos.

Atualmente sdo conhecidas cerca de 67.000 espécies de crustaceos (Martin e Davis,
2001), sendo a maioria destas essencialmente marinhas (Barnes e cols., 1995).

Segundo Barnes (1990), os crustaceos ancestrais surgiram no mar a aproximadamente
600 milhdes de anos, contudo, a passagem para ambientes com salinidades menores que a da
agua do mar (de estuario a agua doce) pelos decapodes iniciou-se no Terciario (cerca de 3,4
milhdes de anos) (Schubart e Diesel, 1998).

A conquista do ambiente estuarino e de agua doce representou uma grande evolucao
para esse grupo, visto que poucas espécies sao capazes de suportar transicdes osmaticas e
ibnicas que ocorrem do mar para a agua doce e o estuario (Augusto 2005).

Segundo Souza (2007), a capacidade de tolerancia a variagdo de salinidade de um
organismo é dependente da capacidade de regulacdo osmotica e ibnica, ou seja, quanto maior
a habilidade de manutencdo de gradientes osmoticos e ibnicos em condicoes favoraveis a
homeostase, maior serd a capacidade do organismo para invadir ambientes que sofrem
constantes alteragbes de salinidade, como os estuarios (Genovese e cols., 2005). Segundo
Jobling (1995), a capacidade de tolerancia e de adaptacdo a ampla variacdo de salinidade é

denominada de eurialinidade.
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De acordo com a capacidade em ocupar ambientes com diferentes salinidades, os
crustaceos podem ser agrupados em duas importantes categorias (Péqueux, 1995):

1) os estenoalinos, que incluem representantes capazes de tolerar apenas uma estreita
faixa de variacao na concentragdao osmotica e ibnica externa, ou seja, na salinidade do meio; e

2) os eurialinos, que sao capazes de tolerar amplas faixas de variacdo da salinidade
externa.

Segundo Delee e Bell (1999), a distribuicdo das espécies nos diferentes ambientes é
em parte determinada pela sua capacidade osmorregulatéria, portanto, quanto mais eurialina
for uma espécie, maior a sua capacidade de ocupar diferentes habitats.

Segundo Gilles e Delpire (1997), algumas adaptagdes permitiram aos crustaceos
eurialinos ocuparem hébitats estuarinos e dulciaqliculas:

1. Reducao da concentracdo dos liquidos corporais até valores compativeis com a

funcao celular;

2. Reducéo da ingestao de agua;

3. Reducéao da permeabilidade do tegumento;

4. Aumento da excrecao de agua através da glandula antenal;

5. Presenca de transporte ativo de solutos.

Essas adaptacdes reduzem o gasto energético para manutencao dos gradientes idnicos
e osmoticos elevados.

Segundo Péqueux (1995), a relacdo entre a osmolalidade da hemolinfa e a do meio
externo é freqlientemente expressa em termos da capacidade osmorregulatéria, podendo ser:

1. Osmoconformidade: animais osmoconformadores sdo aqueles que estdo sujeitos a

ocasionais fluxos de agua e sais entre 0 meio externo e os tecidos, e mantém a
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concentragcdo osmotica interna préxima a do meio externo, ajustando o volume
celular;

2. Osmorregulacao: os osmorreguladores mantém a osmolalidade da hemolinfa dentro
de limites definidos, regulando a concentracdo osmotica dos fluidos extracelulares,
podendo estes serem subdivididos em:

i. Hiperreguladores: a concentragdo osmotica dos fluidos extracelulares é
mais elevada que a do meio externo;

ii. Hiporreguladores: a concentragdo osmatica dos fluidos extracelulares é
mais baixa que a do meio externo.

Segundo Péqueux (1995), a capacidade osmorreguladora é uma caracteristica marcante
dos organismos existentes em zonas estuarinas.

Estudos tém reportado que as branquias dos crustaceos desempenham diferentes
fungdes de acordo com sua posicao. As branquias anteriores apresentam funcdées relacionadas
a respiragao e as trocas gasosas, enquanto as branquias posteriores estdo relacionadas as
trocas idnicas e a osmorregulacao (Copeland e Fitzjarrell, 1968, Mantel e Farmer, 1983, Luquet
e cols., 2002; Genovese € cols., 2004).

As branquias sao o principal 6rgao responsavel pelo controle da osmolalidade da
hemolinfa em crustdceos de ambiente aquatico. Elas também tém papel vital nas trocas
gasosas (Boétcher e Siebers, 1993), regulacdo acido-base da hemolinfa (Henry e Wheatly,
1992) e excrecao de compostos nitrogenados (Weihrauch e cols., 2004). Luquet e cols. (2002)
sugerem que a capacidade adaptativa as variagdes de salinidade dos ambientes onde vivem
deva-se, principalmente, a atividade dos ionécitos (células do epitélio branquial especializadas

em captura idnica).
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Além das branquias, os crustaceos possuem as glandulas verdes ou antenais
adjacentes as antenas, cada uma consistindo de saco terminal, labirinto, canal nefridial e
bexiga (Barnes, 1990). Os poros excretores abrem-se na superficie inferior das bases das
segundas antenas. O filtrado inicial que entra na glandula antenal é isosmético em relagao a
hemolinfa e modificacées por processos de reabsorcdo e de secrecao tubular ocorrem durante
a passagem deste filtrado pela glandula antenal (Mantel e Farmer, 1983), dando origem a uma

urina hiposmotica em relagéo a hemolinfa (Sarver e cols., 1994).

MODELOS EXPERIMENTAIS PARA ESTRESSE OSMOTICO

De acordo com Freire e cols. (2003), os decapodes, por exibirem notaveis adaptacoes
para viverem em ambientes que vao do marinho até os ambientes de agua doce, passando por
estuarios e aguas costeiras, sao utilizados frequentemente como modelos em estudos que
visam o entendimento dos mecanismos de osmorregulacdo. Os mesmo autores ressaltam a
existéncia de uma vasta gama de informacdes sobre a regulacdo e a composicao dos fluidos
corporais, especialmente da hemolinfa e, em menor grau, da urina e dos fluidos intracelulares,
de uma ampla variedade de crustaceos expostos as diversas salinidades.

Em caranguejos terrestres, a troca ibnica, a excrecdo de CO, e de ambnia sao
comprometidas (Morris, 2001). Segundo Morris (2001), na tentativa de minimizar a perda de
sais pela urina, estes caranguejos redirecionam a urina para as branquias, onde ocorre uma
reabsorcao dos sais. Morris (2001), estudando o caranguejo terrestre Gecarcoidea natalis e o
anomura terrestre Birgus latro, verificou que eles podem diminuir em 5% a concentracdo de
NaCl da urina via redirecionamento para as branquias, sendo este sistema de filtracdo e de

reabsor¢do considerado analogo aos rins dos vertebrados (Fig 4).
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Figura 4: Modelo de epitélio branquial representando mecanismo tipico de troca iénica
de um caranguejo terrestre, mostrando a troca apical de HCO3 por ClI" e H" por Na* e a ligagéao
entre os sistemas de excrecao de CO, e ambnia e regulacédo de sais. CA, anidrase carbobnica.

(Morris, 2001).

Buranajitpirom e cols. (2010), estudando o camaréao Penaeus monodon, sugeriram que 0
lento crescimento da espécie, quando submetida a baixa salinidade, pode ser explicado
parcialmente pelos baixos niveis de ions mono e bivalentes, os quais normalmente s&o
necessarios para manter niveis metabdlicos e nutricionais 6timos. No camaréo
Farfantepenaeus paulensis, os aminoacidos provenientes das proteinas dos tecidos corporais e
0s aminodcidos livres da ingestao de alimento sdo catabolizados durante a exposicao a baixa
salinidade, fornecendo assim a energia necessaria para a manutencao da pressao osmética e

dos fluidos corporais (Lemos e cols., 2001). Além disso, Setiarto e cols. (2004), estudando o
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camardao Marsupenaeus japonicus, constataram um aumento significativo no consumo de
oxigénio quando o animal era submetido ao estresse hiposmético, sugerindo, portanto, que as
estratégias para sobreviver as modificacoes de salinidade requerem altos niveis energéticos.

O caranguejo N. granulata apresenta excelente aclimatacao as condicdes experimentais
de laboratério, sendo considerado um modelo biolégico adequado para a investigacao do
metabolismo intermediario e sua regulacao frente a diferentes condigdes fisiologicas e
ambientais.

A investigacdo sobre estresse osmotico em N. granulata tem um aspecto interessante,
pois neste animal € possivel realizar estresse osmético do tecido branquial in vivo, pois as
branquias estdo em contato direto com o meio externo. Em mamiferos, as investigacdes sao

realizadas com células em cultura e ndo com o organismo como um todo.

NEOHELICE GRANULATA

O estuario é uma massa de agua costeira com ligacao com o mar aberto que, influenciado
pelos movimentos das marés e de outros fatores ambientais (precipitacdo pluviométrica,
ventos, etc...), apresenta mistura circadiana e anual da agua doce com a agua do mar em
proporcoes variadas, resultando em flutuacao de salinidade. O ambiente estuarino poderia ser
considerado apenas como uma area de transicao entre 0 ambiente marinho e o de agua doce,
porém suas caracteristicas ecoldgicas o tornam um ecossistema diferenciado, abrigando
intensa atividade reprodutiva de inUmeras espécies de moluscos, de crustaceos e de peixes,
que encontram nos estudrios protecdo contra predadores e alimento abundante para um
crescimento rapido (Odum, 1988; Day Jr e cols., 1989; Ricklefs, 2003). Esses ambientes sao
areas rasas e o0s nutrientes trazidos pelos rios, juntamente com os sedimentos e nutrientes do

fluxo marinho, contribuem para uma elevada produtividade biolégica, proporcionando, dessa
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forma, condicbes para o desenvolvimento e a criacdo de diversas espécies (Odum, 1983;
Ricklefs, 2003).

O caranguejo Neohelice granulata (Crustacea, Decapoda, Veronidae), que evoluiu a partir
de formas marinhas, € uma espécie tipicamente estuarina. Habita pantanos salgados ou
marismas de estuarios neotropicais do Brasil, a partir do litoral do Rio de Janeiro até o Rio
Grande do Sul (RS), além de estar distribuido ao longo de toda a costa do Uruguai até o Golfo
de San Martin, na Argentina (Botto e Irigoyen, 1980).

O caranguejo N. granulata pode ser encontrado entre 0s pisos supra € mesolitoraneos,
em areas inundaveis com ou sem vegetacao halo-hidréfila. Nesses locais, eles abrem galerias
ou tocas com profundidades variaveis, de acordo com o nivel das marés e do lencol freatico,
fazendo com que haja sempre agua no fundo da toca. Essas habitacdes tém papel importante
na ecofisiologia deste crustaceo, uma vez que minimizam as amplitudes das variacdes de
salinidade e de temperatura (Turcato, 1990).

De acordo com Bass e cols. (2005), a densidade populacional, a razdo sexual e a
distribuicao de freqiéncia de tamanho variam com as estagbes do ano e entre o0s
microhabitats, sugerindo que a estrutura das populagcbes de N. granulata é dinamica, com uma
clara segregacao espacial de tamanho e de sexo. As diferengas de densidade, de tamanho e
de periodo reprodutivo entre as populacées ndo sdo somente associadas a latitude, mas
também aos fatores como disponibilidade de alimento e de estresse térmico (Bianchini e cols.,
2008).

Segundo Bond-Buckup e cols. (1991), os caranguejos maiores, principalmente os
machos, sédo facilmente encontrados em locais abertos, enquanto que os jovens e as fémeas

refugiam-se junto a vegetacao, principalmente nos juncos.
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Em relacdo ao comportamento alimentar, o Neohelice granulata € uma espécie
omnivora detritivora e alimenta-se em seu habitat predominantemente de vegetais e de detritos
(Bond-Buckup e cols., 1991). O habito alimentar oportunista foi caracterizado por meio de
analise do conteudo estomacal, que revelou a presenca de sedimentos e de restos de origem
vegetal e animal que apresentavam diferencas quantitativas e qualitativas conforme a estacao
do ano (D’Incao e cols, 1990). Esse caranguejo, oportunamente, se alimenta de outros animais
e eventualmente comporta-se como canibalista, atacando sua prépria comunidade (Botto e
Irigoyen, 1980).

O N. granulata, apesar de apresentar um sistema respiratério invidvel a respiracao aérea
(Santos e cols., 1987), é capaz de suportar longos periodos fora da agua e de exposicao ao
sol, sendo considerado tipicamente semiterrestre (Marfie-Gazon e cols., 1974). Quando
expostos ao ar atmosférico, diminui o consumo de oxigénio e reduz a mobilidade (Santos e
cols., 1987). Algumas espécies de caranguejos, como o N. granulata, possuem a habilidade de
manter as branquias constantemente umedecidas ao sairem do ambiente aquatico. Esta
estratégia é possivel por meio de um sistema de circulagdo localizado entre as bases dos
pereidpodos que captam a agua da superficie externa do corpo e a liberam na cavidade
branquial, promovendo a renovacao dos teores de oxigénio (Hartnoll, 1998; Bond-Buckup e
cols., 1991; Luquet e cols., 2000).

Na Lagoa de Tramandai no Estado do Rio Grande do Sul (habitat natural desse animal), a
salinidade pode variar de 0,22% a 35% e a concentragdo de O dissolvida na &gua varia de
2,80 mg O2/L a 11,78 mg O./L, podendo chegar a valores proximos de zero durante o inverno
(Turcato, 1990).

Segundo Bromberg (1992), N. granulata pode ser classificado como um regulador hiper-

hiposmatico eurialino, uma vez que suporta amplas variacées de salinidade, sendo capaz de
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hiperregular de 0%, a 20%, € hiporregular em 40°%,,. O ponto isosmotico situa-se entre 28,5%;
e 30%, no inverno e no verao, respectivamente. A autora destacou o processo de regulacao
isosmoética intracelular como parte dos mecanismos envolvidos na capacidade de adaptagao
desse caranguejo aos meios com diferentes salinidades, visto que as concentracdes
hemolinfaticas de ions sofrem consideraveis alteragdes apos os choques osmaticos.

Cervino e cols. (1996) demonstraram que caranguejos N. granulata aclimatados durante
45 dias as salinidades de 7, 12, 20 ou 34 %., quando tinham liberdade em escolher uma entre
estas quatro salinidades, optavam pela salinidade mais elevada, quando tinham sido
previamente aclimatados a salinidade de 20 ou 34 %.. Entretanto, aqueles animais aclimatados
as baixas salinidades nao apresentaram nenhuma preferéncia. Novo e cols. (2005) avaliaram a
capacidade de osmorregulacao entre N. granulata machos e fémeas; os autores constataram
diferencas marcantes entre os géneros, tanto no inverno quanto no verdo; as fémeas
apresentam uma melhor capacidade de hiporregular que os machos.

Em crustaceos, a glicose é uma das principais fontes energéticas para os ajustes
metabdlicos durante o processo de osmorregulacdo (Santos e Nery, 1987; Da Silva e
Kucharski, 1992; Nery e Santos, 1993; Oliveira e Da Silva 2000; Bianchini e cols., 2008).

O envolvimento do metabolismo intermediario durante o processo de aclimatacao ao
estresse hipo e hiperosmético em N. granulata foi constatado por Santos e Nery (1987). Os
autores demonstraram alteracdes nos niveis de glicose da hemolinfa em caranguejos expostos
a diferentes salinidades.

A composicdo da dieta administrada previamente ao N. granulata altera a resposta
metabdlica ao estresse osmético. Da Silva e Kucharski (1992), estudando o efeito da
composicdo da dieta sobre a resposta do metabolismo de carboidrato ao estresse

hiposmético em N. granulata, verificaram uma diminuicao significativa dos niveis de glicogénio
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no musculo em animais alimentados com uma dieta rica em carboidratos. Nesse mesmo
estudo, os autores constataram, nos caranguejos alimentados com uma dieta rica em
proteinas, um aumento significativo dos niveis de glicogénio hepatopancreético as 72 horas
de estresse hiposmético, entretanto, nenhuma variacao significativa da concentracao deste
polissacarideo foi constatada no musculo (Da Silva e Kucharski, 1992).

Nery e Santos (1993), avaliando o efeito do estresse osmético sobre os niveis de
carboidratos na hemolinfa, nas branquias, no musculo e no hepatopancreas de N. granulata,
verificaram, no verdo, um aumento dos niveis de carboidratos em quase todos tecidos de
animais submetidos aos choques hiposmético ou hiperosmético. Contudo, no inverno, a
mobilizacado de carboidratos ocorreu somente nas branquias e no hepatopancreas.

A via gliconeogénica muscular, hepatopancreatica e branquial participa do ajuste
metabdlico da concentragdo de aminodacidos durante a aclimatacdo do N. granulata ao
estresse hipo- e hiperosmotico (Oliveira e Da Silva, 2000; Schein e cols., 2004; 2005; Chitt6 e
cols., 2009).

A conversdo de [“C]-glicerol em [**C]-glicose diminuiu no primeiro dia de estresse
hiperosmdtico em branquias anteriores e posteriores de N. granulata, no inverno. Ja no verao,
a conversdo de [*C]-glicerol em ['*C]-glicose em branquias posteriores diminui no terceiro dia
de estresse hiperosmético (Chittdé e cols., 2009). Recentemente, Martins e cols. (2010)
demonstraram que a conversdo de [*C]-glicina em lipidios totais € uma estratégia metabdélica
utilizada durante o processo de osmorregulacdo em diferentes tecidos de N. granulata.

