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RESUMO

Acidificagdo ocednica, processo resultante das emissdes de gas carbonico (CO,) na
atmosfera pelas atividades de natureza antropica, vem causando nas ultimas décadas uma
modificagao no equilibrio quimico do sistema bicarbonato/carbonato e consequentemente
uma diminui¢do do pH dos oceanos. Estimativas apontam que esta diminui¢cdo pode ser de
0,7 unidades até ano de 2300, o que pode afetar o crescimento, reproducdo e até mesmo a
sobrevivéncia das espécies. Nesse sentido, sao necessarios estudos que avaliem o impacto
da acidificagdo oceanica ao nivel fisioldgico e molecular nas diferentes espécies marinhas.
O siri Callinectes danae ¢ um importante recurso ecologico e econdmico da Regido da
Baixada Santista e habitante de diferentes faixas de salinidade. O presente estudo avaliou os
efeitos da acidificagdo oceanica no siri C. danae sobre um conjunto de parametros
fisiologicos (consumo de oxigénio, excre¢do de amonia, razdo O:N, indice hepatossomatico
e capacidade osmo-e ionorregulatéria da hemolinfa), e a expressio génica da Na'/K'-
ATPase, enzima importante no processo de osmorregulagdo e equilibrio &cido base. Os
animais foram mantidos em diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40) e nos pHs 8,0
(controle) e 7,3 (acidificado) por um periodo de trés e trinta dias. Foi observado aumento
no consumo de oxigénio nas salinidades 25 (3 dias), 20 e 40 (30 dias) provavelmente
devido a uma maior necessidade energética para a manuten¢do de sistemas relacionado a
regulagdo acido-base. Também foi observada depressdo metabolica na salinidade de 30
(30dias). A excrecao de amonia sofreu reducdo nas salinidades 30 (3 dias), 25, 30 e 35 (30
dias) possivelmente devido a competi¢io entre os transportadores Na'/H™ ¢ Na'/NH',4. O
indice hepatossomatico teve aumento nas salinidades de 30 (3 dias) e 40 (30 dias) devido a
uma possivel necessidade acumulo de reservas em situacdes estressantes. O substrato
energético e o padrdo osmorregulatorio permaneceram inalterados em todos os tratamentos.
Ja a concentracdo de Cl" e Na' foram reduzidas nas salinidades de 25 e 35 (30dias),
provavelmente devido a alguma alteragdo nos seus transportadores. Molecularmente, foi
observada uma regulacio da expressdo da Na'/K" ATPase, com diminui¢io nas salinidades
de 35 e 40 (3 dias), e posterior aumento no periodo de 30 dias. O trabalho foi o primeiro a
avaliar os parametros fisioldgicos € moleculares de C.danae em diferentes salinidades. Os

animais que permaneceram por mais tempo sobre a exposicao de alta pCO, sdao mais



afetados negativamente do que os animais que foram expostos em 3 dias. As alteracdes
observadas podem indicar que apesar de C. danae ser um animal eurialino e habitar
diferentes ambientes, a acidificacdo oceanica pode alterar seus padrdes fisioldgicos e
moleculares, tirando os organismos de sua homeostase, tendo consequéncias no
crescimento, no desenvolvimento e na distribuicao da espécie.

Palavras Chave: Sinergia, Variacdo da salinidade, crusticeos, mudancas climaticas,
osmorregulagao

1. Introducao

A acidificacdo oceanica, resultado do aumento da concentracdo do didxido de
carbono (CO;) na atmosfera terrestre, possivelmente devido as agdes antropicas, como
queima de combustiveis fosseis e florestas agricolas, foi intensificada a partir do inicio da
Revolugdo Industrial, passando de 280 ppm antes da revolucao para 400 ppm atualmente
(Seibel and Walsh, 2003; Widdicombe and Spicer, 2008; IPCC 2013 e 2014; Le Quéré et
al., 2016). Aproximadamente um ter¢co das emissdes de carbono € absorvido passivamente
pelos oceanos, representando um dos principais reservatorios deste elemento. Caso essa
absor¢do oceanica nao ocorresse a concentragao de didxido de carbono da atmosfera seria
55% maior (Sabine et al., 2004). O CO, se difunde na superficie oceanica produzindo
prétons (H) e ions bicarbonato (HCO3'), que em concentragdes elevadas podem causar
uma queda no pH da agua (Widdicombe and Spicer, 2008; Doney et al., 2009).

Estimativas futuras sugerem o pH da superficie da dgua pode ser reduzido de 0,1 a
0,4 unidade antes de 2100 e 0,7 unidade até 2300, podendo atingir niveis até 1900 ppm de
didxido de carbono. Tais reducdes sdo 100 vezes mais rapidas do que as descritas nos
ultimos milénios (Caldeira and Wickett, 2005; IPCC, 2013; Hoegh- Guldberg et. al. 2016).

Segundo dados do Painel Intergovernamental de Mudancgas Climéticas (IPCC, 2013
e 2014), a acidificacdo oceénica é considerada uma das alteracBes ambientais mais
relevantes, porque a alteracdo da quimica da &gua do mar e dos ciclos biogeoquimicos de
muitos elementos e compostos podem provocar efeitos adversos na estrutura e
funcionalidade da biodiversidade e dos ecossistemas marinhos e na biologia dos animais
interferindo direta ou indiretamente na sobrevivéncia, crescimento, desenvolvimento e
reproducdo das espécies (Fabry et al., 2008; Doney et al., 2009; Hutchins et al., 2009;
Kroeker et al., 2010; Wittmann et al., 2013; Knapp et al., 2015; Sui et al., 2016). Contudo,
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os efeitos da acidificacdo oceanica sdo dificeis de serem previstos, devido a complexidade
dos sistemas bioldgicos, com variacdes de respostas entre diferentes habitats, populaces,
espécies e até mesmo entre individuos das mesmas espécies e a diversidade de processos
que podem ser afetados (Pane and Barry, 2007; Fabry et al.,2008; Pistevos et al., 2011,
Carter et al., 2013; Cooper et al., 2016).

Alteracbes no pH podem comprometer equilibrio &cido-base, osmorregulagéo,
excrecdo, taxa de ingestdo, balanco energético e outros mecanismos fisioldgicos (Portner et
al., 2004; Orr et al., 2005; Spicer et al., 2007; Munday et al., 2009; Dixson et al., 2010;
Findlay et al., 2010). Embora os trabalhos sobre o a acidificacdo oceanica tenham
aumentado, os efeitos ainda sdo conhecidos em poucas espécies marinhas, com apenas
alguns estudos em diferentes taxons, populagdes e espécies (Pane and Barry 2007; Kroeker
etal., 2010; Lewis et al., 2013; Kroeker et al., 2013; Cripps et al., 2014 ).