Luvizzotto-Santos e cols. (2003) verificaram em N. granulata que a concentracdo de
lipidios totais nas branquias e no musculo foi significativamente menor em caranguejos
submetidos por sete dias ao estresse hiposmodtico, quando comparada aquela dos

caranguejos submetidos ao mesmo periodo de estresse hiperosmético ou mantidos em
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condicdes controle. As reservas lipidicas do hepatopancreas nao foram mobilizadas durante o
estresse osmoético (Luvizzotto-Santos e cols., 2003). Em N. granulata submetido ao estresse
hiperosmético, a concentracdo de lipidios totais diminui nas branquias posteriores, no
hepatopancreas e no musculo, sugerindo que este substrato energético seria utilizado durante

o esforco de aclimatacdo ao meio hiperosmético (Chitté e col., 2009).

ESPECIES ATIVAS DE OXIGENIO (EAO), SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE E
ESTRESSE OXIDATIVO

A geracao de espécies ativas de oxigénio ocorre principalmente durante os processos de
oxidacao bioldgica, como a respiragdo celular acoplada & fosforilacdo oxidativa para a
formacao de ATP na mitocondria. O oxigénio (O2) é reduzido até agua (H-O), recebendo 4
elétrons de uma s6 vez pela citocromo oxidase. Contudo, em virtude de sua configuracao
eletrénica, o oxigénio tem uma forte tendéncia de receber um elétron de cada vez, gerando
compostos intermediarios muito reativos (Fig. 5 A) como: o anion radical superéxido (O2), o
peroxido de hidrogénio (H-O.) e o radical hidroxil (OH). As EAOs sao formadas em
aproximadamente 5% de todo processo das oxidacdes biolégicas em organismos aerébicos
(Halliwell, 2000; Hermes-Lima e cols., 2001).

A reacao do per6xido de hidrogénio com ion ferroso ou cuprico € chamada reacao de
Fenton, levando a producéo do radical hidroxil (Fig. 5 B). O radical hidroxil também pode ser
formado a partir da reacéo do anion superéxido com o perdxido de hidrogénio em presenca de
ions divalentes de metais de transicao, reacao de Haber-Weiss (Halliwell, 2000; Hermes-Lima e
cols., 2001)(Fig. 5 C).

As EAOs sao oxidantes e podem apresentar pelo menos um elétron desemparelhado,

sendo denominadas de radicais livres. Os radicais livres sdo definidos como qualquer espécie



36

quimica capaz de existéncia independentemente da presenca de um ou mais elétrons
desemparelhados, sendo assim, altamente reativos e capazes de atacar qualquer biomolécula
(Halliwell e Gutteridge, 1999). Outras moléculas que podem também causar danos as células

sao os denominados oxigénio “singlets” (estado excitado do oxigénio) (Halliwell, 2000).

A) 0, o0y “2 4 g0, ‘Y»e T —on° = » H,0
H,0O

(B) H.0, + Fé*?/Cu*__, Fe**/Cu*?+ OH2 + OH'

(C) H20: + 0;' _FeCw | OH°+ OH

Figura 5: (A) Formagédo de EAOQ, a partir de O,; (B) reagcédo de Fenton; (C) reagédo de
Haber-Weiss (Halliwell, 2000).

A magnitude da reatividade das EAOs estd relacionada com seus elétrons
desemparelhados, que lhes conferem a instabilidade caracteristica. As reagcdes com os radicais
sao muito rapidas e ocorrem em cadeia, pois os elétrons desemparelhados favorecem as
colisbes moleculares. Um exemplo do potencial reativo das EAOs é a lipoperoxidagcdo nas
membranas celulares (Halliwell, 2000; Hermes-Lima e cols., 2001).

Os organismos aerdbios possuem sistemas de defesa contra os efeitos causados pelas
EAOs. O sistema de defesa antioxidante é composto por elementos nao enziméaticos e
enzimaticos. Ha substancias que neutralizam a agéao dos radicais livres na lipoperoxidagéo, que
sdo denominadas de sequestradoras (scavengers), como exemplo, as enzimas antioxidantes e

os tocoferdis. Outras substancias absorvem a energia de excitacdo dos radicais livres e sao
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chamadas de quenchers, como exemplo, o acido ascorbico e os carotendides (Singal e cols.,
2000).

Dentre os compostos ndo-enzimaticos destacam-se as vitaminas E (tocoferol), C (acido
ascorbico), o precursor da vitamina A (B-caroteno) e o tripeptideo glutationa (Cristofanon e
cols., 2006).

A acdo antioxidante formada pelo sistema enzimatico age em sinergismo com a acao
dos antioxidantes ndo enzimaticos (Halliwell e Gutteridge, 1999).

A enzima superéxido dismutase (SOD) catalisa a reacdo entre dois ions superdxido
(dismutacado) para formar peréxido de hidrogénio. Esta reacdo pode ocorrer espontaneamente
em pH fisiolégico contudo, na presenca da SOD a velocidade da reagdo é 10* vezes maior
(Halliwell e Gutteridge, 1999).

A catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) sdo enzimas que catalisam a reducao
de peréxidos (perdxido de hidrogénio e de hidroperéxidos organicos), impedindo a formagao do
radical hidroxil e, assim, o dano celular (Tsutsui e cols., 2001).

A glutationa redutase recicla o dissulfeto de glutationa (GSSG) em glutationa reduzida
(GSH) (Tsutsui e cols., 2001).

As glutationa-S-transferases (GSTs) agem na detoxificagdo de agentes eletrofilicos, como

os radicais livres e xenobibticos (Habig e cols, 1974)(Fig. 6).
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PRO-OXIDANTE ANTIOXIDANTE

Enzimaticas
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Enzimaticas

BALANCO OXIDATIVO

Figura 6: Balango oxidativo: relagdo entre os pro-oxidantes e as defesas antioxidantes.

Sies (1985) definiu estresse oxidativo como um disturbio do equilibrio entre os fatores pro-
oxidantes e os antioxidantes em favor dos pré-oxidantes, levando ao dano celular. Assim, o
estresse oxidativo pode ocorrer devido a diminuicdo dos sistemas de defesas antioxidantes
(enzimatico e nao-enzimatico) (Baines, 2002) ou devido a producdo aumentada de EAOs,
levando ao dano de biomoléculas como o DNA, os lipidios e as proteinas (Halliwell e
Gutteridge, 1999; Singal e cols., 2000; Ferreira et al., 2003).

O sistema antioxidante animal pode ser modulado durante o estresse oxidativo contudo,
a capacidade de modulacdo ndo é padronizada, sendo estresse tecido e espécie-especifica.

(Crawford e cols., 2000).
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Estudos feitos em células humanas demonstraram que alteragdes no volume celular
interferem na formagao do anion superdxido e nos niveis da enzima antioxidante glutationa
redutase (Gulbins, 1997; Haussinger e cols., 2004). Segundo Livingstone (2001, 2003),
alteracoes em fatores abidticos como temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido na agua e
no ar podem causar a geracao de espécies reativas de oxigénio e alteracbes nas enzimas
antioxidantes de organismos aquaticos.

Orbea e cols. (2000), utilizando técnica de imunocitoquimica, determinaram a localizacao
de enzimas antioxidantes no caranguejo Carcinus maenas: a superéxido dismutase Cu-Zn
localizada nos musculos a superéxido dismutase—Mn foi encontrada nos hepatécitos e a
glutationa peroxidase nos hemécitos e hepatocitos.

Poucos estudos tém investigado as estratégias adotadas pelos crustaceos estuarinos
para reduzir danos oxidativos ocasionados pelas variacées ambientais.

No caranguejo estuarino Neohelice granulata, De Oliveira e cols. (2005) reportaram que
a anoxia aumenta as atividades das enzimas catalase e glutationa transferase nas branquias,
enquanto, a superdxido dismutase diminui com a falta de oxigénio. Os autores também
constataram que nas branquias posteriores as atividades destas enzimas apresentavam-se
mais elevadas que aquelas verificadas em branquias anteriores (De Oliveira e cols., 2005).
Segundo os autores, este mecanismo de protecdo aos danos oxidativos seria uma das
estratégias envolvidas na sobrevivéncia destes caranguejos em ambiente com frequentes
variagOes de teor de oxigénio.

Vargas e cols. (2010), trabalhando com Neohelice granulata expostos a diferentes
fotoperiodos - 12claro (C):12 escuro (E), luz ou escuro constantes - verificaram que as
concentracdes de espécies reativas de oxigénio no pedunculo ocular sdo mais baixas nos

animais submetidos ao escuro constante. Ja a capacidade antioxidante atuando em radicais
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peroxil € mais elevada no pedunculo ocular de animais submetidos a luz ou escuro constantes.
Entretanto, a catalase ndo apresentou variacdo significativa entre os grupos. Nos animais
submetidos ao fotoperiodo de 12C:12E, os niveis de lipoperoxidacdao diminuiram no pedunculo
ocular. Segundo os autores, as radiagdes ultravioleta A (UV-A) e ultravioleta B (UV-B) podem
produzir danos celulares significativos e alteragcdes nos sistemas de defesas antioxidantes do
sistema visual de crustaceos, entretanto, estes efeitos sdo dependentes do regime de
fotoperiodo ao qual o animal foi submetido.

Gouveia e cols. (2005) investigaram o papel foto-protetor da dispersao dos pigmentos nos
melandéforos de caranguejos Neohelice granulata expostos as radiagdes UV-A e UV-B. Os
autores verificaram que epidermes com pigmentos agregados mostravam danos oxidativos e de
DNA mais elevados que em epidermes com pigmentos dispersos nos melanéforos.

Maciel e cols. (2010) verificaram que a melatonina ndo age diretamente sobre o sistema
antioxidante de defesa em branquias de N. granulata, mas diminui 0 metabolismo aerobico,
possivelmente envolvido nas variagbes da defesa antioxidante dos tecidos.

Geihs e cols. (2010), verificando o efeito da melatonina no sistema antioxidante do
musculo de Neohelice granulata, constataram que baixas dosagens sdo capazes de aumentar
o VO,, as atividades da glutamato cisteina ligase e da glutationa peroxidase sem afetar os
niveis de espécies reativas de oxigénio e de lipoperoxidacao.

Romero e cols. (2007), estudando o caranguejo Paralomis granulosa exposto ao ar
atmosférico por longos periodos, verificaram que o fluxo de agua pelas branquias foi
interrompido, houve aumento de espécies reativas de oxigénio e, alteracées no sistema
antioxidante. Estas alteracbes foram dependentes do tempo de exposi¢cdo ao ar atmosférico,

com atividade maxima das enzimas apds 6 horas fora da agua.
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Paital e Chainy (2010), estudando o caranguejo Scylla serrata submetido a diferentes
salinidades (10, 17 e 35 ppt), verificaram que o aumento da salinidade diminui 0 consumo de
O. e aumenta a excre¢ao de aménia, os niveis de lipoperoxidacao, carbonil proteina, peréxido

de hidrogénio e capacidade antioxidante dos tecidos.

ENZIMA NA*, K*-ATPASE

A resposta osmorregulatoria dos crustaceos é um processo finamente regulado por acao
de fatores neuroendécrinos que modulam a excreg¢do de urina, a permeabilidade corporal do
animal e também o transporte de ions através do epitélio branquial (Péqueux, 1995; Spanings-
Pierrot e cols., 2000; Lovett e cols., 2001; Mo e Greenaway, 2001; Tierney e cols., 2003;
McNamara e cols., 1990, 1991; Freire e McNamara, 1992; Santos e McNamara, 1996; Lucu e
Towle, 2003; Nan e cols., 2004; Freire e cols., 2008). Varios transportadores estao envolvidos
na captura ativa de ions Na* em meios diluidos, contudo, a Na*,K*-ATPase parece ser o alvo
primario da regulacao desse processo a curto prazo, ocorrendo uma rapida diminuicdo da sua
atividade em resposta a transferéncia de crustaceos osmorreguladores de baixa para alta
salinidade, associada a uma diminuicao proporcional do transporte ativo transepitelial de ions
Na* (Neufeld e cols., 1980; Henry e cols., 2002; Lucu e Flik, 1999; Tresguerres e cols., 2003).

De acordo com Lehninger e cols. (1995), a Na*, K*-ATPase é uma proteina integral de
membrana da classe de transportadores, todos fosforilados reversivelmente durante o ciclo de
transporte, e por isso denominados P-ATPases. Esta proteina transportadora é composta por 2
subunidades (a e B) é responsavel por transportar 3 ions Na* para fora e 2 ions K* para dentro
das células animais por cada molécula de ATP hidrolisada (Lingrel e Kuntzweiler, 1994).

A funcio bésica da Na*, K*-ATPase é a manutencao de elevados gradientes opostos de

concentragcdo de Na* e K" através da membrana plasmatica das células. Em particular, a
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“bomba de so6dio e potassio” € a maior contribuinte ao estabelecimento das baixas
concentracdes de sodio e elevadas concentracdes de potassio citoplasmaticas. Além disso,
apresenta grande importancia na regulacdo do volume celular, do pH citoplasmatico e da
concentracdo de Ca®** através de trocadores como o Na*/H*(NHs) e 3Na'/Ca®,
respectivamente, e ainda contribui secundariamente para o transporte de varias moléculas
nutritivas como os aminoacidos livres e a glicose (Therien e Blostein, 2000).

Por outro lado, é bem conhecido que a atividade da Na*,K*-ATPase branquial aumenta
significativamente em resposta a aclimatagcdo de crustaceos hiperreguladores aos meios
hiposméticos por periodos de 1-2 semanas, enquanto diminui em resposta a aclimatacdo a
meios de salinidade mais elevada; & observada ainda uma relagéo clara entre a atividade da
enzima e a magnitude do transporte ativo transepitelial de ions Na* (Péqueux, 1995; Lucu e
Towle, 2003).

A proteina Na*,K*-ATPase branquial esta localizadas nas invaginagdes basolaterais da
membrana das branquias posteriores, em contato com o espaco hemolinfatico (Copeland e
Fitzjarrell, 1968; McNamara e Torres, 1999; Freire e cols., 2008). Evidéncias indicam que a
capacidade dos crustaceos em lidar com mudancas de salinidade ambiental esta diretamente
associada a atividade dos ionocitos (Bianchini e cols., 2008).

Em crustaceos, os mecanismos envolvidos com a modulacdo da atividade e da
expressdo da Na' K'-ATPase branquial e a translocacdo de moléculas da enzima entre a
membrana e os reservatérios intracelulares ainda ndo estdo bem estabelecidos (Mo e cols.,
1998; 2002; Lucu e Flik, 1999; Spanings-Pierrot e cols., 2000; Mo e Greenaway, 2001; Lovett e
cols., 2001; Towle e cols., 2001; Towle e Weihrauch, 2001; Henry e cols., 2002). A atividade
Na*,K*-ATPase é encontrada em todos os pares de branquias (anteriores e posteriores) de N.

granulata, contudo, sdo as branquias posteriores que apresentam maior atividade enzimatica
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(Schleich e cols., 2001; Castilho e cols., 2001; Genovese e cols., 2004). A atividade enzimatica
é dependente da salinidade do meio: baixas salinidades aumentam a atividade da Na* K" -
ATPase em branquias posteriores (Schleich e cols., 2001; Castilho e cols., 2001; Genovese e
cols., 2004). A expressao da a-subunidade da Na* ,K* -ATPase da branquia posterior aumenta
apos aclimatacao ao meio hiposmético; a aclimatacdo ao meio hiperosmético induz reducao
nos niveis de RNAm da subunidade a da enzima (Luquet e cols., 2005).

Em certas espécies de siris e de caranguejos, o aumento da atividade enzimatica apds
aclimatacado dos animais aos meios hiposmoético € acompanhado por estimulacdo da
transcricdo do gene para a subunidade a da enzima (Lucu e Flik, 1999; Lovett e cols., 2002;
Masui e cols., 2005). Recentemente, Faleiros (2007) constatou, em branquias de
Macrobrachium amazonicum, um aumento de 6,5 vezes na expressdo de RNAm para a
subunidade a da Na+,K+-ATPase apés uma hora de transferéncia dos animais da agua doce
(0,5%0) para um meio mais salino (25%.), 0 qual foi mantido ap6s 5 e 24 horas de exposicao a
salinidade de 25%e.

As expressoes de diferentes isoformas da cadeia a da Na*',K*-ATPase no tecido
branquial de peixes variam em resposta a salinidade do meio externo (Lee e cols., 1998; Feng
e cols., 2002; Richards e cols., 2003), sugerindo que, em branquias de crustaceos, a expressao
coordenada de isoenzimas também estaria envolvida na regulacdo da atividade da enzima a
longo prazo. Esta possibilidade, porém, tem sido pouco investigada e resultados controversos
tém sido obtidos por diferentes autores.

Siebers e cols. (1983) relataram uma afinidade maior por ions Na* a Na",K*-ATPase
branquial do caranguejo Carcinus maenas aclimatados a baixa salinidade (10%.), quando
comparada aquela verificada em caranguejos aclimatados a agua do mar, sugerindo a

ocorréncia de expressao de isoenzimas diferentes. Esse mesmo padrao foi verificado em Uca
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minax (Wanson e cols., 1984). Por outro lado, ndo foram observadas diferencas nas afinidades
pelos ions Na* e K" e pelo ATP para a Na',K*-ATPase do caranguejo Eriocheir sinensis
aclimatado a agua doce ou do mar (Péqueux e cols., 1984).

Ding e cols. (2009), estudando o camarao Fenneropenaeus chinensis, verificaram que
este animal, em ambiente natural, sofre com a variacdo sazonal da salinidade. Os autores
relataram que nestas condi¢cdes a enzima Na*, K*-ATPase ajusta ativamente a concentracdo
ibnica da hemolinfa para reduzir o estresse osmotico, e como este processo gasta muita
energia na forma de ATP, esta regulacao cronica pode provocar a reducao da quantidade de
energia disponibilizada para o crescimento do animal.

Em Carcinus maenas submetidos a agua do mar diluida, foi constatado aumento da
concentragdo da proteina Na*, K*-ATPase, explicando, em parte, 0 aumento da atividade da
enzima na aclimatacdo ao meio diluido (Lucu e Flik, 1999). Resultado semelhante foi
encontrado nos caranguejos Hemigrapsus nudus e Leptograpsus variegatus expostos a agua
do mar diluida (Corotto e Holliday, 1996; Cooper e Morris, 1997).

Ja Chung e Lin (2006), estudando o caranguejo marinho Scylla paramamosain,
verificaram um padrdo de resposta as diferentes salinidades (5 %o, 25 %o € 45 %.),
apresentando niveis mais elevados de atividade e de expressdo da subunidade a da enzima
Na*, K'-ATPase quando submetidos a salinidade mais baixa.

Mafanes e cols. (2002), comparando a atividade da enzima Na*, K*-ATPase entre as
branquias anteriores e posteriores do caranguejo Cyrtograpsus angulatus frente a diferentes
salinidades do meio externo, demonstraram a existéncia de uma sensibilidade diferenciada
para cada unidade branquial, 0 que sugere um papel diferencial desta enzima no processo de

transporte de ions por unidade branquial.
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PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (Hsp) 70 E 90

A resposta ao estresse € um mecanismo molecular altamente conservado, utilizado pelos
organismos para compensar as perturbagdes da funcdo celular induzidas pelas variagcées do
meio, tendo como objetivo a manutencao da integridade e da viabilidade celular (Feder e cols.,
1995; Yenari e cols., 1999). Originalmente induzida pelo choque térmico, as resposta das
proteinas de estresse foi denominada resposta das proteinas de choque térmico ("heat shock
proteins", Hsps) (Yenari e cols., 1999).

As proteinas de choque térmico pertencem a uma classe de chaperonas moleculares, que
sao proteinas responsaveis pelo correto dobramento de outras proteinas sintetizadas e pela
prevencao da agregacao protéica. Elas sdao altamente conservadas, sugerindo uma grande
importancia evolutiva. Entre elas estdo os sistemas DnaK e GroE em procariotos, e os sistemas
Hsp 90 e Hsp 70 em eucariotos. Varios estudos dao suporte a hipétese de que o choque
térmico e/ou estresse oxidativo induzem uma resposta, tanto em procariotos quanto em
eucariotos, bem como a producao de espécies reativas de oxigénio possui papel chave na
inducéo da producao das chaperonas (Yenari e cols., 1999).

A maioria das proteinas de estresse pertence as familias de proteinas grandes de até 100
kDa (Hsp100, Hsp90, Hsp70 e Hsp60), as quais sao altamente conservadas entres as espécies
(Becker e Craig, 1994; Lindquist e Craig, 1988; Feder, 1995 ; Yenari, e cols., 1999). A Hsp70
humana, por exemplo, apresenta 73% de homologia com a Hsp70 da Drosophila e 50% com a
da E. coli (Feder e cols., 1995). As Hsps estdo ainda envolvidas em muitos processos
essenciais para a fungcao celular em condicbes fisioldgicas, tais como, apresentacdo de
antigeno, ligacdo ao receptor de esterdides, trafego intracelular, ligagdo ao receptor nuclear e
apoptose (Grigore e Indrei, 2001; Yenari e cols., 1999). Contudo, € na biossintese de proteinas

que desempenham sua funcdo mais importante, agindo como chaperonas moleculares
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(chaperoninas), auxiliando polipeptideos nascentes a assumirem sua conformacao
tridimensional correta (Becker e Craig, 1994; Craig, 1985; Feder e cols., 1995; Feder e
Hofmann, 1999; Zhang e cols., 2002). Da mesma forma, as Hsps protegem as células da
desnaturacao e da agregacao de polipeptidios induzidos durante o estresse, aumentando as
chances de sobrevivéncia da célula (Becker e Craig, 1994; Lindquist e Craig, 1988; Feder e
cols., 1995; Yenari e cols., 1999).

As Hsps de 70kDa (Hsp70 ou Hsp72) sdo uma abundante classe de chaperonas
moleculares (Lopez-Buesa e cols.,1998) com papel protetor diante da apoptose induzida por
estresse (Mosser, e cols., 1997; Buzzard e cols., 1998). Outros estudos mostraram uma
relacdo direta entre a resisténcia a injuria, observada em certas populacées de neurbnios, e a
expressao de Hsp70 nestas células (Sharp, 1995; Sharp e cols., 1999).

O potencial mecanismo de protecado da Hsp70 também parece ter papel importante contra
os danos causados pelo estresse oxidativo. Em cultura de células gliais de camundongos, a
habilidade de Hsp 70 em proteger contra a exposicao ao peréxido de hidrogénio foi associada
ao aumento dos niveis de glutationa, sugerindo que Hsp70 poderia proteger as células por
meio de um mecanismo antioxidante (Yenari e cols., 1999). Observacédes feitas em ratos apos
isquemia cerebral sugerem que a expressao prolongada de Hsp70 potencializa o efeito protetor
da SOD. A Hsp70 parece ter ainda efeito inibidor sobre a enzima 6xido nitrico sintetase,
atenuando o estresse oxidativo produzido durante a inflamagéo e a isquemia (Yenari e cols,

1999) (Fig. 7).
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Figura 7: Mecanismo de indugcao da expressao das HSPs por estresse, onde em células nao
estressadas, sob condicdes normais, os niveis dos fatores de choque térmico (Heat Shock
Factor - HSF) ou fatores de transcricdo estdo altamente presentes no citoplasma em um
complexo com a prépria HSP 70. Os HSF sdo proteinas capazes de se ligarem ao DNA
regulando a expressao das HSP 70. Esse complexo HSF~HSP 70 faz com que o HSF se
mantenha em uma forma monomérica néo ativa (Lunz e Natali, 2005).

O estudo do papel das Hsps na fisiologia do estresse tem mostrado que todas as
espécies tém genes que codificam Hsps, contudo, o padrdo de expressao desses genes varia
com o nivel de estresse ambiental (ambiente-dependente), sendo que a expressao das Hsps,
principalmente Hsp 70, tem sido utilizada como um marcador de estresse (Yenari e cols.,
1999). Provavelmente, espécies que apresentam maiores niveis de expressao das proteinas de
estresse estdo submetidas, naturalmente, a condicées ambientais mais variaveis, o que pode
torna-las mais resistentes ao estresse (Feder e Hofmann, 1999). Dessa maneira, animais

estuarinos, ou que permanecem parte do ciclo de vida no estuario, poderiam ser mais

resistentes devido aos maiores niveis de expressao das proteinas de estresse.
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Em branquias do peixe eurialino Plecoglossus altivelis, transferido da dgua doce para a
agua salobra, os niveis de RNAm para Hsp 70 diminuiram significativamente apés a
transferéncia (Lu e cols., 2010).

Em moluscos, a habilidade de aumentar os niveis celulares de Hsp70 em resposta ao
choque térmico foi reduzida em animais coletados em regides de baixa salinidade (Werner,
2004). Assim, para a utilizacdo de Hsp70 como indicador de estresse € necessario expandir o
conhecimento sobre a influéncia de fatores abibticos, como temperatura e salinidade, sobre a
expressao desta proteina.

Em Homarus americanus submetido ao estresse osmotico ocorreu um aumento
significativo nos niveis de mRNA das Hsps 70 e 90 no hepatopancreas e no musculo (Chang,
2005). O autor encontrou uma resposta diferenciada entre musculo e hepatopancreas,
indicando que os tecidos ndo respondem em conjunto ao estresse, sendo alguns deles mais ou
menos sensiveis ao estresse osmaético. Neste mesmo crustaceo foi constatado um aumento na
expressao do gene da poliubiquitina no hepatopéncreas, indicando aumento na degradacgao de
proteinas ou dano “irreversivel” (Spees e cols., 2002).

Recentemente, Colson-Proch e cols. (2010) demonstraram, nos crustaceos subterraneos
do género Niphargus, aumento significativo da expressao da Hsp 70 apds elevagéao de 6°C no
meio ambiente por 12h, 1, 2 e 3 meses.

O habitat do N. granulata apresenta variagdes sazonais marcantes de osmolalidade, pH e
temperatura da agua que induzem alteracées hemolinfatica de osmolalidade de 833 mOsm/Kg
no verao a 967 mosm/kg no inverno, e de pH 7,1 no outono a 7,7 na primavera (Valle e cols.,

2009).
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As defesas antioxidantes e o recrutamento das proteinas de choque térmico 70 e 90 seriam
estratégias utilizadas em resposta ao aumento ou reducéo da salinidade do meio ambiente e que

permitiriam a adaptacao do caranguejo N. granulata ao habitat estuarino?



OBJETIVO GERAL E ESPECIFICO
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OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito de diferentes tempos de estresse hiposmotico e
hiperosmético, in vivo, sobre o balangco oxidativo, a atividade da enzima Na*, K*-
ATPase e na expressao das proteinas de choque térmico (Hsps) 70 e 90 em diferentes

tecidos do caranguejo Neohelice granulata.

ESPECIFICOS

1. Determinar a quantidade de peréxido de hidrogénio formado nas branquias
anteriores e posteriores, no hepatopancreas e no musculo mandibular de
espécimes de Neohelice granulata dos grupos controle e submetidos por 1
e 6 horas ao estresse hiposmético ou hiperosmético.

2. Determinar a relacao glutationa oxidada/glutationa reduzida nas branquias
anteriores e posteriores, no hepatopancreas e no musculo mandibular de
espécimes de Neohelice granulata dos grupos controle e submetidos por 1
e 6 horas ao estresse hiposmético ou hiperosmético.

3. Determinar a atividade da enzima catalase nas branquias anteriores e
posteriores, no hepatopancreas e no musculo mandibular de espécimes de
Neohelice granulata dos grupos controle e submetidos por 1 e 6 horas de
estresse hiposmotico ou hiperosmético.

4. Determinar a atividade da enzima Na*, K*-ATPase nas branquias anteriores
e posteriores, no hepatopancreas e no musculo mandibular de espécimes
de Neohelice granulata dos grupos controle e submetidos por 1 e 6 horas

de estresse hiposmético ou hiperosmético.
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5. Determinar a expressao das proteinas de choque térmico (Hsp) 70 e 90 nas
branquias anteriores e posteriores, no hepatopadncreas e no musculo
mandibular de espécimes de Neohelice granulata dos grupos controle e

submetidos por 1 e 6 horas ao estresse hiposmético ou hiperosmético.
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METODOLOGIA

COLETA DE ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados cem caranguejos Neohelice granulata, machos, pesando
entre 15 e 17g, no estagio C do ciclo de intermuda (Drach e Tchernigovzeff, 1967). Os animais
foram coletados com permissédo do IBAMA da populacao natural da margem leste da Lagoa de
Tramandai (Fig. 8)(29°58’ latitude Sul e 58°08’ longitude Oeste), no municipio de Imbé, Rio
Grande do Sul, Brasil. O periodo de coleta foi de trés anos (2007-2010), sendo 0s animais
coletados manualmente no sedimento aerno-lodoso, dentro da agua ou nas tocas e
transportados até o laboratério em caixas com agua do proprio local (Fig. 9). Todas as coletas
e os experimentos foram realizados entre os meses de outubro e abril, sempre no mesmo
horario (14 horas) com o objetivo de minimizar os efeitos dos meses de inverno e das variagbes

circadianas sobre metabolismo nestes caranguejos.

Figura 8: Estuario de Tramandai- RS, local de coleta do N. granulata (acima a direita)
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Figura 9: Habitat de Neohelice granulata. A — toca em pocas de maré, B — tocas junto a

vegetacdo, C — habitat de Spartina sp., D — toca sob pedra. (Manzoni e D’incao, 2007).

ACLIMATACAO DOS ANIMAIS AO LABORATORIO

No laboratério os animais foram submetidos a um choque hiposmoético com agua
destilada durante 24 horas com a finalidade de limpar o conteddo estomacal e eliminar os
parasitas (Kucharski, 1997).

Apoés este periodo, 0os animais permaneceram por 15 dias em aquarios aerados (18,95%
de O, dissolvido na &gua), salinidade de 20%go, temperatura de 25+1°C e fotoperiodo natural

(12 horas claro: 12 horas escuro). Todos os dias, no final da tarde (periodo de maior atividade
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em seu ambiente natural segundo Turcato, 1990), os animais foram alimentados com carne de

boi, ad libitum.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
ESCOLHA DOS TEMPOS EXPERIMENTAIS

Para a escolha dos tempos experimentais, os animais foram submetidos ao estresse
hiposmatico (0%o0) ou hiperosmotico (34%0) nos seguintes tempos: 15, 30, 45, 60, e 360 min.
AplGs estes periodos, os espécimes foram sacrificados por imersdao em gelo e seus tecidos
retirados, pesados, acondicionados e identificados sobre papéis de aluminio e colocados em
estufa a 60°C, por 24 horas. Passado este tempo, os tecidos foram pesados novamente e seu
peso final diminuido do peso inicial para obteng¢édo da quantidade de agua do tecido.

A Fig. 10 A, o aumento na porcentagem de agua nos tecidos (~10%) ocorreu apés 45 e
60 minutos de estresse hiposmético. As branquias anteriores e posteriores, e o musculo
apresentaram aumento mais marcante de agua apdés o estresse hiposmético por 45-60
minutos. No hepatopéncreas nao foram verificadas alteragdes significativas do conteddo de
agua nos tempos de estresse hiposmotico estudados. Apds 6h de estresse, os valores de agua
nos tecidos foram semelhantes aqueles do grupo controle.

Ap6s 60 minutos de estresse hiperosmético ocorreu reducdo em cerca de 5% no
conteudo de agua nas branquias anteriores e posteriores (Fig. 10 B). O musculo e o
hepatopancreas nao apresentaram alteragdes significativas aos 60 minutos de estresse
hiperosmético. No estresse hiperosmaético por 6h, os valores de agua nos tecidos foram
similares aqueles verificados no grupo controle.

Desta forma, foram os tempos de 1 € 6 h de estresse osmético os escolhidos para este

estudo.
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Figura 10: Conteldo de agua (%) nos tecidos (hepatopancreas, branquias anteriores e

hiposmético (A) ou hiperosmotico (B) por 15, 30, 45, 60 e 360 minutos (n=5).
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ESTRESSE HIPOSMOTICO E ESTRESSE HIPEROSMOTICO

Ap6s o periodo de aclimatacdo ao laboratério, os animais foram submetidos aos
estresses: hiposmético (aAgua destilada) de 0%. ou hiperosmotico (agua destilada e sal marinho)
de 34%.. O grupo controle permaneceu na salinidade de 20 %.. Ap6s 1 hora os animais dos
grupos controle, hiposmético e hiperosmaético apresentaram a osmolalidade hemolinfatica de
631, 569 e 590 mOsm/kg, respectivamente. Apds 6 horas o grupo controle ndo modificou a sua
osmolalidade enquanto os grupos hiposmoético e hiperosmoético apresentaram a osmolalidade
de 657 e 743 mOsm/kg, respectivamente.

Durante os periodos experimentais, os animais (controles e estressados) foram mantidos
em aquarios, no numero de 5 animais por aquario, por grupo experimental, com as mesmas
condicées de temperatura, fotoperiodo, aeracado e alimentagdo do periodo de aclimatacao.
Essas salinidades foram encontradas no local de coleta desses caranguejos por Turcato
(1990). A salinidade dos aquarios foi controlada semanalmente com refratbmetro (ATAGO
S/MILL).

Para determinacédo da quantidade de peréxido de hidrogénio na agua dos aquarios foram
colocados 5 animais por aquario, por grupo experimental, na relacao de 1 animal por litro de
agua. Os aquarios foram mantidos nas mesmas condicdes experimentais dos outros
experimentos. Os tempos de exposicdo do grupo controle e dos dois grupos de estresse
hiposmatico ou hiperosmético foi de 1 e 6 horas. Ao final de cada tempo experimental (1 e 6h
de estresse) foram retiradas amostras da agua para quantificacdo dos niveis de perdxido de

hidrogénio.
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EXTRAGCAO E PREPARO DOS TECIDOS

Apés o término dos periodos de estresse hiposmético ou hiperosmético, os animais foram
crioanestesiados por imersdo em recipiente com gelo em escama durante 10 minutos (Fig. 10
A). A seguir, a carapaca foi removida e as branquias anteriores e posteriores, 0
hepatopancreas e o musculo mandibular excisados e utilizados nos diferentes procedimentos

experimentais (Fig. 10 B).

: N
) \
P . Musculo mandibular
Branquias anteriores

Branquias posteriores

Hepatopancreas

Figura 11: A - Animal anestesiado e hemi-dissecado. B - Tecidos excisados

PREPARACAO DOS HOMOGENEIZADOS TECIDUAIS PARA AS TECNICAS DO BALANGCO
OXIDATIVO

A homogeneizagéo dos tecidos foi feita em Ultra-Turrax (T25 Basic, Ika Labortechnik) com
tampao fosfato (KClI 140mM, Tampao fosfato 20mM; pH 7,4) 9 mL/g de tecido durante 40

segundos em gelo. Os homogeneizados foram centrifugados por 10 min, por 1000g, em
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centrifuga Sorval, a 4 °C (5B-Rotor SM 24, Du Pont Instruments, EUA). O sobrenadante foi

utilizado para os ensaios no mesmo dia do sacrificio e da homogeneizacao dos tecidos.

FORMACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

O ensaio para a determinacdo da concentracdo do peroxido de hidrogénio (H2O.) é
baseada na oxidacdo do vermelho fenol mediada pela peroxidase de rabanete (HRPO),
resultando na formacdo de um composto que absorve a 610 nm, segundo método descrito por
Pick e Keisari (1980). Os tecidos totais foram incubados por 60 min, a 37°C, em tampéao fosfato
10mmol/L (NaCl 140 mmol/L e dextrose 5 mmol/L). Apds, foi retirada um amostra do liquido de
incubacgéo e acrescentado a solugdao de vermelho de fenol (0,28 mmol/L) e HRPO (8,5 U/mL).
Apos 10 minutos foi adicionado NaOH 1 mol/L e feita a leitura a 610 nm. Os resultados foram

expressos em pmoles de H,O, mg™' de proteinas.

DETERMINAGCAO DA RELAGCAO DA GLUTATIONA OXIDADA E REDUZIDA

Para a determinacdo da glutationa total, os tecidos totais foram desproteinizados com
acido perclérico 2 mol/L, centrifugados por 10 minutos a 1000 g e o sobrenadante neutralizado
com KOH 2 mol/L. O ensaio foi realizado adicionando as amostras a solugao de tampao fosfato
100 mmol/L (pH 7,2), nicotinamida dinucleotideo fosfato (NADPH) 2 mmol/L, glutationa redutase
0.2 U/mL, 5,5 ditiobis (acido 2-nitrobenzdico) 70 pmol/L. Na determinacdo da glutationa
reduzida, o sobrenadante neutralizado reagiu com 5,5 ditiobis (2-nitro acido benzdico) 70
umol/L e a leitura foi feita a 420nm. A glutationa oxidada foi calculada pela diferenga entre a
glutationa total e a glutationa reduzida. Os resultados foram expressos como razdo entre a

glutationa oxidada pela glutationa reduzida.
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ATIVIDADE DA CATALASE

A atividade da catalase é diretamente proporcional a taxa de decomposi¢ao do perdxido
de hidrogénio. Sendo assim, a atividade da enzima pode ser determinada pela avaliagdo do
consumo do peréxido de hidrogénio, segundo método descrito por (Boveris e Chance, 1973). A
atividade da enzima catalase foi determinada pela medida do consumo exponencial do H>O. a
240 nm. Em uma cubeta de quartzo foi colocado 975 uL de tampéao fosfato e 10 pyL do
homogeneizado previamente preparado, a cubeta foi colocada no espectrofotobmetro, apds
adicionou-se 15 uL de perdxido de hidrogénio e a absorbéancia foi monitorada. Como branco foi
utilizado o tampdo fosfato. Os resultados foram expressos como pmoles de H»0,. mg' de

proteina. min™.

ATIVIDADE DA ENZIMA NA*, K*-ATPASE
PREPARACAO DAS MEMBRANAS

As membranas celulares foram isoladas de acordo com o método descrito por Barnes e
Blacksock (1993). O tecido foi homogeneizado (10% p/v) em tampao Tris-HCI gelado (40 mM)
e fenilmetilsulfonil fluoreto (PSMF) (1mM; Sigma, St. Louis, MO, USA) pH 7,4. O
homogeneizado foi centrifugado a 10,000g, a 4 C, e o sobrenadante coletado e centrifugado
novamente a 40.000g (4°C). O precipitado foi resuspendido no mesmo tampao e centrifugado
novamente a 40.000 g a 4° C. Este ultimo sobrenadante foi estocado em freezer -20°C - sendo
utilizado em até 12 horas apds a centrifugagdo - para medir a atividade da enzima Na*,K"-

ATPase.
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DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA NA*, K*-ATPASE

A atividade da enzima Na*, K*ATPase foi determinada no homogeneizado anteriormente
preparado de acordo com Esmann (1988). O meio de incubacdo A continha ATP (5mM,;
Sigma), NaCl (60mM), KCI (10mM) e MgCl (40mM), pH 7,4. No meio de incubacao B o KClI foi
trocado por ouabaina (1mM; Sigma). Amostras do homogeneizado (10mg de proteina) foram
incubadas a 302 C com meio A ou B, por 30 minutos. A reacdo enzimatica foi parada pela
adicao de TCA 10%. O fosfato inorganico foi determinado utilizando o método de Chan e
Swaminathan (1986). A diferenga de concentragao de fosfato entre o meio A e B foi utilizada
para determinar a atividade da Na*, K*-ATPase. Todas as determinag¢des foram realizadas em

quadruplicata. Os resultados foram expressos em pmol de Pi. mg™ proteina.min™'.

WESTERN BLOT DAS HSP 70 E 90

Para extracao de proteinas, os diferentes tecidos (300 mg) foram homogeneizados com
OmniMixer®, por 30s, com uma solucdo tamp&o de lise que é constituido de Tris (10mM),
EDTA (100mM), PMSF (200mM), NaF (200mM), NaxP.O; (10mM), NazVO4 (2mM) e Triton X-
100 (10%), pH 7,4. A seguir, o material foi centrifugado a 1000g, por 10 min, a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e separados cerca de 45 pL para a dosagem
de proteinas totais em triplicata. Apds a dosagem de proteinas, o material foi estocado a -20°C
para posterior analise da expressao protéica pelo método de western blot, sendo as amostras
utilizadas no prazo maximo de 30 dias.

Para a separacdo das proteinas foi utilizado SDS-PAGE (eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio) com uma concentracao de poliacrilamida de 10%.
Aproximadamente 50ug da proteina extraida das amostras foram incubadas com solugéo de

Laemmli, a qual é constituida de glicerol (50%), Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) (10%), Tris
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(65mM), azul de bromofenol (0,1%) e 2-B-mercaptoetanol (0,05%) a 95°C, por 3 min (Laemmli,
1970), e adicionadas em cada poco do gel. A eletroforese foi efetuada na presencga de tampao
contendo glicina (192mM), Tris (25 mM) e SDS (0,1%), pH 8,3. As proteinas migraram ao longo
do gel por aproximadamente 3 horas e 30 min., submetidas a uma diferenca de potencial
elétrico de 120 V. A corrida das proteinas foi monitorada pelo azul de bromofenol, presente no
tampdo da amostra. O equipamento utilizado foi o mini-PROTEAN® 3 Electophoresis Cell
(BioRad, EUA).

Depois de efetuada a eletroforese, o gel de poliacrilamida foi retirado das placas de vidro
e colocado no médulo de eletrotransferéncia em contato com a membrana de nitrocelulose
(NC), coberto com tampao de transferéncia o qual é constituido de glicina (192 mM), Tris
(25mM), SDS (0,1%) e metanol (20%), com pH 8,3. A transferéncia foi efetuada no sistema
Trans-Blot SD — Semi Dry Electrophoretic Transfer Cell (BioRad, EUA), por 1 hora, a diferenca
de potencial de 25 V.

As membranas de NC contendo as proteinas foram entao incubadas durante 1 hora em
solucado bloqueadora, contendo NaCl (150mM), Tris (50mM), Tween 20 (0,05%), pH 7,4,
acrescido de leite em p6 desnatado (5%). Esta solugcao satura sitios de ligacédo inespecificos na
membrana de NC.

Apbs o bloqueio, as membranas de NC foram incubadas por no minimo 16 horas a 4°C,
sob agitacao constante, com os anticorpos especificos para as HSP 70 e 90 diluidos em Tween
Tris Buffer Saline (TTBS) (niumero do catélogo H5147: Monoclonal Anti-Heat Shock Protein 70
antibody produced in mouse - clone BRM-22, ascites fluid (Sigma Aldrich) e nimero do
catalogo H1775: Monoclonal Anti-Heat Shock Protein 90 antibody produced in mouse - clone
AC-16, ascites fluid (Sigma Aldrich)). Apds a incubacado, as membranas foram lavadas com

TTBS (1%) (3 lavagens de 10 min. cada) e entdo incubadas com o segundo anticorpo (numero
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do catalogo A9044: Anti-Mouse IgG (whole molecule) — Peroxidase antibody produced in rabbit
- IgG fraction of antiserum, buffered aqueous solution - (Sigma Aldrich) - por 2 horas em
temperatura ambiente. Apds, as membranas foram lavadas com Tris Buffer Saline (TBS) (3
lavagens de 10 min. cada) e incubadas, em sala escura, com solucdo de Quimiluminescéncia
por 1 minuto. A reacdo de quimiluminescéncia ocorreu por meio do sistema de detecgao
baseado em substratos luminescentes (luminol e acido p-cumarico).

Apé6s a incubacdo com a solucdo de quimiluminescéncia, as membranas de NC foram
colocadas em contato com o filme fotografico (GE Healthcare® / Amersham Hypperfim™ ECL)
por 10s, a 3 min. Realizada a revelacao, o filme foi analisado por densitometria éptica e as
bandas medidas por um processamento de imagem (ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech,
EUA). A densitometria 6ptica das bandas da Hsp70 e Hsp90 foi corrigida pela densitometria da
banda da proteina mais forte (na altura de 70KD) nas membranas de NC, a qual foi corada com
Ponceau (técnica do Comassie blue). Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias

(UA).

QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS TOTAIS

A concentracado de proteinas foi medida pelo método descrito por Lowry e cols. (1951)
para a determinacao do peréxido de hidrogénio e da catalase, e pelo método colorimétrico de
Bradford (1976) para a determinagdo da enzima Na*, K*-ATPase e a técnica de Western blot

para a determinacao das Hsp’s. Foi utilizada albumina bovina (1 mg/mL) como padréo.

ANALISE ESTATISTICA
Todos os parametros metabodlicos passaram pelo teste de homogeneidade (teste de

Levene). Para a analise estatistica da curva (controle, 1 hora e 6 horas) foi aplicado o teste
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ANOVA de uma via, seguido por pos-teste de Tukey para cada um dos estresses em cada
tecido. Para as comparacdes entre estresse osmético e diferentes tempos foi aplicado o teste
ANOVA duas vias. Para as comparagdes das expressdes entre as Hsps 70 e 90 e da formacao
de peréxido na agua foi utilizado o teste t de Student. O nivel de significancia adotado foi de
5%. Todos os testes foram feitos com o programa Statistical Package for the Social Sciences

(SPSS 11.5) para Windows.



RESULTADOS




68

RESULTADOS

FORMACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

O estresse hiposmético por 1 hora nao alterou significativamente a formacao de perdxido
de hidrogénio nas branquias anteriores. Entretanto, o estresse hiposmotico por 6 horas reduziu
em cerca de 50% (p<0,05) a formacao de perdxido de hidrogénio, quando comparada aquela
verificada no grupo controle (Fig. 12 A).

Durante o estresse hiperosmético, a quantidade de per6xido de hidrogénio formado nas
branquias anteriores reduziu 35%, contudo, estes valores nao foram significativos em relacao
aqueles verificados nos caranguejos controles. Apds o estresse de 6 horas, a concentracao de

peroxido de hidrogénio diminui 40% (p<0,05) em relagao ao grupo controle (Fig. 12 B).
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Figura 12: Formacédo de perdxido de hidrogénio formado nas branquias anteriores de
Neohelice granulata no grupo controle e nos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou
hiperosmotico (B) por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenga significativa em relagdo ao grupo controle
(n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de
duas vias para comparacao entre os tipos de estresses, seguido de pos-teste de Tukey.
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Os niveis de peroxido de hidrogénio formados nas branquias posteriores de N. granulata
exposto ao estresse hiposmético por 1 hora ou 6 horas foram 2 vezes (p<0,05) menores que
aqueles verificados no grupo controle (Fig. 13 A)

Nas branquias posteriores de animais expostos por 1 hora ao estresse hiperosmético
foram observados niveis de peréxido de hidrogénio 3 vezes (p<0,05) menores que aqueles dos
animais controles. Nos animais expostos por 6 horas ao estresse hiperosmotico, os niveis de
peréxido de hidrogénio foram 2 vezes (p<0,05) menores que aqueles verificados no grupo
controle (Fig. 13 B).

Nao foram verificadas diferencas significativas de resposta aos estresses hiposmatico e
hiperosmotico entre as branquias anteriores e posteriores. Quando comparadas as respostas
aos estresses hiposmético e hiperosmotico das branquias anteriores ou posteriores, também

nao foram verificadas diferencas significativas (Fig. 13 A e B).
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Figura 13: Formacgédo de perdxido de hidrogénio formado nas branquias posteriores de
Neohelice granulata do grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou
hiperosmotico (B) por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relagdo ao grupo controle
(n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de
duas vias para comparacao entre os tipos de estresses, seguido de pos-teste de Tukey.
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No hepatopancreas de caranguejos expostos ao estresse hiposmético por 1 ou 6 horas,
0s niveis de peréxido de hidrogénio formados foram 50% (p<0,05) menores que aqueles
verificados no grupo controle (Fig. 14 A).

Em hepatopéncreas de animais expostos por 1 ou 6 horas de estresse hiperosmatico
foram observados niveis de perdxido de hidrogénio 4 vezes (p<0,05) menores que aqueles do
grupo controle (Fig. 14 B).

Nao foram encontradas diferencgas significativas nos niveis de peroxido de hidrogénio em

resposta aos estresses hiposmético e hiperosmoético no hepatopancreas (Fig. 14 A e B)
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Figura 14: Niveis de per6xido de hidrogénio formado no hepatopancreas de Neohelice
granulata do grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou
hiperosmotico (B) por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relagdo ao grupo controle
(n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de
duas vias para comparacao entre os tipos de estresses, seguido de pos-teste de Tukey.
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Os niveis de peréxido de hidrogénio formado no musculo de N. granulata exposto ao
estresse hiposmotico por 1 ou 6 horas foram 10 vezes (p<0,05) menores que aqueles
verificadas nos caranguejos controles (Fig. 15 A). No musculo de animais expostos por 1 hora
ao estresse hiperosmoético foram observados niveis de per6xido de hidrogénio semelhantes
aqueles do grupo controle (Fig. 15 B). Entretanto, nos animais expostos por 6 horas ao
estresse hiperosmatico, os niveis de peréxido de hidrogénio formado foram 10 vezes (p<0,05)
menores que aqueles verificados nos controles (Fig. 15 B).

Quando comparadas as respostas aos estresses hiposmotico e hiperosmoético no musculo
mandibular ndo foram verificadas diferencas significativas nos niveis de peréxido de hidrogénio

(Fig. 15 A e B).
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Figura 15: Niveis de peroxido de hidrogénio formado no musculo mandibular de
Neohelice granulata do grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou
hiperosmotico (B) por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenga significativa em relagao ao grupo controle
(n=3-5).0 teste utilizado foi ANOVA de uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de
duas vias para comparacao entre os tipos de estresses, seguido de pos-teste de Tukey.
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Os niveis de peréxido de hidrogénio encontrados na agua do aquario apés 1 ou 6 horas
de estresse hiposmotico foram cerca de 50% e 80% menores (p<0,05), respectivamente, que
aqueles verificados no grupo controle (Fig. 16).

Ap6s 1 hora de estresse hiperosmético os valores de perdxido de hidrogénio na agua do
aquario foram cerca de 80% (p<0,05) menores que aqueles verificados no aquario dos
caranguejos controles (Fig. 16). Entretanto, apds 6 horas de estresse hiperosmético, os niveis
de peréxido de hidrogénio na agua do aquario aumentaram significativamente (p<0,05), quando
comparados aqueles verificados nos aquarios dos grupos: controle e estresse hiperosmaotico de

1 hora (Fig. 16).
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Figura 16: Niveis de perdxido na agua dos aquarios do grupo controle e dos grupos
submetidos ao estresse hiposmotico ou hiperosmoético por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle; a p<0,05 diferenca em relagéo ao estresse de 1 hora
(n=3). O O teste utilizado foi teste t de student.
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RELACAO DA GLUTATIONA OXIDADA / GLUTATIONA REDUZIDA

A relacdo glutationa oxidada e reduzida nas branquias anteriores de caranguejos
expostos ao estresse hiposmoético durante 1 hora foi 18 vezes (p<0,05) menor que aquela
verificada no grupo controle (Fig. 17 A). Entretanto, quando os caranguejos foram expostos por
6 horas ao estresse hiposmoético a relacdo glutationa oxidada e reduzida, nas branquias
anteriores, aumentaram 13 (p<0,05) e 188 vezes (p<0,05), quando comparadas aquelas
obtidas nos grupos controle e estresse de 1 hora, respectivamente (Fig. 17 A).

Nas branquias anteriores dos animais expostos ao estresse hiperosmético durante 1 hora,
a relacao glutationa oxidada e reduzida foi 17 vezes (p<0,05) inferior aquela constatada no
grupo controle (Fig. 17 B). Contudo, apdés 6 horas de estresse hiperosmoético a relagao
glutationa oxidada e reduzida, nas branquias anteriores, retorna a valores semelhantes aqueles

verificados nos caranguejos controles (Fig. 17 B).
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Figura 17: Relacdo glutationa oxidada e reduzida nas branquias anteriores de Neohelice
granulata do grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou
hiperosmoético (B) por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle;
a p<0,05 diferenca em relacdo ao estresse de 1 hora (n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de
uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de duas vias para comparagao entre os tipos
de estresses, seguido de pés-teste de Tukey.
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A relagdao de glutationa oxidada e reduzida nas branquias posteriores de caranguejos
expostos ao estresse hiposmoético durante 1 hora foi 10 (p<0,05) vezes menor que aquela
verificada no grupo controle (Fig. 18 A). Contrariamente, nos caranguejos expostos por 6 horas
ao estresse hiposmético os valores foram 3,6 (P<0,05) e 34 vezes (p<0,05) maiores que
aqueles verificados nos grupos controle e 1 hora de estresse osmético, respectivamente (Fig
18 A).