Respostas fisiologicas dos animais marinhos frente a alteracoes de pH

As alteracdes ambientais seriam a principal causa de ruptura do meio intracelular,
tecidual e das func¢des dos 6rgdos se ndo fosse atuacdo dos sistemas de controle fisioldgicos
que sdo modulados para a manutencdo das condicGes relativamente estaveis do meio
interno dos animais. A evolugéo desses sistemas de manutencdo da homeostasia, fenémeno
que ocorre quase que universalmente em todos os seres vivos, parece ser o fator primordial
para a invasdo e sobrevivéncia em ambientes hostis aos processos vitais. Os sistemas
fisioldgicos funcionam de maneira integrada e mantém o meio interno razoavelmente
constante sob condi¢es ideais de pH, temperatura, salinidade, oxigénio, etc (Randall et al.,
2000). Assim, alguns organismos que sdo acostumados a flutuagGes naturais de diversas
variaveis podem anular ou diminuir os efeitos causados pela acidificacdo oceénica (Seibel,
2003; Thomsen and Melzner, 2010; Lewis et al., 2013). No copépoda Pseudocalanus
acuspes, por exemplo, a acidificacdo ocednica ndo causou nenhuma modificagdo no
processo natatério (Almén et al., 2017). Em outra espécie de copépoda Tigriopus japonicus
mori a exposi¢do ao pH reduzido, também ndo causou alteragdes quando avaliados a taxa

de alimentacdo e na expressao de proteinas de choque térmico (Li et al., 2015). Larvas de



bacalhau Gadus morhua submetidas a acidificacdo oceénica nao apresentaram diferencas
na velocidade de natacdo (Maneja et al., 2012).

Entretanto, niveis suboOtimos variaveis ambientais podem romper as reacGes
quimicas basicas e causar alteracdes das funcgdes fisiologicas. O pH e a temperatura
adequados, por exemplo, sdo essenciais para 0 funcionamento celular (Putnam and Roos,
1997; Pan et al., 2007). A diminui¢do do pH da agua do mar pode afetar os organismos por
meio do aumento do CO, e/ou da reducgéo do pH (Wood et al., 2008). Por exemplo, em uma
espeécie de krill do Pacifico, Euphausia pacifica, a exposicao a alta pCO; apos 24 h ou 21
dias levou a uma diminuicdo da taxa metabdlica e a reducdo do crescimento (Cooper et al.,
2016). Um estudo sobre a interacdo presa/predador feito com molusco Mya arenaria e com
siri Callinectes sapidus também demonstrou um efeito negativo do aumento da pCO, ja
qgue ambas as espécies diminuiram sua capacidade de defesa e caca respectivamente
(Galspie et al., 2017). Dissanayake and Ishimatsu (2011) verificaram que no camardo
Metapenaeus joyneri a hipercapnia causa reducdo da capacidade osmorregulatoria,
atividade natatoria e metabolismo, e consequentemente, elevada taxa de mortalidade.
Holman et al., (2004) e Burggren et al., (2005) observaram que a sinergia entre hipdxia e
hipercapnia no siri C. sapidus e no camardo Litopenaeus vannamei reduz a eficiéncia do
sistema imunolégico. No caranguejo aranha Hyas araneus mudancas do pH extracelular
provocam alteracdes de genes que estdo relacionados ao metabolismo e a regulacdo acido-
base (Harms et al., 2014).

As diferengas de respostas entre os grupos acabam tornando algumas espécies mais
resilientes que outras, dando a essas uma maior capacidade de adaptagao. Espécies com alta
capacidade natatéria e mecanismos de controle de pH intracelular e extracelular
provavelmente sofrerdo menos impactos com as alteragdes ambientais (Kroeker et al.,
2010; Carter et al., 2013).

Adicionalmente, a acidificacdo dos oceanos também pode estar acompanhada de
mudangas climaticas e/ou alteracdes locais, como a polui¢do, o que torna imprescindivel o
estudo de multiplos fatores e habitats, pois 0s mesmos interferem diretamente nas respostas
bioldgicas, podendo agravar ou reduzir os efeitos de apenas uma variavel (Reynaud et al.,
2003; Findlay et al. 2008; Munday et al. 2009).



Com os exemplos citados anteriormente, podemos perceber que ha uma
complexidade no ambiente e nos organismos, fazendo com que as respostas desencadeadas
pelas as alteraces ambientais possam ser diferentes. Assim, sdo necessarios estudos em
diversas espécies, para uma avaliacdo mais completa e que permita responder a diversas

lacunas a respeito dos impactos das mudancas globais sobre a vida e 0 ambiente marinho.

Controle fisiol6gico em crustaceos

Dentre os mecanismos fisiologicos e moleculares que podem ser investigados
quanto ao efeito da acidificagdo oceanica, a capacidade osmorregulatoria e os seus
transportadores ganham um notavel destaque, pois ddo uma dimensdo de como os
organismos estdo sendo afetados, uma vez que estdo diretamente associados a distribuicao
das espécies na natureza.

A osmorregulagdo permite que os organismos consigam controlar o teor de dgua e
osmolitos intra ¢ extracelular, mantendo relativamente estavel a concentracao osmoética dos
seus fluidos (Pequeux, 1995). A regulacdo osmotica e i6nica ocorre por meio de mudancas
na permeabilidade da superficie do corpo a ions e agua e por mecanismos de absor¢do
(meio hiposmoético) ou secrecdo de sal (meio hiperosmoético) que se localizam
principalmente no epitélio branquial (Mantel and Farmer, 1983; McNamara and Torres,
1999; Freire et al., 2008; McNamara and Farias 2012). Os crustaceos apresentam diversos
tipos de padrdes osmorregulatorios. Podem ser desde estenoalinos, os quais suportam uma
pequena variagdo na salinidade do meio externo, até eurialinos, os quais suportam uma
ampla variacao de salinidade (Pequeux, 1995; Randall et al., 2000). Também podem ser
desde osmoconformadores, os quais mantém a osmolalidade da sua hemolinfa proxima a do
meio em que estdo inseridos, até osmorreguladores, mantendo a osmolalidade da sua
hemolinfa relativamente estavel independentemente das variagdes do meio externo
(Randall et al., 2000).

A regulag@o osmotica e idnica ¢ formada por dois processos principais: a Regulacao
Isosmdtica Intracelular, responsavel pela manutencdo do volume e composicdo do meio
intracelular e a Regulagdo Anisosmotica Extracelular, responsavel pela manutencdo da

osmolalidade e da composi¢do da hemolinfa (Augusto et al., 2007; Faria et al., 2011;



Lignot and Charmantier, 2015). A Regulagao Anisosmotica Extracelular ocorre através de
mudangas na permeabilidade das superficies do corpo a ions e agua, ¢ por mecanismos de
absorc¢ao (meio hiposmotico) ou secrecao de sal (meio hiperosmético) que se localizam nos
epitélios de interface entre o organismo ¢ o meio externo (Mantel and Farmer, 1983,
McNamara and Torres, 1999). Quanto maior a eficiéncia da Regulacdo Anisosmotica
Extracelular, menor serd a variagdo da osmolalidade da hemolinfa e, maior a prote¢do das
células e dos tecidos a variagdo no seu volume (Freire et al., 2008).

Alguns autores conseguiram identificar proteinas relacionadas diretamente em
orgdos osmorregulatérios como as branquias os processos osmorregulatorios, devido as
alteracdes nas expressoes e/ou atividades das mesmas, em animais submetidos a mudangas
de salinidades (Saez et al., 2009; Belli et al., 2009). Adicionalmente, as branquias dos
crustaceos sdo 6rgaos multifuncionais envolvidos com a osmorregulagdo, controle do pH,
excrecdo nitrogenada e respiracdo e a alteragdo de uma dessas fungdes pode reverberar
sobre as demais. Além disso, foi verificado em algumas espécies como caranguejo
Eriocheir sinensis, Pachygrapsus marmoratus, que as branquias anteriores sao utilizadas
para o processo de respiragdo, enquanto as posteriores sdo mais utilizadas no processo de
osmorregulagdo (Barra et al., 1983; Pierrot et al., 1995; Lin et al., 2004).

Os mecanismos da Regulacdo Anisosmotica Extracelular sdo intermediados pela

atividade de enzimas como Na'/K " ATPase e anidrase carbonica (Figuras 1A e 1B).
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Figura 1. A: meio hiperosmético (secregdo de sal), mecanismos de Regulagdo Anisosmotica
Extracelular em meio hiperosmotico. A entrada de NaCl nas células ocorre através da
membrana basolateral. O co-transporte de Na'/K'/2CI" é energizado pela gradiente de
concentragio de Na+ gerado pela Na'/K" ATPase basolateral. Figural B: meio hiposmético
(absor¢do de sal), mecanismo de absor¢do de NaCl. Mecanismo de Regulagdo
Anisosmoética Extracelular em meio hiposmoético. Regulagio da atividade da Na'/K'
ATPase. Os substratos celulares para estes trocadores sao fornecidos através de hidratagao
do CO; catalisada pela anidrase carbonica (Modificadas de Freire, et al., 2008).

O papel da Na'/K' ATPase na osmorregulacio e equilibrio acido base

A regulagdao da osmolalidade da hemolinfa nas branquias ¢ intermediada pela
atividade da Na'/K ATPase que é responsavel pelo transporte de ions de Na" do citoplasma
das células epiteliais para a hemolinfa e dos ions de K da hemolinfa, para o citoplasma
celular (Towle and Weihrauch, 2001). A Na'/K ATPase, ou bomba de sédio ¢ uma proteina
integral de membrana que utiliza a energia proveniente da hidrdlise do fosfato terminal da
molécula de ATP para transportar trés Na' para o meio extracelular e dois K para o meio
intracelular (Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003). A Na'/K'ATPase esta localizada nas

membranas basolaterais das células e ¢ responsavel por criar um gradiente eletroquimico



utilizado por transportadores ativos secundarios (como Na'/H" e Na'/K'/ 2CI’) e canais
anionicos (Na', K™ e CI') (Cameron, 1978; Henry et al., 2012). A Figura 2 mostra que a
absor¢do de sais no epitélio branquial pode ocorrer também em epitélios responsaveis pela
regulagao acido-base do fluido extracelular (Freire et al., 2008). Enquanto a Figura 2A
mostra uma célula secretora de acido que aumenta sua atividade diante de uma acidose
extracelular, a Figura 2B mostra uma célula secretora de base diante de alcalose. Portanto,
alteracdes no funcionamento dessas células podem alterar também o transporte de sais.
Essa enzima ¢ altamente induzida por mudangas tanto de salinidade quanto de pH nas
branquias de crustdceos decdpodes (Luquet et al., 2005; Wang et al., 2012; Han et al.,
2015). O aumento na atividade da Na'/K ATPase ¢ atribuido a um aumento na subunidade
do mRNA, de proteinas ou de ambos (Lin, et al., 2006).

No siri C. danae a enzima Na'/K ATPase das branquias posteriores foi a primeira a
ser descrita com dois lugares distintos de hidrolise de ATP, sendo estimulada pelos ions
NH;" e K™ (Massui et al., 2002), uma vez que as brinquias sio 6rgios multifuncionais e sdo
responsaveis pelos processos de osmorregulagdo e excrecao em crustaceos (Pequeux, 1995;

Weihrauch et al., 1999).
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Figura 2. Modelo hipotético de regulacdo acido-base em epitélio branquial (Modificada de
Freire et al. 2008).

As alteragdes no equilibrio acido-base possuem efeitos metabolicos e fisiologicos
variados, a incapacidade de compensacao desses disturbios de pH pode gerar em depressao
metabolica, interrupcdo do funcionamento enzimatico e alteracdes da expressdo génica
(Seibel, 2003; Portner et al., 2005 ). No caranguejo aranha Hyas araneus exposto a
redu¢do do pH ocorrer alteragdes de genes relacionados ao metabolismo e a regulagdo
4cido-base (Harms et al., 2014). Estudos mostram que a atividade da Na'/K ATPase pode
aumentar em camardes e teledsteos submetidos a mudancas ambientais (Morgan and
Iwama 1998; Imsland, et al., 2003). Em Uca tangeri, submetida a salinidades extremas
observou-se um aumento na atividade da Na'/K"ATPase nas branquias posteriores (Drews,
1983).

Os exemplos citados anteriormente mostram que osmorregulacdo e a manutencao da

homeostase acido-base podem estar diretamente associadas (Whiteley et al., 2001). Assim,

11



alteracdes nas enzimas envolvidas na regulacdo acido-base, devido a variagdo do pH
ambiental podem provocar mudangas nos transportadores de ions tendo diversas

consequéncias fisiologicas nos organismos (Stillman,et al., 2015).

O siri Callinectes danae

Os crustaceos sdo amplamente distribuidos e apresentam uma série de adaptagdes
ao meio ambiente que lhes permitem o seu estabelecimento em diferentes habitats. De
acordo com Taissoun (1973) as espécies da familia portunidae além de um importante
recurso pesqueiro, também sao bons indicadores bioldgicos. Dentre as principais espécies
desta familia, encontramos o siri C. danae. Sua distribuicdo ocorre por todo Oceano
Atlantico da Flérida, EUA, até a costa sul do Brasil (Melo 1996; Guerin and Stickle, 1997;
Chacur and Negreiros-Fransozo, 2001). No litoral brasileiro ¢ a segunda espécie mais
abundante na regido sul, sendo a primeira no litoral catarinense (Medeiros, 1982; Pita,
1985; Morerira, 1988), e a mais consumida na culinaria da regido nordeste (Calado and
Souza, 2003). Geralmente costumam ser coletados junto a fauna acompanhante de muitas
pescarias, como as de barcos camaroeiros, porém a captura pelas comunidades caigaras de
baixa renda, também sao frequentes, para subsisténcia e /ou consumo (Severino-Rodrigues
et al., 2001; Branco and Fracasso, 2004). Além de sua importancia socioecondmica, C.
danae também possui um grande valor ecoldgico dentro dos ecossistemas litoraneos,
atuando como limpador e predador e recurso alimentar para outros organismos aquaticos e
terrestres (Mantelatto, 1995). C. danae ¢ um crustaceo eurialino e um nadador ativo, sendo
encontrado em ambientes de aguas salobras, estuarios e areas de mar aberto com cerca de
80 m de profundidade (Melo, 1996). Essa tolerancia a variacdes de salinidade pelo siri C.
danae estdo diretamente relacionadas ao seu ciclo de vida. Em geral as larvas do género
Callinectes se desenvolvem em ambiente de mar aberto, depois iniciam a migracdo para a
regido estuarina. Apds o decorrer do desenvolvimento os juvenis € os machos adultos
permanecem na regido interior do estuario, as fémeas que atingem o estagio da muda da
puberdade sdo fecundadas pelo macho, o acasalamento ocorre no interior dos estudrios, as
fémeas adultas inclusive as ovigeras migram para aguas mais salinas no estuario e em mar

aberto, essas areas com maiores profundidades e salinidades sdo essenciais no
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desenvolvimento embrionario e larval (Costa and Negreiros-Fransozo, 1998; Barreto et al.,

2006).

Segundo alguns autores (Sastry, 1983; Bauer and Lin,, 1994), as alteragdes
ambientais relacionadas a luminosidade, salinidade e temperatura possuem forte influencia
sobre os mecanismos fisiologicos de C. danae. Mota et al., (2017 )também observaram uma
sinergia entre pH reduzido e variagdes de salinidade sobre o metabolismo e o padrdo
osmorregulatério por um periodo de 3 dias. Nesse contexto e com as atuais mudangas no
cenario global, principalmente nas regides costeiras, compreender as mudancas fisiologicas
e moleculares em organismos como C. danae frente a esses impactos pode ser essencial
para a criacdo de novas politicas de publicas de conservagdo de espécies e ate mesmo
ecossistemas, principalmente quando se trata de espécies com valores s6cios econdmicos €

ecoldgicos.