Nas branquias posteriores dos animais expostos por 1 hora ao estresse hiperosmético, a
relacdo glutationa oxidada e reduzida apresentou reducdo de 16 (p<0,05) vezes, quando
comparada aquela verificada no grupo controle (Fig. 18 B). Contudo, apds 6 horas de estresse
hiperosmoético a relacao glutationa oxidada e reduzida retornou a valores similares aqueles do
grupo controle, porém 16 (p<0,05) vezes maiores que aqueles verificados nos caranguejos
expostos ao estresse de 1 hora (Fig. 18 B).

Quando comparadas as respostas aos estresses hiposmoético e hiperosmético nas
branquias anteriores ou posteriores, foram verificadas diferencas significativas na relagcao

glutationa oxidada e reduzida (Figs 17 e 18).
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Figura 18: Relacdo glutationa oxidada e reduzida nas branquias posteriores de Neohelice
granulata do grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou
hiperosmoético (B) por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relagéo ao grupo controle;
a p<0,05 diferenca em relacdo ao estresse de 1 hora (n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de
uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de duas vias para comparacao entre os tipos
de estresses, seguido de pés-teste de Tukey.
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Nao foi constatada diferenca significativa (p>0,05) entre a relacdo de glutationa oxidada e
glutationa reduzida no hepatopancreas de caranguejos expostos por 1 hora ao estresse
hiposmoético e aqueles mantidos a 20%g, (controles) (Fig. 19 A). Entretanto, apds 6 horas de
estresse hiposmético a relacao glutationa oxidada e reduzida no hepatopancreas aumentou 51
(p<0,05) e 14 vezes (p<0,05) em relacao aos grupos controle e 1 hora de estresse osmético,
respectivamente (Fig. 19 A).

O estresse hiperosmatico por 1 hora nao alterou significativamente a relacao de glutationa
oxidada e reduzida no hepatopancreas (Fig. 19 B). Em contraste, 6 horas de estresse
hiperosmoético aumentaram 8 (p<0,05) e 9 (p<0,05) vezes a relagdo glutationa oxidada e
reduzida no hepatopancreas, quando comparada aquelas verificadas nos grupos controle e 1
hora de estresse, respectivamente (Fig. 19 B).

Comparadas as relacoes glutationa oxidada e reduzida em resposta aos estresses
hiposmatico e hiperosmético no hepatopancreas nao foram verificadas diferencas significativas

(Fig. 19 A e B).
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Figura 19: Relagédo glutationa oxidada e reduzida nas hepatopancreas de Neohelice
granulata do grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou
hiperosmoético (B) por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle;
a p<0,05 diferenca em relacdo ao estresse de 1 hora (n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de
uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de duas vias para comparagao entre os tipos
de estresses, seguido de pés-teste de Tukey.
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A relacdo de glutationa oxidada e reduzida no musculo mandibular de caranguejos
expostos por 1 hora ao estresse hiposmético foi 14 vezes (p<0,05) menor, quando comparada
aquela do grupo controle (Fig. 20 A). Apds 6 horas de estresse hiposmotico, os valores de
relacdo de glutationa oxidada e reduzida no musculo mandibular aumentaram 9 (p<0,05) e 138
(p<0,05) vezes em relacdo aos grupos controle e 1 hora de estresse, respectivamente (Fig. 20
A).

O musculo mandibular de caranguejos expostos por 1 hora ao estresse hiperosmotico
apresentou uma relacdo de glutationa oxidada e reduzida 16 (p<0,05) vezes mais baixa que
aquela verificada no grupo controle (Fig. 20 B). Nos animais expostos por 6 horas ao estresse
hiperosmético a relacao glutationa oxidada e reduzida aumentou 3 (p<0,05) e 49 vezes
(p<0,05), quando comparada aquelas dos grupos controle e 1 hora de estresse osmébtico,
respectivamente (Fig. 20 B).

Quando comparadas as respostas da relagao glutationa oxidada e reduzida aos estresses
hiposmético e hiperosmético no musculo mandibular ndo foram verificadas diferengas

significativas (Fig. 20 A e B).
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Figura 20: Relacdo de glutationa oxidada e reduzida no musculo mandibular de
Neohelice granulata do grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou
hiperosmético (B) por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle;
a p<0,05 diferenca em relacao ao estresse de 1 hora (n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de
uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de duas vias para comparagao entre os tipos
de estresses, seguido de pds-teste de Tukey.
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ATIVIDADE DA CATALASE

Os niveis de atividade da catalase nas branquias anteriores dos caranguejos expostos
por 1 e 6 horas ao estresse hiposmético foram, respectivamente, 2 (p<0,05) e 3 (p<0,05) vezes
maiores que aqueles constatados nos animais controles (Fig. 21 A).

Nas branquias anteriores dos caranguejos submetidos ao estresse hiperosmotico, a
atividade da catalase aumentou cerca de 3 (p<0,05) e 5 (p<0,05) vezes, quando comparada a
atividade verificada nos controles, apds exposicao por 1 e 6 horas de estresse osmotico,

respectivamente (Fig. 21 B).
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Figura 21: Atividade da catalase nas branquias anteriores de Neohelice granulata do
grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou hiperosmatico (B) por
1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle; a p<0,05 diferenca
em relacdo ao estresse de 1 hora (n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de uma via entre os
tempos experimentais e ANOVA de duas vias para comparacao entre os tipos de estresses,
seguido de pés-teste de Tukey.
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A atividade da catalase nas branquias posteriores de N. granulata expostos ao estresse
hiposmaético por 1 hora foram similares aquela verificada no grupo controle, entretanto, nos
animais expostos por 6 horas ao estresse osmético a atividade enzimatica aumentou cerca de
3 vezes (p<0,05) em relagdo aos grupos controle e 1 hora de estresse (Fig. 22 A).

Nos animais submetidos ao estresse hiperosmoético a atividade da catalase aumenta
gradualmente nas branquias posteriores, chegando a valores 2 vezes (p<0,05) maiores que
aqueles verificados nos animais controles apés 6 horas em meio hiper-salino (Fig. 22 B).

Nao foram contatadas diferencas significativas na atividade da catalase em resposta aos
estresses hiposmaético e hiperosmético entre as branquias anteriores e posteriores (Figs. 21 e
22). Quando comparadas as respostas aos estresses hiposmético e hiperosmético nas
branquias anteriores ou posteriores, ndo foram verificadas diferengas significativas na atividade

enzimatica (Figs. 21 e 22).
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Figura 22: Atividade da catalase nas branquias posteriores de Neohelice granulata do
grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou hiperosmatico (B) por
1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle; a p<0,05 diferenca
em relacdo ao estresse de 1 hora (n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de uma via entre os
tempos experimentais e ANOVA de duas vias para comparacao entre os tipos de estresses,
seguido de pés-teste de Tukey.
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A atividade da catalase no hepatopancreas dos caranguejos expostos ao estresse
hiposmatico por 1 hora foi similar aguela do grupo controle, porém, apds 6 horas em meio com
salinidade nula a atividade enzimatica decaiu 8 vezes (p<0,05), quando comparada a atividade
obtida nos caranguejos do grupo controle (Fig. 23 A).

No hepatopancreas dos animais expostos por 1 hora de estresse hiperosmotico, a
atividade da catalase diminuiu 12 vezes (p<0,05) em relagéo aquela verificada nos caranguejos
do grupo controle, permanecendo com valores significativamente mais baixos até o final do
periodo experimental (Fig. 23 B).

Nao foram contatadas diferencas significativas na atividade da catalase em resposta aos

estresses hiposmético e hiperosmoético no hepatopéncreas (Fig. 23 A e B).
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Figura 23: Niveis de atividade da catalase no hepatopancreas de Neohelice granulata do
grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou hiperosmético (B) por
1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relagdo ao grupo controle; a p<0,05 diferenca
em relacdo ao estresse de 1 hora (n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de uma via entre os
tempos experimentais e ANOVA de duas vias para comparacdo entre os tipos de estresses,
seguido de pés-teste de Tukey.
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Nao foi constatada alteracao significativa da atividade da catalase no masculo mandibular
de N. granulata expostos ao estresse hiposmaotico por 1 ou 6 horas (Fig. 24 A).

Contrariamente, o estresse hiperosmoético por 1 hora diminuiu 4 vezes (p<0,05) a
atividade da catalase no musculo mandibular, quando comparada aquela do grupo controle
(Fig. 24 B). Entretanto, a atividade da enzima catalase no musculo mandibular de caranguejos
que permaneceram em meio hiperosmoético por 6 horas retornou a valores similares aqueles
verificados nos animais controles (Fig. 24 B).

Nao foram contatadas diferencas significativas na atividade da catalase em resposta aos

estresses hiposmotico e hiperosmaotico no masculo mandibular (Fig. 24 A e B).
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Figura 24: Atividade da catalase no musculo mandibular de Neohelice granulata do grupo
controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmaético (A) ou hiperosmético (B) por 1 e 6
horas. *p<0,05 diferenca significativa em relacao ao grupo controle (n=3-5). O teste utilizado foi
ANOVA de uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de duas vias para comparagao
entre os tipos de estresses, seguido de pds-teste de Tukey.
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ATIVIDADE DA NA*/K*ATPASE

A atividade da enzima da Na*, K*-ATPase nas branquias posteriores foi 38% (p<0,05)
maior que aquela verificada nas branquias anteriores (Figs. 25 e 26). Nas branquias anteriores,
o estresse hiposmotico por 1 e 6 horas reduziu (P<0,05) a atividade da enzima Na*, K'-
ATPase, quando comparada aquela verificada no grupo controle(Fig. 25 A) .

Em caranguejos submetidos ao estresse hiperosmotico, a atividade da Na*, K'-ATPase
nas branquias anteriores reduziu 4 vezes (P<0,05) apdés 1 hora de estresse (Fig. 25 B).
Entretanto, quanto os animais foram expostos por 6 horas ao meio hiperosmético verificou-se
aumento (p>0,05) da atividade da Na*, K'-ATPase em relacdo ao grupo 1 hora de estresse,
porém os valores ainda sao significativamente menores que aqueles constatados no grupo

controle (Fig. 25 B).
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Figura 25: Atividade da Na*, K*-ATPase nas branquias anteriores de Neohelice granulata
do grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmatico (A) ou hiperosmético (B)
por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenga significativa em relacdo ao grupo controle (n=3-5). O teste
utilizado foi ANOVA de uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de duas vias para
comparacao entre os tipos de estresses, seguido de pds-teste de Tukey.
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A atividade da Na‘*, K*-ATPase nas branquias posteriores de N. granulata expostos ao
estresse hiposmotico por 1 ou 6 horas foram 4 e 3 vezes (P<0,05) menores, respectivamente,
que aquela verificada no grupo controle (Fig. 26 A). Nas branquias posteriores dos animais
expostos ao estresse hiperosmético, a atividade enzimatica reduziu cerca de 3 vezes quando
comparada aquela verificada no grupo controle (Fig. 26 B). Apdés 6 horas de estresse
hiperosmoticos, os valores da atividade da Na*, K'-ATPase nas branquia posteriores ainda
estdo significativamente menores que aqueles verificados nos controles, mas mostram uma
tendéncia de aumento quando comparados aos valores obtidos no grupo submetido a 1 hora
de estresse (Fig. 26 B).

Foram verificadas diferengas significativas na atividade da Na*, K'-ATPase em resposta
aos estresses hiposmotico e hiperosmético entre as branquias anteriores e posteriores (Figs.

25 ¢ 26 A e B).
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Figura 26: Atividade da Na*, K*-ATPase nas branquias posteriores de Neohelice
granulata do grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmético (A) ou
hiperosmotico (B) por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relagéo ao grupo controle
(n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de
duas vias para comparacao entre os tipos de estresses, seguido de pos-teste de Tukey.
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A atividade da Na*, K*-ATPase no hepatopancreas de caranguejos expostos ao estresse
hiposmatico por 1 ou 6 horas foi quatro vezes (p<0,05) menor que aquela verificada no grupo
controle (Fig. 27 A). Ja no hepatopancreas dos animais expostos por 1 hora ao estresse
hiperosmotico foi observada reducdo de 4 vezes (P<0,05) na atividade da Na*, K*-ATPase,
quando comparada aos valores obtidos no grupo controle (Fig. 27 B). Nos animais expostos
por 6 horas ao estresse hiperosmético, a atividade da Na*, K*-ATPase foi 2 vezes (P<0,05)
menor do que aquela do grupo controle. Entretanto, a atividade da enzima apo6s 6 horas de
estresse hiperosmoético foi o dobro (P<0,05) daquela obtida apds 1 hora de estresse (Fig. 27 B).

Foram contatadas diferengas significativas na atividade da Na*, K*-ATPase em resposta

aos estresses hiposmético e hiperosmotico no hepatopancreas (Figs. 27 A e B).
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Figura 27: Atividade da Na*, K*-ATPase no hepatopancreas de Neohelice granulata do
grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmaético (A) ou hiperosmético (B) por
1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relagdo ao grupo controle; a p<0,05 diferenca
em relacdo ao estresse de 1 hora (n=3-5). O teste utilizado foi ANOVA de uma via entre os
tempos experimentais e ANOVA de duas vias para comparacao entre os tipos de estresses,
seguido de pds-teste de Tukey.
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A atividade da Na'/K*-ATPase no musculo mandibular de N. granulata expostos ao
estresse hiposmético por 1 ou 6 horas foi 4 vezes mais baixa, quando comparada aquela
verificada nos animais do grupo controle (Fig. 28 A). No musculo dos animais expostos ao
estresse hiperosmotico por 1 e 6 horas foi verificado o mesmo padrao de resposta da atividade
da Na*/K*-ATPase obtido para o estresse hiposmético (Fig. 28 B).

Nao foram observadas diferencas significativas entre os tecidos submetidos aos dois tipos

de estresse (Fig. 28 A e B).
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Figura 28: Atividade da Na*, K'ATPase no musculo mandibular de Neohelice granulata
do grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmatico (A) ou hiperosmético (B)
por 1 e 6 horas. *p<0,05 diferenca significativa em relacao ao grupo controle (n=3-5). O teste
utilizado foi ANOVA de uma via entre os tempos experimentais e ANOVA de duas vias para
comparacao entre os tipos de estresses, seguido de pds-teste de Tukey.
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QUANTIFICACAO DAS HSPS 70 E 90
Nas branquias anteriores do grupo controle, ndao foram constatadas diferengas
significativas na expressao das Hsps 70 e 90. Apds 6 horas de estresse hiposmético ou

hiperosmoético nao foram verificadas diferencas nas concentracbes de Hsps 70 e 90 nas

branquias anteriores (Fig. 29).



102

ho ho ho he he he c c o}

Ponceau

! d
o g r N
T

B Expressao de HSPs
Branquias Anteriores

B Hsp70
0 Hsp90

Unidades Arbitrarias

Controle Hiposmatico Hiperosmético

Figura 29: Expressao de Hsps 70 e 90 nas branquias anteriores de Neohelice granulata no grupo
controle e nos grupos submetidos ao estresse hiposmaético ou hiperosmético por 6 horas (A- filme com
bandas representativas da expressao da Hsp 70 e ponceau da mesma dos grupos controle (c),
hiposmético (ho) ou hiperosmotico (he) — B - representacdo em grafico) (n=3).0 teste utilizado foi o teste
t de student.
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As branquias posteriores do grupo controle apresentaram a expressao de Hsp 90
significativamente maior que a de Hsp 70 (Fig. 30). Ap6s 6 horas de estresse hiposmotico foi
verificado um aumento significativo (p<0,05) dos valores de Hsp 70 nas branquias posteriores
(Fig. 30). J& a Hsp 90 nao apresentou alteracdo significativa apdés 6 horas de estresse
hiposmético (Fig. 29).

No estresse hiperosmético de 6 horas nao foram verificadas diferengas significativas nas

concentracdes das Hsps 70 e 90 nas branquias posteriores (Fig. 30).
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Figura 30: Expressao de Hsps 70 e 90 nas branquias posteriores de Neohelice granulata
no grupo controle e nos grupos submetidos ao estresse hiposmotico ou hiperosmético por 6
horas. *p<0,05 diferenga significativa em relacdo ao grupo controle; a p<0,05 diferenca
significativa em relagédo a Hsp 70 (A- filme com bandas representativas da expressao da Hsp
70 e ponceau da mesma dos grupos controle (c), hiposmético (ho) ou hiperosmético (he). B-
representacdo em gréfico) (n=3). O teste utilizado foi o teste t de student.
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No hepatopancreas do grupo controle, os valores de Hsp 90 foram significativamente
maiores que aqueles de Hsp 70 (Fig. 31).

No estresse hiposmético e hiperosmotico nao foram constatadas diferencgas significativas
entre as expressodes de Hsp 70 ou Hsp 90 no tecido hepatopancreatico, quando comparadas

aquelas verificadas nos grupos controles.
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Figura 31: Concentracao de Hsps 70 e 90 no hepatopancreas de Neohelice granulata no
grupo controle e nos grupos submetidos ao estresse hiposmotico ou hiperosmético por 6 horas.
a p<0,05 diferenga significativa em relagdo a Hsp 70 (A- filme com bandas representativas da
expressao da Hsp 70 e ponceau da mesma dos grupos controle (c), hiposmético (ho) ou hiperosmético
(he) — B - representacao em gréfico) (n=3). O teste utilizado foi o teste t de student.
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O tecido muscular apresentou uma expressao significativamente maior de Hsp 70 do que
de Hsp 90 no grupo controle e apds o estresse hiposmético e hiperosmotico (Fig. 32).