2. Objetivos
O presente trabalho avaliou os efeitos da acidificacdo oceanica sobre um conjunto
de respostas fisiologicas (consumo de oxigénio, excre¢do de amodnio, substrato energético
oxidado (O: N), indice hepatossomadtico, capacidade osmo- e ionorregulatéria) e a
expressdo génica do transportador de membrana Na'/K ATPase no siri C. danae exposto a
diferentes pHs (8,0 e 7,3) e salinidades (20, 25, 30, 35 e 40) durante os periodos de 3 e 30

dias.

3. Materiais e métodos

3.1 Coletas dos Animais

Callinectes danae foi coletado na regido de estuario da Praia Grande — SP (-
23.986662 -46.403142), utilizando armadilhas. Foram coletados apenas animais que ja
tivessem atingido a maturacdo sexual, ou seja, animais maiores de 86,47 mm (Marochi et
al., 2013). As variaveis da dgua do local de coleta como salinidade, pH e temperatura foram
verificadas, respectivamente, com refratdbmetro, pHmetro e termémetro. Os animais foram
transportados para o Laboratorio de Fisiologia de Animais Aquaticos da UNESP/IB/CLP
em Sdo Vicente, Brasil, em caixas contendo 4gua do local de coleta com aeracdo constante.
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No laboratério os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno
contendo agua do mar (30S e pH 8,0) e mantidos nessas condi¢des durante quatro dias
antes de se iniciar os experimentos. Durante esse periodo foram alimentados diariamente
com filé de peixe.

Tabela 1. Massa (gramas) dos siris C. danae coletados na regido da Praia Grande, SP-Brasil

no periodo de dezembro 2016/ novembro 2017. Dados apresentados como Média + EPM.

3 dias 30 dias
%0 pH 8,0 pH 7,3 pH 8,0 pH 7,3
20 69,10 £ 4,14 84,00 £ 8,11 63,98 £ 7,76 55,22 £ 9,03
25 49,51 + 6,34 50,30 £ 10,87 69,24 £10,86 50,99 + 6,98
30 53,00 +11,43 4540+ 7,55 52,44 + 6,76 50,35+ 3,72
35 47,96 + 5,35 74,85 £ 9,92 58,42 £ 5,62 41,20 + 5,00
40 48,13 + 7,90 60,07 £ 11,43 57,10+ 15,83 44,88 + 8,76

Né&o foi encontrada diferenca significativa entre as massas dos animais.
3.2 Exposicao dos Animais a Diferentes pHs e Salinidades

Apds o periodo de aclimatagcdo, os animais foram transferidos para caixas de
polipropileno contendo agua de 20, 25, 30, 35 ou 40 de salinidade em condi¢do de normo-
(pH 8,0) ou hipercapnia (pH 7,3) por trés ou 30 dias. Os animais foram mantidos em
aquarios individuais e utilizaram-se sete animais para cada condi¢do experimental. A
temperatura da agua foi mantida em 24°C. O pH reduzido foi obtido através do
borbulhamento constante de CO, na 4agua, utilizando-se um cilindro equipado com
manometro e difusor (Dissanayake and Ishimatsu, 2011; Haye et al., 2012). O pH foi
medido com o auxilio de um pHmetro (Qualxtron, modelo Qx1500 plus) quatro vezes ao
dia. Para manter a qualidade da 4gua era trocada 50% do volume do aquarios a cada dois
dias. As salinidades de 20, 25 e 30 foram obtidas por meio da dilui¢do da agua do mar com
agua doce desclorificada. A salinidade de 40 foi obtida apds congelamento da dgua do mar
e recolhida as primeiras porgdes durante o descongelamento. Os fatores abidticos
temperatura e salinidade foram verificados diariamente. Os parametros fisico-quimicos da
agua e a variacdo associada, para cada tratamento, sdo apresentados no Anexo I. Amostras

diarias de 4agua foram coletadas para determinar a alcalinidade total (AT) determinada por
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titulacao (Gran, 1950). A alcalinidade total média, a salinidade, a temperatura e o pH foram
introduzidas no software CO,SYS para calcular a pressdo parcial de CO;, (pCO,) e os
estados de saturagdo de calcita (2 Cal) e aragonita (Q2 Ag) para cada tratamento. As

constantes de dissocia¢do do carbonato K1 e K2 foram retiradas de Dickson and Millero

(1987) e KSO4 de Dickson (1990).

3.3 Avaliacao dos Parametros Fisiologicos
Apbds o periodo de exposicdo, os animais foram retirados das caixas de
polipropileno para a avalia¢do do consumo de oxigénio, excrecdo de amonio, razdo atbmica

O: N, indice hepatossomatico, osmolalidade e concentracdo de CI” e Na* da hemolinfa.

3.3.1Consumo de Oxigénio

O consumo de oxigénio e a excre¢do de amonio foram medidos de acordo com
Augusto and Masui (2014), sendo expressos como massa seca especifica (ng. Mg™'massa
seca. h™). Os animais foram colocados individualmente em camaras respirométricas
fechadas contendo agua de salinidade, pH e temperatura idénticos aos dos aquarios de onde
os animais foram retirados. Os animais ficaram mantidos nessas camaras respirométricas
por 30 minutos sob aeracdo visando a reducdo do estresse causado pela manipulacdo. Apos
esse periodo, a aeracdo foi retirada e a concentracdo de oxigénio na agua medida com o
auxilio de um oximetro (monitor e probe YSI, Modelos 53 e 5905, respectivamente). Apos
60 minutos a concentracdo de oxigénio na camara foi aferida novamente. Camaras
controles sem animais dentro foram mantidas nas mesmas condigdes experimentais.
Variagdes na concentracdo do oxigénio foram calculadas pela diferenca entre os valores
obtidos no inicio e no final do experimento (apds 60 minutos). A taxa respirométrica foi
avaliada de acordo com a formula abaixo (Winddows and Johnson, 1988):

TR = {[(Co — Cf). V/AT] — f}/MS

Onde, TR: taxa respirométrica (ug O2/mg MS/h); Co: concentracédo inicial de oxigénio na
camara (ml O, /I); Cf: concentracao final de oxigénio na camara (ml O, /l); V: volume da
camara respirométrica (L); AT: duracdo do experimento (h); f: alteragdo na concentragdo de

oxigénio nas camaras controles; MS: massa seca do animal (mg).
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3.3.2 Excrecédo de Amonio

A excrecdo de amonio foi determinada por colorimetria (Koroleff 1976), em
amostras de agua obtidas das cdmaras respirometricas no final dos experimentos para
avaliacdo do consumo de oxigénio. Camaras controles sem animais dentro foram mantidas
nas mesmas condi¢cdes experimentais. Os dados séo apresentados como a soma da aménia

n&o ionizavel (NHa3) e ionizavel (NH,).

3.3.3 Substrato energético oxidado

O substrato energético oxidado foi calculado por meio da razdo O: N, relacéo
atdmica entre o oxigénio consumo e o amonio excretado. A relacdo O: N indica o tipo de
substrato energético que o animal estd predominantemente consumindo. Taxas abaixo de 7
indicam o uso de proteinas, entre 7 e 24 estdo relacionadas ao uso de carboidratos e acima

de 24 indicam o uso predominante de oxidacao de lipidios (Mayzaud and Conover, 1988).