Analisando a expressdao de Hsps 70 e Hsp 90 no musculo mandibular, ndo foram
verificadas diferengas entre os grupos submetidos ao estresse osmético e o grupo controle

(Fig. 32).
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Figura 32: Niveis de Hsp 70 e 90 no musculo mandibular de Neohelice granulata do
grupo controle e dos grupos submetidos ao estresse hiposmaotico ou hiperosmético por 6 horas.
a p<0,05 diferenca significativa em relacdao a Hsp 90 (A- filme com bandas representativas da
expressao da Hsp 70 e ponceau da mesma dos grupos controle (c), hiposmético (ho) ou hiperosmético
(he) — B - representacao em gréfico) (n=3). O teste utilizado foi o teste t de student.
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DiscussAO

Em seu habitat os crustaceos eurialinos estdo expostos a diversas condigcdes
estressantes, como as variacoes de salinidade da agua, de pressao parcial de oxigénio, de
temperatura, de pH, de fotoperiodo e de disponibilidade de alimentos (Péqueux, 1984;
Bromberg, 1992; Gilles e Delpire, 1997; Bianchini e cols., 2008). Assim, as espécies que vivem
em estuarios e marismas tém despertado o interesse em relagdo as estratégias bioquimicas,
fisiolégicas e morfoldgicas utilizadas para enfrentarem essas variaveis.

Valle e cols. (2009) demonstraram que as alteracdes sazonais de salinidade da agua sao
um dos principais fatores estressantes do ambiente natural do caranguejo N. granulata.
Organismos que vivem em condicdes osmoticamente instaveis, como as regides estuarinas e
intertidais, desenvolveram uma eficiente capacidade de manter o equilibrio osmético e de
reparar danos celulares causados por condi¢cdes estressantes (Bianchini e cols., 2008). Assim,
em crustaceos eurialinos, como o N. granulata, a capacidade osmorreguladora desempenhou
um importante papel na evolugdo e na conquista do habitat estuarino (Bromberg, 1992).
Durante o processo de aclimatacdo ao estresse osmoético, provavelmente, o tecido branquial
posterior € 0 que mais consome energia, uma vez que ele deve assegurar a sua regulagao
isosmoética do fluido intracelular, como também a regulacao anisosmética do fluido extracelular
(Gilles e Delpire, 1997; Luquet e cols., 2000).

O presente estudo mostra que na primeira hora de estresse hiposmaético ou hiperosmatico
a formacéao de peréxido de hidrogénio ndo se altera em branquias anteriores de N. granulata,
contudo, apds 6 horas de estresse osmotico os valores de peréxido de hidrogénio reduzem de

maneira marcante no tecido. Entretanto, nas branquias posteriores a reducao na concentracao
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de peroxido de hidrogénio ocorre a partir da primeira hora de estresse osmébtico,
permanecendo baixa até o final do periodo experimental.

A dosagem de peréxido de hidrogénio na agua dos aquarios do grupo controle e apés 1 e
6 horas de estresse hiper ou hiposmético, demonstrou a capacidade do N. granulata de
eliminar este composto para a agua. Em peixes, o peroxido de hidrogénio, por ser uma
molécula que facilmente difunde-se, pode ser eliminado por difusdo através das branquias
(Wilhelm-Filho e cols., 1994). Ap6s uma hora de estresse osmotico verifica-se uma diminui¢do
marcante dos valores de peréxido de hidrogénio na agua dos aquarios dos dois grupos
experimentais coincidindo com a reducao de perdxido de hidrogénio constatada nas branquias
posteriores. Entretanto, no periodo de 6 horas de estresse hiperosmético constata-se um
aumento marcante de perédxido de hidrogénio na agua dos aquarios dos animais submetidos ao
estresse hiperosmoético, explicando os baixos niveis deste composto nas branquias.

A reducdo na relacdo GSSG/GHS nas branquias anteriores e posteriores durante a
primeira hora de aclimatacdo ao estresse osmoético, sugerem uma situacdo de estresse
oxidativo nestes tecidos. O aumento da atividade da enzima CAT e, provavelmente, da
glutationa redutase juntamente com a glutamato cisteina ligase, aumentando a producao de
glutationa nas branquias anteriores e posteriores, ao longo do estresse osmotico, explicaria a
reducdo na concentracdo de peréxido de hidrogénio e o aumento da relagdo GSSG/GHS
verificada apds 6 horas de estresse. Este aumento da GSSG/GHS reflete o provavel bloqueio
do processo de peroxidacao no final do periodo experimental. Contrariamente, no caranguejo
S. serrata foi constatado uma reducao na atividade da CAT branquial (ndo houve separacao
em branquias anteriores e posteriores) quando os animais eram aclimatados a 35ppt por 21
dias (Paital e Chainy, 2010). Entretanto, os autores verificaram nesse caranguejo um aumento

marcante na atividade da glutationa redutase (Paital e Chainy, 2010).
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Em N. granulata, as branquias anteriores apresentam um epitélio respiratério € néo
sofrem alteragdes significativas na sua estrutura quando ocorrem variacdes de salinidade no
meio (Luquet e cols., 2002; Genovese e cols., 2004; Freire e cols., 2008). Estudos
demonstraram que em respostas aos ajustes metabdlicos necessarios a aclimatacao as
diferentes salinidades o N. granulata aumenta o consumo de oxigénio branquial (Bianchini e
Castilho, 1999; Bianchini e cols., 2008). Assim, a atividade metabdlica deste tecido aumentaria
com a maior necessidade de transporte de oxigénio, contudo, estes resultados foram obtidos
em N. granulata submetido a periodos longos (24-168h) de estresse osmético (Bianchini e
cols., 2008). Os 3 pares de branquias posteriores, apresentam atividade osmorreguladora e,
dependendo da salinidade do meio no qual se encontra o animal, o processo de transporte de
cloreto de sédio pode ser ativado (meio hiposmético) ou inibido (hiperosmético) (Castilhos e
cols., 2001; Bianchini e cols., 2008; Freire e cols., 2008). Esta documentado na literatura que a
atividade da enzima Na*, K*'-ATPase aumenta em branquias anteriores e posteriores de N.
granulata aclimatado a baixa salinidade por periodos longos (Castilho e cols., 2001; Freire e
cols., 2008). Entretanto, quando estes caranguejos eram submetidos ao estresse hiperosmatico
por longos periodos a atividade da bomba Na*, K*-ATPase diminuia marcadamente (Castilho e
cols., 2001; Bianchini e cols., 2008).

Taylor (1985) trabalhando com duas espécies de amphipoda, Corophium volutator e
Corophium curvispinum, verificou uma diminuicdo da taxa de perfusdao hemolinfatica nas
branquias quando os animais eram submetidos a diferentes meios osmaticos, sugerindo que a
restricdo na perfusao das branquias depende de uma mudanca na magnitude ibnica (NaCl), e
ndao osmatica, do gradiente através do tegumento. Segundo o autor o padrdo de perfuséo é

regulado em relacao a salinidade ambiental através de controle neural.
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Em N. granulata submetido a anoxia por 8 horas foi verificado um aumento significativo da
CAT e da glutationa —S- transferase (GST) das branquias (De Oliveira e cols., 2005). Os
autores sugerem que os aumentos nas atividades destas enzimas durante a anoxia seriam
uma estratégia de preparacao para o estresse oxidativo, com o objetivo de proteger os tecidos
de um possivel dano durante o periodo de reoxigenacdo na recuperacao pos-anoxia (De
Oliveira e cols., 2005). No caranguejo Paralomis granulosa também foi constatada nas
branquias um aumento da atividade da CAT apds 3 e 6 horas de exposi¢cao ao ar atmosférico
(Romero e cols., 2007). O mesmo mecanismo preparatério para o extresse oxidativo foi
observado em land snails (Hermes-Lima e cols., 1998; Ramos-Vasconcelos et al., 2005).

Neste estudo, situacdo similar aquela verificada durante a anoxia parece ocorrer nas
branquias anteriores e posteriores de N. granulata apds periodos curtos de aclimatagdo ao
estresse osmoético. Nestes tecidos a atividade da bomba Na*, K*-ATPase reduz marcadamente
quando os caranguejos foram submetidos por 1 e 6 horas ao estresse hiposmotico ou
hiperosmotico. Sabidamente em invertebrados a reducdo na atividade da bomba Na*, K'-
ATPase € uma estratégia para reduzir o gasto de ATP (Nilsson, 2001). Entretanto, como a
enzima Na*, K*-ATPase na membrana basal é considerada a fornecedora da forca motriz no
processo de transporte de Na® na membrana apical, outros transportadores podem ser
importantes no controle a curto prazo do transporte de ions, como proposto por Lucu e Towle
(2003). Contudo, a hipétese de reducdo metabdlica é fortalecida pelo fato que a osmolalidade
hemolinfatica dos caranguejos submetidos aos estresses hiposmaético ou hiperosmético nao foi
alterada significativamente apds 1 hora de choque osmético, quando comparada aquela dos
controles. Assim, uma reducao de atividade de processos consumidores de energia € um
aumento nas defesas antioxidantes via CAT e a reciclagem do GSSG em GSH, via glutationa

redutase, aumentando a relagdo GSSG/GHS, permitiriam aos tecidos branquiais, anterior e
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posterior, utilizarem, em periodos mais tardios de estresse, estratégias osmorregulatérias e
metabdlicas de mobilizacao de substratos energéticos no processo de aclimatacao ao estresse
osmético, como por exemplo, a mobilizacao de lipidios como fonte de energia para o esforco
osmorregulatério observada em N. granulata (Luvizotto-Santos e cols., 2003; Chitté e cols.,
2009). Em caranguejo N. granulata, diversos trabalhos mostram o impacto do estresse
osmdtico sobre a expressao e a atividade de importantes enzimas envolvidas no metabolismo
intermediario durante a aclimatacdo longa (24-144 horas) as diferentes salinidades do meio
externo (Schein e cols., 2004; Schein e cols., 2005; Martins e cols., 2010).

Apesar da diferenga funcional e estrutural entre as branquias posteriores e anteriores, no
presente trabalho ndo foram constadas diferencas significativas na formacao de peréxido de
hidrogénio, na atividade da CAT ou na relacdo GSSG/GHS dos grupos mantidos com os
mesmos parametros experimentais (controles). A concentracao de peréxido de hidrogénio nas
branquias foi 10 e 6 vezes menor que aquelas verificadas no hepatopancreas e no musculo,
respectivamente. Este resultado sugere que as branquias teriam um sistema anti-oxidante mais
eficaz que os outros tecidos estudados.

Maciel e cols. (2004) demonstraram uma variacao diaria das defesas antioxidantes e da
lipoperoxidacdo nas branquias de N. granulata. Como os experimentos foram sempre
realizados no mesmo horario este fator foi minimizado.

Nas branquias dos animais controles as concentracbes de Hsps 70 e 90 foram
semelhantes nas branquias anteriores. Ja nas branquias posteriores do grupo controle, a
concentracdo de Hsp 90 foi significativamente maior que aquela da Hsp70. Geralmente nos
tecidos, os valores basais de Hsp 90 sado superiores aqueles de Hsp 70 (Kiang & Tsokos,
1998). Evidéncias demonstram que as Hsp também protegem as células, tecidos e 6rgaos da

hipoxia e isquemia-reperfusao. O N. granulata, apesar de apresentar um sistema respiratério
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inviavel a respiracao aérea (Santos e cols., 1987), é capaz de suportar longos periodos fora da
agua, sendo considerado tipicamente semiterrestre (Marne-Gazon e cols., 1974). Durante esses
periodos de incursdo ao meio terrestre, o N. granulata diminui 0 consumo de oxigénio, aumenta
os niveis de lactato circulante e reduz a mobilidade, caracterizando a hip6xia (Santos e cols.,
1987; Maciel e cols., 2008). A maior concentracao de Hsp 70 nas branquias anteriores seria
uma estratégia de protecao celular as alteracées da concentracdo de O, ambiental. Durante o
estresse osmotico (hipo ou hiperosmético) as concentracoes das Hsps 90 e 70 ndo se alteram
nas branquias anteriores, esses achados, pela funcao respiratéria desse 6rgao. Embora, esta
resposta explique, em parte, a hipétese de Feder e Hofmann (1999) que niveis mais elevados
de Hsp 70 tornariam a célula mais resistente ao estresse. Ratos transgénicos, que super-
expressam Hsp 70, apresentam resisténcia aos efeitos adversos da isquemia ou do calor
(Kiang e Tsokos, 1998).

Contrariamente, o choque hiposmético induz em branquias posteriores de N. granulata
aumento em cerca de 47% na concentracdo da Hsp 70. Estudo realizado por Frenkel e cols.
(2008), em N. granulata, mostrou aumento significativo da expressao da Hsp 70 no sistema
nervoso, apds a exposicao ao calor e a privacao de agua.

O aumento na expressao das Hsps é um bom marcador de mudancas na atividade
metabdlica celular. Este resultado reforca a hipétese que na primeira hora de aclimatagéo ao
estresse osmotico ocorre estresse oxidativo e reducdo do gasto de ATP via diminuicao da
atividade da bomba Na*, K'-ATPase neste tecido. Desta forma, o0 aumento da concentracdo da
Hsp 70 seria um dos mecanismos de protecdo celular face ao estresse oxidativo gerado pelo
choque osmdético em 6rgdo que estd em intimo contato com o meio externo, sofrendo
diretamente com as varia¢des de salinidade. Diversos estudos tém demonstrado a importancia

fisioldgica e ecoldgica da expressao da Hsp 70 em resposta as alteracdes ambientais, tanto em
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vertebrados como em invertebrados (Feder e Hofmann, 1999; Chang, 205; Colson-Proch e
cols., 2010).

Em condicbes de estresse salino, o tecido muscular e o hepatopancreatico de N.
granulata também participam do processo de aclimatacdo as diferentes salinidades, ativando
ou inibindo vias metabdlicas que regulam a concentracao de aminoacidos intracelulares, como
por exemplo, a gliconeogénese, a oxidagdo de aminoacidos e a lipogénese a partir de
aminodcidos (Schein e cols., 2004; 2005; Martins e cols., 2010).

No presente trabalho pode-se constatar que a concentracdo de peréxido hidrogénio no
hepatopancreas dos animais do grupo controle é significativamente maior que aquelas
verificadas no musculo e nas branquias. Esta elevada concentracdo pode ser explicada, em
parte, pela funcdo metabdlica deste tecido. A geragdao das EAOs ocorre principalmente durante
o processo de oxidacdo bioldgica, dentre os quais pode-se destacar a respiracdo celular
acoplada a fosforilagao oxidativa, para a formacao de ATP na mitocondria. Apesar deste tecido
apresentar os maiores valores de atividade da CAT, a relacdo GSSG/GHS é muito baixa,
quando comparada aos outros tecidos estudados. Este tecido provavelmente apresenta baixa
atividade da enzima superéxido dismutase (SOD).

Pigeolet (1990) descreveu uma inibicao das atividades das enzimas antioxidantes (SOD,
CAT e glutationa peroxidase) quando submetidas a altos indices de substancias préoxidantes,
podendo levar a um processo autocatalitico com a producado de Eaos, tendo como efeito a
longo prazo a morte celular.

O musculo do caranguejo N. granulata do grupo controle apresenta menor concentracao
de peréxido de hidrogénio que o hepatopancreas e, a atividade da CAT e a relagcao
GSSG/GHS sao semelhantes aquelas verificadas nas branquias, sugerindo que neste tecido

ocorra equilibrio entre os fatores pro-oxidantes e os antioxidantes.
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No periodo estudado de aclimatacao as diferentes salinidades do meio, ocorreu uma
reducao marcante da concentragdo de peréxido de hidrogénio (provavelmente por redugdo na
atividade da SOD) no hepatopancreas e no musculo, acompanhada também por uma
diminuicdo da atividade da CAT e uma reduzida relagdo GSSG/GHS. Estes resultados
caracterizam um desequilibrio entre os pré-oxidantes e os antioxidantes em favor dos pré-
oxidantes, que levaria ao estresse oxidativo e dano celular. Assim, a depressdao metabdlica
parece ser uma das estratégias utilizada pelo N. granulata para impedir a formacao de EAOs.
Esta hipétese é reforcada pela reducdo marcante da atividade da bomba Na*, K*-ATPase no
hepatopancreas e no musculo, o que segundo Storey e Storey (2004) seria uma estratégia
para reduzir a utilizacdo de ATP e a lipoperoxidagdao. Em N. granulata, a exposi¢cao por 8 h ao
ambiente an6xico aumentou marcadamente a lipoperoxidacdo no hepatopancreas (De Oliveira,
2005).

Ap6s 6 horas de estresse osmoético os valores de perdoxido de hidrogénio ainda sao
bastante reduzidos nos dois tecidos, contudo, no musculo e no hepatopancreas ocorreu um
aumento da relagdo da GSSG/GHS e da atividade da CAT no musculo. Entretanto, os valores
de peroxido de hidrogénio na agua do aquario estdo marcadamente elevados apds 6 horas de
estresse osmoético, explicando parcialmente o0s niveis reduzidos de peréxido no
hepatopancreas e no musculo ao final do periodo experimental.

No presente estudo nao foi verificada alteracdo na concentracdo das Hsps 90 e 70 no
tecido hepatopancreatico durante a aclimatagcdo as diferentes salinidades do meio. Estes
resultados sugerem que a hipbtese de depressao metabdlica, como estratégia de protecao
contra danos celulares, seria a mais adequada para explicar a resposta do tecido
hepatopancreatico nas primeiras horas de choque osmaético. Quando submetidos ao estresse

osmdtico, os caranguejos nao se alimentam e diminuem drasticamente a atividade motora nas
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primeiras horas de aclimatacdo. Spees e cols. (2002) também verificaram que o estresse
hiposmatico ndo alterou a expressado da Hsp no hepatopancreas da lagosta H. americanus. No
hepatopancreas desta lagosta o aumento da Hsp 90 ocorreu apds 2 horas de choque térmico e
6 horas de recuperacao (Spees e cols., 2002).