3.3.4 Avaliacdo do Indice Hepatossomatico

O hepatopancreas de cada animal foi dissecado, pesado e mantido em estufa a 60°C
durante 48 horas, sendo pesado novamente apds esse periodo. O restante do corpo de cada
animal também foi pesado e seco. O indice hepatossomatico foi calculado de acordo com a

formula: indice Hepatossomatico = (Peso seco do 6rgéo/Peso seco do animal) X 100.

3.3.5 Obtencao da hemolinfa e avaliagdo da osmolalidade e concentragéo de Na* e CI".
Apos o periodo de exposi¢do os animais foram eutanasiados por congelamento.
Foram retirados cerca de 20 pl de hemolinfa da regido do ultimo peredpodo, utilizando-se
uma seringa de insulina e agulha #25-8. As amostras foram armazenadas em um freezer (-
20°C) para posterior andlise da osmolalidade e das concentragdes de Na™ e CI. A
osmolalidade da hemolinfa foi medida em amostras de 10 ul em um micro-osmémetro de
pressdo a vapor (Wescor, Modelo 5500) na Universidade de Sdo Paulo — USP, campus de
Ribeirdo Preto. Os resultados sdo apresentados em mOsm/Kg dgua. As concentragdes de
cloreto e de sddio dos animais expostos a diferentes pHs e salinidades por 30 dias, foram

medidas em 2,5 pL de hemolinfa diluida em SmL de 4gua deionizada, utilizado o método
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fotométrico de determinagao de cloreto na dgua, empregando nitrato férrico e tiocianato de
mercurio (Zall et. al, 1956). As leituras foram feitas em microplaca Versa Max ¢ a

concentragdo de sodio foi medida por emissdo espectrofotométrica.

3.4 Anélise da expressdo génica do transportador de membrana Na'/K* ATPase

3.4.1 Extracdo de RNA total do epitélio branquial

As branquias posteriores (6° par) foram removidas rapidamente, colocadas em
Trizol (Trizol®Products Life Technologies) e congeladas em um ultrafreezer (-80° C) para
posterior analise. Todas as amostras foram homogeneizadas e 0 RNA total foi extraido
usando o reagente Trizol (Trizol®Products Life Technologies). Apos a extracdo de RNA
todas as amostras foram purificadas e tratadas com DNAse usando Rneasy Mini Kit

(Qiagen). A integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%.

3.4.2 Quantificacdo da concentracdo de RNA total e Transcrigcdo reversa

A concentracdo do RNA total foi estimada através de espectrofotometria a 260 nm e
280 nm com o auxilio de um nanodrop. A pureza do RNA foi considerada adequada
quando a relacdo 260/280 nm atingiu valores entre 1,8 — 2,0. As amostras que néo
atingiram o grau de pureza adequado foram descartadas. Os cDNAs de cada amostra foram
sintetizados a partir do 1 ug do RNA total tratado com Dnase, por incubagdo com 200
unidades de transcriptase reversa Superscript Il (Invitrogen) e 0,8 mmol L-1 de primers
oligo(dT)12-18 (Invitrogen) a 37°C por 120 minutos.

3.43qgRT-PCR

As curvas padrdo dos primers foram feitas para determinar a eficiéncia da
amplificacdo dos genes alvos (Na'/K'ATPase) e de referéncias (RPL10, beta actina e
arginina quinase). A Tabela 2 apresenta as sequéncias dos primers utilizados neste estudo.
PCR quantitativo foi realizado usando o sistema de deteccdo de sequéncia Prism 7900
(Applied Biosystems) com 100 nM de primer e 20 ng de cDNA. A expressao de mRNA
alvos foi normalizada pela expressdo de gene de referéncia e expressas como valores

relativos utilizando o método (2DDCt) de acordo com as instrucdes do fabricante.
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Tabela 2: Sequéncias de primers utilizados para os experimentos de PCR em tempo real para

avaliacdo da expressdo dos genes estudados

Gene Primer Sequéncia Amplicon Referéncia
ou numero de
acesso
Na+, K+-ATPase NakK_Co Fw 5'GGCATCAGCATCAAAAGGATY Leone, et al
139 2015
Na+, K+-ATPase NaK_Co_RV 5'TTGGGATGAGGAGATGAAGGS'
RPL10 RPL10O_Co_FW 5 CAAGGACCAGTTCCATGTCCS Leone, et al
150 2015
RPL10 RPL10_Co_RV 5 ATTTGAACCCTGGCTACCGS
Betaactina Beta actina Fw 5 TCTCACACACTGTCCCCATCTACS AAY 85815
. . 114 C.sapidus
Beta actina BetaactinaRVY 5'CTCGCTCGGTCAGGATTIT 3
Arginina Quinase Arg_quinase FW 5" TCCAAGGTTTCCTCCACCCT 3 AF233355
118 C.sapidus

Arginina quinase

Arg_quinase RV

5'TGAAGAGGAAGTGCGTCGTCG 3

3.5 Andlises Estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia de dois fatores (ANOVA) para as
avaliacdes dos efeitos fisioldgicos e ao teste T-Student para verificacdo das alteracdes de
expressao genica. Em seguidas, os dados foram submetidos ao teste de médias multiplas de
Student-Newman- Keuls (SNK) para localizar as médias estatisticamente diferentes. As
analises foram feitas apOs averiguar as condicdes de normalidade de distribuicdo e
igualdade de variancia usando o programa Sigma Stat 2.0 e empregando um nivel minimo
de significancia de P = 0,05. Para a construgdo das figuras foram utilizado os programas

GraphPad Prism e Excell.

4. Resultados
4.1 Consumo de Oxigénio

Em pH controle o consumo de oxigénio ¢ maior na salinidade controle (30S), mas
somente em trés dias de exposi¢do. Apds 30 dias tal efeito desaparece (Figura 3). Quando
comparamos os animais expostos ao pH 8,0 com o acidificado, notamos que hd um

aumento de 158% no consumo de oxigénio em 25S, posteriormente em 30 dias as
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alteracdes se estendem as salinidade de 20 e 40 com aumento de 66 e 57% respectivamente

e para a salinidade de 30 com redugdo de 50% no consumo de oxigénio
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Figura 3: Consumo de oxigénio em siri Callinectes danae expostos as condi¢des de
normocapnia (pH 8,0) e hipercapnia (pH 7,3),em diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40)
durante (3 e 30 dias) (Média =+ EPM, N = 7). Letras maiusculas diferentes indicam
diferencas estatisticas significantes entre os animais mantidos no mesmo pH; letras
minusculas indicam diferengas estatisticas significantes entre os animais mantidos na

mesma salinidade (P < 0,05).
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4.2 Excrecao de Aménio

Callinectes danae apresentou diferencas significativas na excrecdo de amonio
quando comparados as salinidades e os pHs nos periodos analisados (figura 4).

Em pH controle a excrecdo de amoénio a salinidade 30 foi a que sofreu maior
excre¢ao de amonio (0,16) em relagdo as demais salinidades no periodo de 3 dias. Apos a
exposicdo a 30 dias, os animais mantidos em 30 e 35S apresentaram maior excrecao em
relacdo aqueles mantidos em salinidades reduzidas. Enquanto que em 3 dias a exposic¢ao ao
pH reduzido diminuiu 60% a excre¢do de amonio apenas na salinidade controle (30S), a
exposicao a 30 dias causou maiores variagoes : aumento de 128% em 20 S e redugdes de

67,45 e 54% nas salinidades de25, 30 e 35 respectivamente.
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Figura 4: Excrecdo de amoénia no siri Callinectes danae expostos as condi¢des de
normocapnia (pH 8,0) e hipercapnia( pH 7,3), a diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40)
durante 3 e 30 dias (Média + EPM, N = 7). Letras maiusculas diferentes indicam diferencas
estatisticas significantes entre os animais mantidos no mesmo pH; letras minusculas

indicam diferencas estatisticas significantes entre os animais mantidos na mesma salinidade
(P <0,05).
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4.3 Razdo O: N

A relagdo O: N néo ultrapassou o valor de 7 o que indica que o siri C. danae
independentemente do periodo, da salinidade ou pH oxida preferencialmente de proteina
(Tabela3).

Tabela 3: Substrato energético oxidado por siris Callinectes danae expostos a normocapnia
(pH 8,0) ou hipercapnia (pH 7,3), e diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40) durante 3 e
30 dias. Dados apresentados como Média + EPM (N =7).

Razao O: N
3 dias 30dias

%0 pH 8,0 pH 7,3 pH 8,0 pH 7,3

20 1,8+ 0,8 1,9+ 0,6 5,59 +0,58" 2,87 + 0,525
25 2,6 +0,6™ 3,1+0,7% 3,58 + 0,52 7,15+ 0,67°°
30 2,7+0,6™ 2,7+0,7% 3,02 + 0,58 1,74 + 0,38
35 3,3+ 0,6™ 3,4+ 0,74 1,55+ 0,52 3,62+ 0,44<°
40 3,0+ 0,6™ 2,8+0,7% 2,18 + 0,58 3,01 +0,58"

Letras maiusculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes na mesma
coluna; letras minusculas indicam diferencas estatisticamente significantes entre 0 mesmo
parametro fisiologico analisado na mesma linha e tempo de exposicéo (P < 0,05).
4.4 Indice hepatossomatico (IHS)

Nos animais mantidos em pH controle durante 3 e 30 dias o indice hepatossomatico
ndo variou. A exposicdo ao pH reduzido causou aumento de 45% e de 162% no IHS na
salinidade controle ( 3 dias) e na salinidade 40S (30 dias) respectivamente e uma redugédo

de 33% na salinidade 25 S nos animais mantidos por 3 dias (tabela 4)
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Tabela 4: Indice Hepatossomético de Callinectes danae expostos a normocapnia (pHS,0) e
hipercapnia (pH 7,3), e diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40) durante 3 e 30 dias.
Dados apresentados como Média + EPM (N =7).

indice Hepatossomatico

3 dias 30 dias
%o pH 8,0 pH 7,3 pH 8,0 pH 7,3
20 3,23 40,2114 2,82 + 0,234 2,31 £0,34% 3,09 + 0,45%
25 3,91 £ 0,25 2,62 +0,274° 3,30 + 0,45" 3,25 + 0,521
30 2,88 + 0,28 4,18 + 0,255 2,89 + 0,40" 3,78 + 0,414
35 3,64 + 0,284 432 40,3288 3,20 £ 0,374 433 0,45
40 2,93 +£0,25™ 2,32 +0,28™ 2,08 £0,52% 5,44 + 0,455

Letras maitsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes na mesma
coluna; letras minusculas indicam diferencas estatisticamente significantes entre 0 mesmo
parametro fisioldgico analisado na mesma linha e tempo de exposicdo (P < 0,05).

4.5 Avaliacdo da capacidade osmo- e ionoregulatéria
4.5.1 Capacidade osmorregulatoria

Os animais mantidos em trés e trinta dias possuem sua capacidade osmorregulatoria
semelhante, independente do pH em que foram expostos (Figura 5 A e B). Em ambas as
condi¢Bes normo-hipercapnia, o siri C.danae hiperrregula até a salinidade de 30S, mas
passam a hiperconformar nas salinidades maiores. Em trés dias os animais expostos em pH
8,0 e pH 7,3 possuem a capacidade osmorreguladora de 0,59 e de 0,74 respectivamente, em
trinta dias a capacidade osmorregulatoria é de 0,64 e 0,57 nos animais expostos em pH 8,0
e7,3.
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Figura 5: Osmolalidade da hemolinfa (mOsm/kg &gua) do siri C. danae expostos a
normocapnia (pH 8,0) e hipercapnia( pH 7,3), a diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40)
durante 3 e 30 dias (Média + EPM, N = 7).

4.5.2 Concentracao de CI na hemolinfa

Os animais mantidos em trinta dias possuem sua capacidade osmorregulatoria
semelhante, independente do pH em que foram expostos (Figura 6), apresentam um padrao
ionoconformador em todas as salinidades e pHs, embora em pH controle predomine a
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hiperconformacdo e em pH acidificado a hipoconformacao. Nos animais mantidos em pH
reduzido houve uma reducdo 34 e 30% na concentracdo de cloreto nas salinidades de 25 e

35 respectivamente, quando comparados com 0s animais expostos a normocapnia.
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Figura 6 - Concentracdo de cloreto (mM) na hemolinfa de Callinectes danae expostos a
normocapnia (pH 8,0) e hipercapnia (pH 7,3), e diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40)
em 30 dias (Média + EPM, N = 7). Letras maiusculas diferentes indicam diferencas
estatisticas significantes entre os animais mantidos no mesmo pH; letras minuasculas

indicam diferencas estatisticas significantes entre os animais mantidos na mesma salinidade
(P <0,05).

4.5.2 Concentraciio de Na" na hemolinfa

Em periodo longo a concentracdo de s6dio na hemolinfa dos animais expostos a
normocapnia ¢ em salinidade controle (30%o) foi de 566,06 = 40mM (figura 6).

Os animais ionoconformam a concentragdo de soédio em todas salinidades
independente do pH que sdo expostos, porém na salinidade controle (30%o), a elevada
concentracdo pode indicar um processo de ionoregulacdo. Semelhante a curva de cloreto no

pH controle teve uma predominancia a hiperconformacdo e em pH acidificado a
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hipoconformacao. A capacidade ionorregulatoria dos animais mantidos em pH 8,0 e 7,3 foi

de 0,58 ¢ 0,80 respectivamente.
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Figura 7- Concentragdo de sddio (mM) na hemolinfa de Callinectes danae expostos a
normocapnia (pH8,0) e hipercapnia (pH 7,3), e diferentes salinidades (20, 25, 30, 35 e 40)
em 30 dias (Média + EPM, N = 7). Letras maitsculas diferentes indicam diferencas
estatisticas significantes entre os animais mantidos no mesmo pH; letras minusculas

indicam diferengas estatisticas significantes entre os animais mantidos na mesma salinidade
(P <0,05).

4.6 Analises moleculares

4.6.1 Teste da eficiéncia de amplificacdo dos oligonucleotideos para os genes Na'/K™-
ATPase, RPL10, g-actina e Arginina quinase e validacdo dos genes normalizadores da
quantificacéo relativa por PCR em tempo real

Os oligonucleotideos descritos na literatura para o gene alvo (Na'/K*ATPase) e
para 0s genes normalizadores (RPL10, beta-actina e arginina quinase) utilizados para o

PCR em tempo real foram testados quanto a sua eficiéncia em branquias de siri C.danae,
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através de curvas de diferentes diluicbes de amostra (1/4,1/8,1/16,1/32,1/64) e de
oligonucleotideos (400, 300, 200 e 100 nM).