No musculo do N. granulata, a concentracdo de Hsp 70 é 38% maior que aquela de Hsp
90 em todos os grupos experimentais. Contudo, ndo ocorreu alteracao significativa destas
concentragcdes quando os animais foram submetidos ao estresse osmotico. Chang (2005)
constatou um aumento significativo das Hsps 70 e 90 no musculo de lagosta. A lagosta em seu
habitat ndo esta exposta as variagdes de salinidade testadas por Chang (2005), levando o
animal a situacao altamente estressante e de injuria celular. No nosso experimento utilizamos
concentracdes salinas mais proximas daquelas encontradas no habitat do N. granulata.
Provavelmente espécies que apresentam maiores niveis de expressao Hsp 70 estao
submetidas, naturalmente, a condigdes ambientais mais variaveis, o que pode torna-las mais
resistentes ao estresse (Feder e Hofmann, 1999).

Ao final deste trabalho pode-se concluir que o caranguejo N. granulata, no periodo inicial
de aclimatacédo as alteracoes de salinidade, possui respostas coordenadas de seus sistemas
de defesas antioxidantes como estratégias para minimizar ou evitar os danos do choque
osmético. Os resultados também demonstraram que o sistema antioxidante do animal pode ser
modulado durante o estresse oxidativo, contudo, a capacidade de modulacdo nao é
padronizada, sendo tecido-especifica. Outra estratégia utilizada por este caranguejo em
resposta ao estresse osmotico curto € uma diminuicdo da atividade da bomba Na*, K*-ATPase
reduzindo o consumo celular de ATP.

A Hsp 70 aumenta somente nas branquias posteriores, confirmando a afirmacao de

Chang (2005), que os tecidos nao respondem uniformemente a um determinado estresse. No
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caso do estresse osmoético cabe as branquias posteriores uma resposta protetora devido a

funcao de principal érgéao regulador nos crustaceos.
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Abstract

This study determines the effect of in vivo hyperosmotic stress and
hyposmotic on oxidative balance in Neohelice granulata. Experimental times were
determined as 1 h and 6 h based on assessment of posterior and anterior gill dry
weight. Significant differences were found in H,O, concentration after exposure to
both types of stress in both tissues. Lower H,O, levels were observed after both
exposure times, while glutathione levels decreased after 1-h stress in gills and after
6-h stress exposure in posterior and anterior gills submitted to the hyperosmotic
stress, showing similar levels as the control group. The results indicate that the
decrease in peroxide levels after 6 h of stress occurs due the increase in glutathione
levels and that the cause of the decrease in peroxide levels after 1 h seems to be
related with the decrease in Na'/K'*ATPase activity and, consequently, in
metabolism. The animals showed an interesting strategy to minimize the damage
caused by both hyposmotic and by hyperosmotic shock. Metabolism in these crabs

seems to decrease within 1 h of stress.

Keywords: Hyperosmotic stress, Hyposmotic stress, Gills, Antioxidant system
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Introduction

According to the literature, the anterior gills of euryhaline crabs are in charge of
gas exchange, while the posterior gills perform adjustments required for osmoregulation,
among other functions (Gilles and Delpire, 1997; Siebers et al., 1983; Genovese et al.,
2000; Luquet et al., 2002). In the environment, anterior and posterior gills are both in direct
contact with water of varying salinity levels inside the branchial chambers. In Eriocheir
sinensis and Carcinus maenas acclimated to seawater dilutions, the gills showed a
significant increase in oxygen consumption and in the activity of cytochrome C oxidase
(Welcomme and Devos 1988).

Oxidative stress occurs when antioxidant defenses are overcome by pro-oxidant
forces. As a result, some oxidative damage may appear like lipid peroxidation, DNA strand
breaks and covalent binding to protein and nucleic acid, for example (Zhang et al., 2004;
Hermes-Lima et al., 2001; Ferreira et al., 2003). Alterations in abiotic environmental
factors like temperature, salinity and dissolved oxygen may cause oxidative stress, leading
to the generation of reactive oxygen stress and alterations in antioxidant or free oxygen
radicals scavenging enzyme systems in aquatic organisms (Livingstone, 2001, 2003).

According to Belli et al. (2009), several studies have found a close link between
hyper-regulation and Na"K"-ATPase activity in gills, which decreases when crustaceans are
acclimated to different salinities (Péqueux, 1995; Lucu and Towle, 2003; Leone et al.,
2005; Freire et al., 2008). Kirschner (2004) and Belli et al. (2009) described a central role
for the gill Na"K"ATPase as an apical Na'/H" exchanger and a Na*/K*/2Cl- co-transporter
that apparently mediates Na® flux into the gill cells of weak hyper-regulators, while an
apical V-H"ATPase and Na* channels may prevail in strong hyper-regulators. The basally

located Na'K*ATPase then exports 3Na* from cytosol to the hemolymph, concomitantly
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importing 2K™ at the expense of ATP hydrolysis.

The environmental variations in salinity require metabolic adjustments in organisms
in order to control the transference of water and ions between the individuals and their
medium (Kirschner, 1991; 2004; Pinoni and Mananes, 2009). The study of the role of heat
shock proteins (Hsps) in stress physiology has shown that all species have the genes coding
for Hsps, although the expression pattern of these genes varies with the stress level of the
environment, and the expression of Hsp, especially Hsp 70, has been used as a marker of
stress (Yenary et al., 1999). It has been hypothesized that species with higher expression of
stress proteins are subject, as could be expected, to more variable environmental conditions,
which may make them more resistant to stress (Feder and Hofmann, 1999). Thus, estuarine
animals or animals that spend part of their life cycle in estuaries could be more resistant due
to higher levels of expression of stress proteins. Moreover, the ability to increase cellular
levels of Hsp70 in response to heat shock was impaired in shellfish collected in areas of
low salinity (Werner, 2004). Thus, if Hsp70 is to be used as an indicator of stress, more
knowledge about the influence of natural environmental factors like temperature and
salinity on the expression of this protein is required.

According to Gilles and Delpire (1997), euryhaline crustaceans utilize two basic
mechanisms to deal with osmotic stress: (a) anisosmotic regulation of the extracellular
fluid, which controls the osmolality of the hemolymph independently of the osmolality of
the external medium; and (b) isosmotic regulation of the intracellular fluid, with two stages
of control of cell volume. The first stage is responsible for the immediate responses that
occur as a consequence of cell-volume changes caused by osmotic shock, and involves the
plasticity of the plasma membrane. The second stage is related to the events of influx and

efflux of the osmotic effectors, either organic or inorganic (Gilles and Delpire, 1997). In
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crustaceans, free amino acids are considered important osmotic (organic) effectors;
additionally, in some euryhaline species intracellular concentration of these free amino
acids is 10 times higher than that observed in mammals (Gilles and Delpire, 1997).
Neohelice granulata Dana, 1851, is a euryhaline crab that inhabits the mid- and
supralittoral zones of estuaries along the southern Brazilian coast. The species presents
hypo-osmotic hemolymph when exposed to concentrated media, and hyperosmotic
hemolymph in diluted media, with an isosmotic point in external media between 28.5 and
30%. in winter and summer, respectively (Bianchini et al., 2008). In its habitat, this crab is
exposed to a large number of environmental challenges such as changes in temperature,
photoperiodicity, environmental oxygen partial pressur, food availability and composition,
and salinity according to each season of the year. Therefore, our study was designed to
address the following question: would antioxidant defenses as well as the reduction in
metabolic activity and the recruitment of hsp 70 and 90 the strategies N. granulata uses to
respond to variation in salinity in the medium and that allow the species to inhabit

estuaries?

Materials and methods

Animals

Male N. granulata crabs weighing from 14 to 17 g in stage C of the intermolt
cycle as defined by the morphological criteria described by Drach and Tchernigovtzeff
(1967), were collected in Lagoa Tramandai, a lagoon in the state of Rio Grande do Sul,

Brazil.
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Experimental procedure

Crabs were maintained in a large tank containing fresh running water at a salinity of
20x, temperature of 25°C, and natural photoperiod for 15 days before being used in the
experiments. The animals were fed raw meat ad libitum once a day (50 g per 25 crabs) in
late afternoon. After the acclimation period, 15 crabs were maintained in a 20x salinity
medium (control group). The other animals (30 crabs in each experimental group) were
transferred to aquaria with salinity of 34x or Ox (distilled water), where they remained for 1
h and 6 h. The hemolymph osmolality in control and after 1 h hypo- or hyperosmotic stress
were 631, 569 and 590 mOsm/kg, respectively. The hemolymph osmolality os the cras that
remained for 6 h under hypo- or hyperosmotic stresse were de 657 and 743 mOsm/kg,
respectively. The anterior and posterior gills were obtained from crabs anesthetized by

chilling on ice for 5 min, whereupon tissues were immediately removed for analysis.

Preparation of homogenates for protein and catalase

Homogenization was conducted in high-performance disperser (Ultra-Turrax T25
Basic, Ika Labortechnik) with phosphate buffer (KCI 140 mM, phosphate 20 mM, pH 7.4)
(9 mL/g of tissue) for 40 s in ice. The homogenates were centrifuged for 10 min at 3000
rpm (Sorvall 5B-Rotor SM 24, Du Pont Instruments, EUA) at 4 °C. The supernatants were

removed and stored at -80°C upon use in enzyme assays (Llesuy et al., 1985).

Protein measurements
The protein concentration was measured according to the method developed by
Lowry et al. (1951) using bovine serum albumin (1 mg/mL) as standard. The results were

expressed as mg/mL.
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Catalase activity
Catalase (CAT) activity was determined by measuring the exponential
disappearance of H,O, at 240 nm, and was expressed as pmoles per milligram of protein

(Boveris and Chance, 1973).

Determination of oxidized and reduced glutathione concentration

To determine oxidized and reduced glutathione concentration, tissue was
deproteinized with 2 mol/L perchloric acid and centrifuged for 10 min at 1000 x g. The
supernatant was neutralized with 2 mol/LL potassium hydroxide. The reaction medium
contained 100 mmol/L phosphate buffer (pH 7.2), 2 mmol/L nicotinamide dinucleotide
phosphate acid, 0.2 U/mL glutathione reductase, 70 umol/L 5,5" dithiobis (2-nitrobenzoic
acid). To determine reduced glutathione, the supernatant was neutralized with 2 mol/L
potassium hydroxide, to react with 70 pumol/L 5,5" dithiobis (2-nitro benzoic acid), and read

at 420 nm (Akerboom and Sies, 1981).

Hydrogen peroxide formation

The method used is based on oxidation of phenol red by H,O, mediated by
horseradish peroxidase, resulting in a product that absorbs at 610 nm. The branchial tissues
were incubated for 60 min in 10 mM phosphate buffer (NaCl 140 mmol/L and dextrose 5
mmol/L). The supernatant was collected and added to the buffer solution red
phenol 0.28 mmol/L and horseradish peroxidase 8.5 U/mL. After a 10-min interval, NaOH
1 mol/L. was added and the measurement performed at 610 nm. The results were expressed

as nmol of H,O, per mg protein (Pick and Keisari, 1980).
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To determine the amount of H,0, in water, five animals were placed in each
aquarium per experimental group as a 1 animal: 1L of distilled water ratio in tanks with
constant aeration, temperature of 25+1° C and natural photoperiod. Exposure times of the
control group and two groups exposed to hypo-osmotic or hyperosmotic stress were the
same as described above. At the end of each experimental period samples were taken to
quantify the levels of hydrogen peroxide. The results were expressed as nmol of H,O, per

mL of water.

Na*/K*ATPase activity

The membrane was extracted from each tissue, according to Barnes et al. (1993).
The tissue was homogenized (10% W/V) in cold Tris buffer (40 mM) and
phenylmethylsulfonyl fluoride (1 mM; Sigma, St. Louis, MO, USA) with pH adjusted to
7.40. The homogenate was centrifuged at 10,000 g at 4 °C, and the supernatant was
collected and centrifuged at 40,000 g (4 °C). The pellet was resuspended in the same buffer
and centrifuged again at 40,000 g (4 °C). This last supernatant was then used as the source
of Na'/K*ATPase. Na'/K'ATPase activity was measured according to the method
described by Dutra et al. (2008). Incubation medium A contained ATP (5 mM; from
Sigma), NaCl (60 mM), KCI (10 mM) and MgCl (40 mM), with pH adjusted to 7.40. In the
incubation medium B, KCI was replaced by ouabain (1 mM; Sigma). Aliquots of
homogenate were incubated at 30 °C in media A and B, for 30 min, with 10 mg of protein.
The enzyme reaction was stopped by adding 10% trichloroacetic acid. The inorganic
phosphorus released was determined in a spectrophotometer at 630 nm using the method of

Chan and Swaminathan (1986). Any difference in phosphorus concentration between
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medium A and B was attributed to Na*/K*ATPase activity. All determinations were made

at least in quadruplicate. Results are expressed in pmol of the Pi.mg protein™ '.min™'.

Extraction and Quantification of Proteins for Western Blot

For protein extraction, both tissues (300 mg) were homogenized with OmniMixer ®
for 30 s with a lysis buffer (Tris (10 mM), EDTA (100 mM), PMSF (200 mM), NaF (200
mM), Na,P,07 (10 mM) Na3;VO4 (2 mM) and Triton X-100 (10%)) with pH adjusted to
7.40, then the material was centrifuged at 1000 g for 10 min at 4°C. The supernatant was
transferred to a new tube, and an aliquot of approximately 15 (/L. was used for the
measurement of total protein (in triplicate) according to the colorimetric method developed
by Bradford (1976). After this measurement, the material was stored at -20° C for

subsequent analysis of protein expression by Western blot.

Western blot analysis of Hsp 70 and 90

For separation of proteins, we used SDS-PAGE (polyacrylamide in gel
electrophoresis with sodium dodecyl sulfate) with a concentration of 10% polyacrylamide.
Approximately 50 pg of protein extracted from the samples was incubated with Laemmli
solution (glycerol (50%), SDS (10%), Tris (65 mm), bromophenol blue (0.1%) and 2-f3-
mercaptoethanol (0.05 %)) at 95°C for 3 min (Laemmli, 1970), and added to each well of
the gel. Electrophoresis was performed in a medium containing buffer prepared with
glycine (192 mM), Tris (25 mM) and SDS (0.1%) at pH 8.3. The proteins migrated along
the gel at 120 V for approximately 3 h and 30 min. The race of the proteins was monitored
by bromophenol blue present in the sample buffer. The equipment used was a mini-

PROTEAN ® 3 Cell Electophoresis (BioRad, USA). After electrophoresis, polyacrylamide
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gels were removed from the glass plates and placed in the electrotransference module in
contact with nitrocellulose (NC) covered with transfer buffer (glycine (192 mM), Tris
(25mM) SDS (0.1%) and methanol (20%) at pH 8.3). The transfer was performed in the
Trans-Blot SD system - Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (BioRad, USA) for 1 h at
an operating voltage of 25 V.

NC membranes containing the proteins were then incubated for 1 h in blocking
solution containing NaCl (150 mM), Tris (50 mM), Tween 20 (0.05%), pH 7.4, plus milk
powder (5 %). This solution saturates nonspecific binding sites on NC membrane.

After blocking, NC membranes were incubated for 16 h at 4°C under constant
stirring, with specific antibodies diluted in TTBS (catalog number H5147: Monoclonal
Anti-Heat Shock Protein 70 antibody produced in mouse - clone BRM- 22, ascites fluid
(Sigma Aldrich) and catalog number H1775: Monoclonal Anti-Heat Shock Protein 90
antibody produced in mouse - clone AC-16, ascites fluid (Sigma Aldrich)). After
incubation, the membranes were washed with TTBS (1%) (3 10-min washes) and then
incubated with second antibody (catalog number A9044: Anti-Mouse IgG (whole
molecule) - peroxidase antibody produced in rabbit - IgG fraction of antiserum, buffered
aqueous solution (Sigma Aldrich)) powder for 2 h at room temperature. After this, the
membranes were washed with TBS (three 10-min washes). Finally, the membranes were
incubated with chemiluminescence solution for 1 min in a darkroom. The reaction was
performed in a chemiluminescence detection system based on luminescence substrates
(luminol and p-coumaric acid).

After incubation with the solution chemiluminescence, NC membranes were
placed in contact with photographic film (GE Healthcare ® / HypperfilmTM Amersham

ECL), from 10 s to 3 min. After revelation, the film was analyzed by optical densitometry
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of the bands, measured by an image processing (ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech,
USA). The optical density obtained for the bands of Hsp70 and Hsp90 were corrected by
protein densitometry of the strongest band (at the time of 70 kD) in the membranes of NC,
which were stained with Ponceau (Technical Comassie blue), with results being expressed

as arbitrary units (AU).

Statistical analysis

The results were expressed as mean + standard error. All the metabolic parameters
were homogeneous (Levene test), and were normally distributed (Kolmogorov—Smirnov
test). For statistical analysis of the different treatments, a one-way ANOVA test was used,
followed by a Bonferroni test. For comparisons between different osmotic stress and times,
a two-way ANOVA was used. The significance level adopted was 5%. All the tests were
conducted in the program Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 11.5) for

Windows.

Results
The levels of H,O, formed in the anterior gills of crabs exposed to hyposmotic or
hyperosmotic stress for 1 h were similar to the levels observed in the control. However, in
anterior gills from animals exposed to both stress for 6 h the H,O, levels were lower
(p<0.05) than those of control (Fig. 1).
H,0; levels formed in the posterior gills of N. granulata exposed to hyposmotic
stress for 1 h or 6 h were two times lower (p<0.05) than those of control. In posterior gills
of animals exposed to 1 and 6 h hyperosmotic stress the H,O, levels were three and two

times, respectively, lower (p<0.05) than those of the control (Fig.2).
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H,O; levels quantified in water after 1 or 6 h of hyposmotic stress and 1 h of
hyperosmotic stress was lower (p<0.05) than in the control. After 6 h of hyperosmotic
stress, the H>O; levels were twice as high (p<0.05) as those of the control group (Fig 3).