Inicialmente, o gene constitutivo de escolha seria o gene da RPL 10, contudo os
oligonucleotideos testados ndo apresentaram uma eficiéncia satisfatoria paras amostras de
C. danae (Figura 8, A). Assim dois outros genes foram selecionados e testados quanto a sua
eficiéncia e posteriormente sua validagdo como gene normalizador frente aos tratamentos
realizados. A beta-actina foi escolhida por ser um gene constitutivo muito expresso
empregado em ensaios de expressdo génica (Zheng et al., 2015). JA 0 gene da arginina
quinase tem sido utilizado como gene normalizador em estudos de acidificacdo, envolvendo
outras espécies de crustaceos (Fehsenfeld et al., 2011; Hu et al., 2016). Com relacdo a
eficiéncia da reacdo de amplificagdo no PCR quantitativo, os genes da Na*/K*ATPase, B-
actina e arginina quinase apresentaram uma eficiéncia dentro dos padrées aceitaveis (£10%
em relacdo a 100%) com valores de 109, 97 e 106%, respectivamente, na diluicdo 1/8 do
cDNA sintetizado e 400 nM dos oligonucleotideos (Figura 8, B, C e D).

Os tratamentos estabelecidos foram testados pela primeira vez, portanto foi
necessario também verificar se 0s genes beta-actina e arginina quinase ndo sofriam
alteracdes nestas condi¢des. Como podemos observar na Figura 9, nas salinidades de 25,
30, 35 e 40 o gene da beta actina manteve um nivel de expressdo equivalente quando
comparados as amostras de pH 8,0 e pH 7,3 para cada salinidade nos periodos de 3 e 30
dias, validando seu uso (Figura 9, A e B). Contudo, na salinidade de 20 nos dois periodos
analisados, houve uma diferenca significante na amplificacdo de 1,8 a 2 Cts entre as
amostras de pH 8,0 e pH 7,3 (Figura 9, item a e b ), mostrando que nesta condi¢do o gene
da beta actina apresenta uma variacdo na sua expressao, restringindo seu uso como

normalizador do ensaio.
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Figura 8: Graficos representativos dos Cts obtidos na diluicdo 1/8 de amostras e 400 nM de
olignucleotideo para o céalculo da eficiéncia para genes RPL10 (A), Na'/K*-ATPase (B), B-

actina (C) e Arginina quinase (D).
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Figura 9: Gréaficos representativos dos Cts observados para o gene da beta-actina em

diferentes salinidades e pHs nos periodos de 3 (A)e 30 (B) dias. Na salinidade de 20
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podemos observar que o gene da beta-actina apresentou uma mudanca significativa na sua
expressdo, restringindo o seu uso para esta condi¢do nos dois periodos testados.

O segundo gene testado como candidato a gene normalizador foi a arginina quinase,
porém o mesmo também apresentou alteragdes na salinidade de 20 com media de 1,6 Cts
no periodo de 3 dias e 0.9 Cts para 30 dias. Além disso, também foi observado uma
variacdo na salinidade de 35 no periodo de 3 dias, com média de 2 Cts, e de 0.9 Cts na
salinidade de 25 no periodo longo (Figura 10 A e B). Assim o gene da beta actina, por

apresentar menor variabilidade, foi selecionado como normalizador.
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Figura 10: Gréficos representativos dos Cts observados para o gene da Arginina quinase em

diferentes salinidades e pHs nos periodos de 3 (A) e 30 (B) dias.

4.6.2. Analise da transcricdo do gene da subunidade a da Na*/ K* ATPase

As analises por qRT-PCR com os primers especificos para a subunidade o da (Na'/
K" ATPase foram realizadas nas amostras da 6° branquia dos animais submetidos a hiper
(pH 7,3) e normocarpinia (pH 8,0) nas salinidades de 25, 30, 35, e 40 por um periodo de 3 ¢
30 dias. Os dados obtidos com a salinidade de 20 foram excluidos devido a grande variagdo
observada para os genes normalizadores nesta condicao.

Para as comparagdes dos niveis de transcricdo em hipercapnia em diferentes
salinidades nos dois periodos de tratamento, os valores de AACT foram calibrados pela

média dos ACTs das amostras de normocapinia de cada salinidade.
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Com relag¢dao ao periodo curto, ndo foram observados diferencas na expressao da

Na'/ K ATPase nas salinidades de 25 e 30 dias entre as amostras submetidas a condi¢io de

normocapnia e hipercapnia. Nas salinidades de 35 e 40 foram observados reducdes na

expressao deste gene (Figura 11, A).

Para o periodo longo, também nao foram observadas diferencas nas salinidades de

25 e 30 na expressdo da Na'/ K" ATPase. J4 nas salinidades de 35 ¢ 40 houve um aumento

da expressdo, porém esta diferenga foi estatisticamente significante com p<0,05 apenas na

salinidade de 40 (Figura 11, B).
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Figura 11: Efeito da acidificagdo nas salinidades 25, 30, 35 e 40 na expressdo de RNAm da
subunidade o da Na'/ K" ATPase presente na branquia do siri C. danae submetidos a pH 7,3

e 8,0 eem 3 e 30 dias.
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5. Discussao

Os resultados obtidos revelam alteracdes fisiologicas e moleculares resultantes da
exposicdo a acidificacdo dos oceanos e a variacdo da salinidade no siri C. danae. Os
animais sofreram altera¢es no metabolismo, excrecdo de amonia, indice hepatossomatico,
regulacdo ionoregulatoria e expressdo genica da Na'/K" ATPase, ndo ha alteracio no
substrato energético oxidado e na capacidade osmorregulatéria. Essas alteracfes podem
interferir indiretamente em outros fatores como na regulacdo &cido-base, crescimento,

distribuicéo, entre outros. Tais achados sdo discutidos a seguir.

5.1 Metabolismo

A taxa do consumo de oxigénio ¢ um parametro essencial a ser medido diante de
situagdes que impdem desafio a homeostase dos animais, sendo essencial para a verificagao
da taxa metabolica (Waller et al., 2017). Quando exposto a hipercapnia, o siri C. danae
apresentou um aumentou do seu metabolismo nas salinidades de 25 (trés dias), e nas
salinidades extremas 20%o e 40%o. (30 dias) em relagdo aos animais mantidos em
normocapnia. No camardo M. joyneri exposto a hipercapnia a redugdo da atividade
natatoria ¢ acompanha por redu¢do metabolica (Dissanayake and Ishimatsu, 2011), mas nas
larvas da lagosta Homarus americanos a hipercapnia ndo causa efeito significativo no
consumo de oxigénio (Waller et al., 2017). Embora as altera¢des no consumo de oxigénio
em C. danae sejam pontuais elas podem indicar aumentos na demanda energética para
processos ativos em situacdes especificas para a manutencao de sua homeostase.