The levels of catalase activity in the anterior gills of crabs exposed to hypo-osmotic
stress for 1 h were as high (p<0.05) as in the control, while in those gills exposed to 6 h of
stress H,O; levels were three times (p<0.05) higher. In turn, in the anterior gills of animals
exposed to 1-h hyperosmotic stress the levels of catalase activity were two times (p<0.05)
higher than in the control, while in animals exposed to 6 h of stress values were five
(p<0.05) times higher than in the control. The levels of catalase activity were 1.8 times
lower after exposure for 1 h in comparison to exposure for 6 h (Fig. 4).

The levels of catalase activity in posterior gills of N. granulata exposed to
hyposmotic stress for 1 h were similar to those of control, while in the gills of animals
those exposed to 6 h of stress catalase levels were three (p<0.05) times higher; the same
pattern was found in the posterior gills of animals exposed to hyperosmotic stress. The
levels of catalase activity were 2.5 times higher in gills exposed to 1-h stress as compared
to the gills exposed to 6-h stress (Fig. 5).

The oxidized:reduced glutathione ratio in the anterior gills of crabs exposed to
hyposmotic stress for 1 h were 18 times (p<0>05) smaller than those of the control, while
in the gills exposed to 6 h of stress ratios were 13 times (p<0.05) higher. The
oxidized:reduced glutathione ratio in anterior gills exposed to hypo-osmotic stress for 1-h
was 123 times (p<0.05) lower than in gills exposed to 6-h stress. In turn, in the anterior
gills of animals exposed to 1-h hyperosmotic stress the ratio of oxidized to reduced
glutathione was 17 times (p<0.05) lower than in the control, while in animals exposed to 6

h of stress concentrations were similar to those of control. The oxidized:reduced
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glutathione ratio was 17 times higher in samples exposed to 1-h stress as compared to those
exposed to 6-h stress. There were significant differences between the two stresses (Fig. 6).

The oxidized:reduced glutathione ratio in the posterior gills of crabs exposed to
hyposmotic stress for 1 h was 10 (p<0.05) times smaller than those of the control, while in
posterior gills exposed to 6 h of stress the ratios were 3.6 (p<0.05) times greater.

The oxidized:reduced glutathione ratio measured in posterior gills from crabs
exposed to hyperosmotic stress for 1-h was 29 times 9p<0.05) lower than in samples
exposed to 6-h stress. In turn, in the gills from animals exposed to 1-h hyperosmotic stress,
oxidized:reduced glutathione ratio was 16 times lower than that of the control, while in
animals exposed to 6 h of stress concentrations were similar to those of control. Significant
differences were observed between hypo- and hyperosmotic stress (Fig. 7).

The levels of Na+/K+ATPase activity in the anterior gills of crabs exposed to
hypo-osmotic stress for 1 h or 6 h were 2.5 9p<0.05) times lower than those of the control.
In the anterior gills of animals exposed to 1-h hyperosmotic stress, the Na'/K*ATPase
activity was 2 times (p<0.05) lower than in the control. Similarly, in the animals exposed to
6 h of hyperosmotic stress a decrease of 30% (p<0.05) in Na'/K*ATPase activity was
observed in relation to the control. The levels of enzyme activity observed after 6-h stress
exposure were the twice as high as the activity found in specimens exposed to stress for 1 h.
Significant differences were observed between the two kinds of stress (Fig. 8).

Comparing the Na*/K*ATPase activity between the anterior and posterior gills in
control group the enzyme activity was significant higher in posterior gills (Fig. 8 and 9).

Na*/K*ATPase activity in posterior gills of N. granulata exposed to hyposmotic
stress for 1 h and 6 h were 4 and 3 (p<0.05) times lower than those of the control,

respectively. The same pattern was observed in the posterior gills of animals exposed to
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hyperosmotic stress. No significant difference was observed between the two kinds of
stress (Fig. 9).

The amount of Hsp70 or Hsp 90 formed in the anterior gills of crabs exposed to
hyposmotic or hyperosmotic stress for 6 h was similar to those quantified in the control
group (Fig. 10). The concentration of Hsps 70 and 90 was similar in anterior gills.

In the posterior gills the levels of Hsp 70 were significantly higher after exposure
to hypo-osmotic stress, when compared with the control group. As for posterior gills
exposed to hyperosmotic stress, there was no such difference in Hsp 70 levels. Hsp 90
levels quantified in posterior gills did not differ between the groups that underwent osmotic

stress and control group (Fig. 11).

Discussion

The present study shows that in the first hour of exposure to hyposmotic or
hyperosmiotic stress the production of H,O, remains constant in anterior gills of N.
granulata. However, H,0, levels go through a marked decrease after 6-h exposure to
osmotic stress. In posterior gills, H,O, levels decreased already in the first hour of exposure
to osmotic stress and remained low upon the end of the experimental period. The decrease
in oxidized:reduced glutathione ratio in anterior and posterior gills after 1-h exposure to
osmotic stress suggest the occurrence of oxidative stress in these tissues. The increase in
CAT activity and probably in reductase glutathione in anterior and posterior gills
throughout the exposure to osmotic stress could explain the drop in H,O, levels and the
increase in the oxidized:reduced glutathione ratio observed after 6-h exposure to stress.
This increase in oxidized:reduced glutathione ratio reflects the termination of the

peroxidation process observed at the end of the experimental period. Oppositely, a decrease
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in CAT activity was observed in the gills of the crab S. serrata in a study that analyzed
anterior and posterior gills without distinction, when animals were acclimated to 35 ppt
salinity for 21 days (Paital and Chainy, 2010). However, the authors observed a marked
increase in glutathione reductase activity in that crab (Paital and Chainy, 2010).

In N. granulata, the anterior gills are equipped with respiratory epithelium and do
not undergo significant structural changes when faced with variations in salinity in the
medium (Luquet et al., 2002; Genovese et al., 2004; Freire et al., 2008). Studies have
demonstrated that N. granulata increases oxygen consumption in response to the metabolic
adjustments required during acclimation to different salinity levels (Bianchini et al., 2008).
Therefore, the metabolic activity of this tissue would increase concomitantly with the
greater need for oxygen transport, though these results were observed for N. granulata
exposed to long osmotic stress periods (24 — 168 h) (Bianchini et al., 2008). The three pairs
of posterior gills exhibited osmoregulatory activity and, depending on the salinity in the
medium in which the animal lives, the NaCl transport process may be promoted (if in a
hyposmotic medium) or inhibited (if in an hyperosmotic medium) (Castilhos et al., 2001;
Bianchini et al., 2008; Freire et al., 2008). The literature reports that Na*/K*ATPase activity
increases in anterior and posterior gills of N. granulata acclimated to low salinity for long
periods (Castilho et al., 2001; Freire et al., 2008). However, when these crabs were exposed
to hyperosmotic stress for long periods, Na'/K*ATPase activity decreased significantly
(Castilho et al., 2001; Bianchini et al., 2008).

In a study on N. granulata exposed to anoxia for 8 h, a significant increase in CAT
and glutathione-S-transferase (GST) has been observed (De Oliveira et al., 2005). The
authors suggest that the increased activity of these enzymes during anoxia is part of a

strategy to prepare the animal to face oxidative stress so as to protect the tissues from a
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likely damage during the reoxygenation period in post-anoxia recovery (De Oliveira et al.,
2005). Similarly, an increase in CAT activity was also observed in gills of Paralomis
granulosa after 3 and 6 h of exposure to atmospheric air (Romero et al., 2007). The same
preparatory mechanism for the oxidative stress was observed inland snails (Hermes-Lima et
al., 1998; Ramos-Vasconcelos et al., 2005). In the present study, a similar situation
apparently takes place during anoxia in anterior and posterior gills of N. granulata after
short periods of exposure to osmotic stress. In these tissues, the activity of the
Na*/K*ATPase pump is markedly reduced when the crabs were exposed to 1- or 6-h
hyposmotic or hyperosmotic stress. In invertebrates, it has been proved that the decrease in
Na*/K*ATPase pump activity is a strategy adopted to reduce the expenditure of ATP
(Nilsson, 2001). Nevertheless, since Na*/K*ATPase in the basal membrane is considered as
a source of energy in the process of Na® transport in the apical membrane, other
transporters may also be important in terms of controlling ion transportation during short
periods, as suggested by Lucu and Towle (2003). Therefore, the reduced pace of processes
that consume energy, the increase in antioxidant defenses mediated by CAT, and the
recycling of oxidized glutathione into reduced glutathione via glutathione reductase (which
increases the oxidized:reduced glutathione ratio) afforded the tissues of anterior and
posterior gills to utilize metabolic strategies to mobilize energy sources during the
acclimation to osmotic stress, towards the end of exposure times. These strategies include
the mobilization of lipids as a source of energy to be used in the osmoregulatory efforts
made by N. granulata (Luvizotto-Santos et al., 2003; Chitt6 et al., 2009). Several studies on
N. granulata have shown the impact caused by osmotic stress on expression and activity of
important enzymes involved in intermediary metabolism during long acclimation periods

(between 24 and 144 h), in media with different salinity levels (Schein et al., 2004; Schein
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et al., 2005; Martins et al., 2010).

In spite of the functional and structural difference between posterior and anterior
gills, no statistically significant differences were observed in production of H,O,, in CAT
activity or in the oxidized:reduced glutathione ratio between the tissues collected from
crabs exposed to the same experimental conditions (controls). H,O, levels in gills were 10
and 6 times smaller than the values observed for hepatopancreas and muscle, respectively.
This finding suggests that gills have a more efficient antioxidant system in comparison to
the other tissues studied.

The dosage of hydrogen peroxide into water from aquariums in the control group
and after 1 and 6 hours of hyper-or hyposmotic stress, demonstrated the ability of the N.
granulata to eliminate this compound into the water. In fish, hydrogen peroxide, as a
molecule that spreads easily, can be eliminated by diffusion through the gills (Wilhelm-
Filho et al., 1994). After an hour of osmotic stress there is a marked decrease in the values
of hydrogen peroxide into water aquariums in both groups coinciding with the reduction of
hydrogen peroxide found in the posterior gills. However, within 6 hours of hyperosmotic
stress there has been a marked increase of hydrogen peroxide in the aquarium water of
animals subjected to hyperosmotic stress, explaining the low levels of this compound in the
gills.

Maciel et al. (2004) demonstrated a daily variation in antioxidant defenses and
lipoperoxidation in N. granulata gills. In the present study the experiments were always
conducted at the same time, to minimize the influence of this aspect.

Levels of Hsp 70 and 90 were similar in anterior gills of control animals. In turn,
Hsp 90 levels were significantly higher than Hsp 70 levels in posterior gills of the control

group. As a rule, baseline Hsp 90 values are higher than Hsp 70 values in tissues (Kiang
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and Tsokos, 1998). Evidence shows that Hsps also protect cells, tissues and organs against
hypoxia and ischemia-reperfusion. Although N. granulata respiratory system does not
stand aerial respiration (Santos et al., 1987), this crab species is able to survive long periods
out of water and is therefore typically considered a semi-terrestrial organism (Maie-Gazon
et al., 1974). During these terrestrial excursions, N. granulata reduces oxygen consumption,
increases circulating lactate levels and slows down mobility, which characterizes a state of
hypoxia (Santos et al., 1987; Maciel et al., 2008). Higher Hsp 70 levels in anterior gills
would therefore be part of a strategy to protect cells from changes in O, concentrations in
the environment. During hyposmotic as well as hyperosmotic stress, levels of Hsp 70 and
90 did not vary in anterior gills. This response could partly explain the hypothesis put
forward by Feder and Hofmann (1999), which assumes that high Hsp 70 levels make the
cell more resistant to stress. Genetically modified rats, which overexpress Hsp 70, are more
resistant to the adverse effects of ischemia or heat (Kiang and Tsokos, 1998).

Oppositely, hyposmotic shock induces an increase of 47% in Hsp 70 levels in
posterior gills of N. granulata. Frenkel et al. (2008) demonstrated a significant increase in
Hsp 70 levels in the nervous system of N. granulata after exposure to heat and no access to
water.

The increase in Hsps expression is a good marker of changes in cell metabolism.
This result lends more robustness to the hypothesis that the decrease in activity of
Na'/K*ATPase pump is responsible for oxidative stress and for a reduction in ATP
consumption in that tissue, during the first acclimation hour. Thus, the increase in Hsp 70
levels could be seen as one of the cell protection mechanisms against oxidative stress
caused by osmotic stress in an organ that is extensively exposed to the outer medium and

that as a consequence is subject to changes in salinity levels. Several papers have



155

demonstrated the physiological and ecological importance of Hsp 70 and 90 expression in
response to changes in the environment (Feder and Hofmann, 1999).

The results obtained in the present study afford to conclude that N. granulata
presents coordinated antioxidant responses as a defense strategy to minimize or avoid
damage caused by osmotic stress during the initial period of acclimation to changes in
salinity levels. Also, it was possible to observe that the animal antioxidant system may be
modulated during exposure to oxidative stress, though this modulation ability is tissue-
specific and not uniform for the whole organism. Yet another strategy N. granulta adopts
against osmotic stress is the decrease in Na*/K*ATPase pump activity, which reduces ATP
consumption. Hsp was shown to increase only in posterior gills, confirming the findings by
Chang (2005), who observed that tissues do not respond equally to a determined kind of
stress. As far as osmotic stress is concerned, posterior gills are in charge of offering a

protective response, since these are the main regulator organ in crustaceans.
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Figure captions:

Figure 1: H,O, levels formed in anterior gills of Neohelice granulata in control group and
hyposmotic (A) or hyperosmotic (B) stress by 1 or 6 hours. *p<0.05 significative difference in relation of
control group (n=3-5). The test used was ANOVA one-way between experimental times and ANOVA
two-way for comparing stress type, following by Tukey post-hoc.

Figure 2: H;0, levels formed in posterior gills of Neohelice granulata in control group and
hyposmotic (A) or hyperosmotic (B) stress by 1 or 6 hours. *p<0.05 significative difference in relation of
control group (n=3-5). The test used was ANOVA one-way between experimental times and ANOVA
two-way for comparing stress type, following by Tukey post-hoc.

Figure 3: H,0; levels in aquarium water of control group and hyposmotic (A) or hyperosmotic (B)
stress by 1 or 6 hours. *p<0.05 significative difference in relation of control group. a p<0.05 significative
difference in relation of 1 hour stress (n=3). The test used was Student t test.

Figure 4: Catalase activity in anterior gills of Neohelice granulata in control group and hyposmotic
(A) or hyperosmotic (B) stress by 1 or 6 hours. *p<0.05 significative difference in relation of control
group (n=3-5). The test used was ANOVA one-way between experimental times and ANOVA two-way
for comparing stress type, following by Tukey post-hoc.

Figure 5: Catalase activity in posterior gills of Neohelice granulata in control group and
hyposmotic (A) or hyperosmotic (B) stress by 1 or 6 hours. *p<0.05 significative difference in relation of
control group (n=3-5). The test used was ANOVA one-way between experimental times and ANOVA
two-way for comparing stress type, following by Tukey post-hoc.

Figure 6: Ratio of Oxidized and Reduced Glutathione in anterior gills of Neohelice granulata in
control group and hyposmotic (A) or hyperosmotic (B) stress by 1 or 6 hours. *p<0.05 significative
difference in relation of control group (n=3-5). The test used was ANOVA one-way between

experimental times and ANOV A two-way for comparing stress type, following by Tukey post-hoc.
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Figure 7: Ratio of Oxidized and Reduced Glutathione in posterior gills of Neohelice granulata in
control group and hyposmotic (A) or hyperosmotic (B) stress by 1 or 6 hours. *p<0.05 significative
difference in relation of control group (n=3-5). The test used was ANOVA one-way between
experimental times and ANOVA two-way for comparing stress type, following by Tukey post-hoc.

Figure 8: Na”’K*ATPase activity in anterior gills of Neohelice granulata in control group and
hyposmotic (A) or hyperosmotic (B) stress by 1 or 6 hours. *p<0.05 significative difference in relation of
control group (n=3-5). The test used was ANOVA one-way between experimental times and ANOVA
two-way for comparing stress type, following by Tukey post-hoc.

Figure 9: Na”K*ATPase activity in posterior gills of Neohelice granulata in control group and
hyposmotic (A) or hyperosmotic (B) stress by 1 or 6 hours. *p<0.05 significative difference in relation of
control group (n=3-5). The test used was ANOVA one-way between experimental times and ANOVA
two-way for comparing stress type, following by Tukey post-hoc.

Figure 10: Hsps 70 and 90 expression in anterior gills of Neohelice granulata in control group and
hyposmotic (A) or hyperosmotic (B) stress by 6 hours (A — film with representative bands of Hsp 70
expression and ponceau of the same groups: control (c), hyposmotic (ho) or hyperosmotic (he). B -
Graphic representation) (n=3). *p<0.05 significative difference in relation of control group (n=3-5). The
test used was Student t test.

Figure 11: Hsps 70 and 90 expression in posterior gills of Neohelice granulata in control group and
hyposmotic (A) or hyperosmotic (B) stress by 6 hours (A — film with representative bands of Hsp 70
expression and ponceau of the same groups: control (c), hyposmotic (ho) or hyperosmotic (he). B -
Graphic representation) (n=3). *p<0.05 significative difference in relation of control group. a p<0,05

significative difference in relation to Hsp 70. The test used was Student t test.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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