O aumento dos custos metabdlicos ¢ visto frequentemente em animais expostos a
elevadas temperaturas (Styf et al., 2013; Waller et al., 2017), mas incomum em animais
expostos a elevada pCO, sugerindo que a sinergia entre a acidificacdo e a salinidade atuam
em conjunto e causam um maior custo energético, provavelmente para a manutengdo dos
processos de regulacdo acido- base. Outra hipdtese que também pode ter corroborado para
o aumento do consumo de oxigénio ¢ aumento da atividade da enzima anidrase carbonica.
Quando exposto a hipercapnia o anelideo Hediste diversicolor tem um aumento da anidrase
carbonica e da taxa metabolica para a manutengdo da regulagdo acido-base (Freitas et al.,
2016). Além do maior gasto energético o aumento do consumo de oxigénio pode ter

ocorrido devido a uma redugdo da afinidade da hemocianina pelo oxigénio, como visto na
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lagosta Jasus lalandii exposta a hipercapnia (Knapp et al., 2015). No entanto organismos
que possuem manutencao eficiente na regulagdo acido-base podem ter em maiores gastos
energéticos com o bombeamento ativo de ions, desviando energia de outros processos como
crescimento e reproducao (Wood et al., 2008; Deigweiher et al., 2010; Whiteley, 2011;
Stumpp et al., 2012). O aumento da taxa de ventilagdo em resposta a reducao de oxigénio,
provavelmente serd a causa do aumento metabolico (Portner et al., 2004 ).

Ap6ds 30 dias na salinidade controle o siri C. danae apresentou uma reducdo do
consumo de oxigénio de 50%, essa redugdo pode indicar uma depressdo metabolica. Em
organismos mantidos em hipercapnia a redu¢do do consumo de oxigénio € bastante
encontrada (Gutowska et al., 2010; Hans et al., 2014; Schiffer et al., 2014; Cooper et al.,
2016) e pode estar relacionado a incapacidade de compensar completamente as variagdes
de pH nos fluidos intra e / ou extracelulares (Portner et al., 2005). Alguns autores (Guppy et
al., 1999; Melzner et al., 2009; Paganini, et al.,2014) tém sugerido que a reducdo da taxa
metabolica durante exposi¢do a hipercapnia pode ser uma estratégia relacionada as
dificuldades enfrentadas em um meio estressante, fazendo assim com que o gasto
energético seja direcionado essencialmente as funcdes vitais.

O fato das alteracdes observadas no consumo de oxigénio ser diferentes entre os
animais expostos durante trés e 30 dias, sugere-se que os processos metabodlicos de C.
danae e dos outros organismos marinhos precisam ser estudados em longo prazo a fim de
termos um conhecimento real a respeito os efeitos das mudangas climaticas. As
consequéncias das alteracdes no consumo de oxigénio podem incluir redugdes no
crescimento desenvolvimento, alimentacao, natagdo, e reproducao (Widdicombe and Spicer
2008; Hu et al., 2014; Cooper et al., 2016), uma vez que os processos fisiologicos estao

todos correlacionados e a alteragdo de um deles pode reverberar sobre o outro.

5.2 Excrecao de Amonio

A taxa de excrecdo de amoénio ¢ um indicador do catabolismo proteico, estado
nutricional e reprodutivo e da exposi¢ao dos animais aquaticos a ambientes estressantes
(Griffiths e Griffiths, 1987). Em C. danae a exposi¢do a hipercapnia durante trés dias,
reduziu cerca de 60% na salinidade de 30S, mas apo6s 30 dias as redugdes também

ocorreram nas 25, 30 e 35.
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Mudangas no pH podem afetar as propor¢des de NH; e NH; , bem como o
gradiente de difusdo de NHj entre compartimentos intra e extracelulares (Goldsmith and
Hilton, 1992). Alguns autores tém mostrado que redugdes na excrecdo de residuos
nitrogenados em animais mantidos em hipercapnia, podem ocorrer devido a elevagao da
concentragio do H' extracelular, levando-o a competir com o NH;' no antiporter apical
NH,/Na" e também porque proteinas basicas podem ser usadas como tampdes, reduzindo
o catabolismo destas em aminodcidos (Dissanayake et al., 2010; Hans et al., 2014;
Fehsenfeld and Weihrauch, 2016). Adicionalmente, o pH reduzido pode inibir os trocadores
NH,/Na’, o que poderia influenciar a excrecio de amonio e a absor¢io de sal (Henry and
Cameron 1982; Blanchard et al. 1998).

Outra hipdtese levantada por Hans, et al., (2014) é que a reducdo da excrecao de
amonio pode ocorrer devido aos organismo passarem a reter ou eliminar outras formas de
residuos nitrogenados, como ureia ou aminodcidos. Essas alteracdes ja foram observadas
em crustdceos como no caranguejo Carcino maenas (Spaargaren 1982) e o camarao tigre
japonés marinho Marsupenaeus japonicus (Chen e Cheng, 1993) e que pode ter ocorrido
em Callinectes danae quando colocado em pH reduzido e diferentes salinidades.

Na salinidade de 20 em periodo longo ocorreu um aumento de 128% da excregao de
amoénio C. danae apds 30 dias de exposicdo, provavelmente devido a sinergia entre a
salinidade mais baixa e a reducao do pH. Esses resultados podem indicar um aumento do
catabolismo proteico. No caranguejo Scylla serrata exposto a hipercapnia também ocorre
aumento da excrecdo de amoénio, porém em salinidade elevadas, este atribuido a alto do

catabolismo proteico (Paital & Chainy, 2010).

5.3 Razao O: N

Embora as proteinas sejam fundamentais para a construcao celular, diversos
crustaceos a utilizam como substrato energético [Litopeneaus vannamei (Comoglio et al.,
2005), Peneaus japonicus, Metapenaeus ensis (Chen and Nan, 1994), Xiphopeneaus
kroyeri (Mota et al.,2017))]. Diversos fatores como dieta, sexo, padrao de atividade também
podem influenciar o tipo de substrato energético oxidado por crustaceos (Gauquelin et al.,

2007; McGaw and Penney, 2014; Augusto and Masui, 2014).
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Nao parece existir algum ajuste fisiologico apos exposicao a diferentes salinidades
ou pHs que resultem em alteracdes no uso de proteinas como substrato energético por C.
danae. Diferentemente no molusco Manila Ruditapes philippinarum, a exposicdo ao pH
reduzido diminui a razao O: N, passam a usar proteinas ao invés de carboidratos (Xu, et al.,
2016). No Sipunculus nudus a exposi¢ao a hipercapnia também causa reducgdo da relagdao O
N e os animais passam a oxidar proteinas. Langenbuch and Portner, (2002), sugerem que
tais redugdes ndo indicam aumento do catabolismo de aminoacidos, mas uma maior
oxidacdo de: asparagina (O/N = 3,3), acido glutdmico (O/N = 3,0), glutamina (O/N = 1,5),
glicina (O/N = 1,0) ou histidina (O/N = 3,0). Esses aminoacidos ndo essenciais seriam
utilizados na producao de energia e a0 mesmo tempo poderia funcionar no tamponamento e
na compensacdo de um pH reduzido através de uma maior produgdo de HCO;

(Langenbuch and Portner, 2002).

5.4 Indice Hepatossomatico

O hepatopancreas ¢ um o6rgdo de extrema importancia para os crustaceos, sendo
responsavel pela secrecdo de enzimas digestivas, absor¢do de nutrientes, pelo
armazenamento de reservas energéticas, reproducdo e metabolismo (Kangpanich et al.,
2016).

Alteragdes no indice hepatossomatico podem ocorrer apds exposicao a diferentes
condi¢des como jejum, temperaturas varidveis, assimilacdo de nutrientes, entre outros.
Durante exposi¢do a esses agentes estressores, a energia estocada no hepatopancreas pode
ser direcionada para atender a demanda energética aumentada ou para suprir a energia
reduzida durante o jejum (James et al., 2013; Xie et al., 2014). No presente trabalho a
exposicdo do siri C. danae a hipercapnia causou redu¢do do indice hepatossomatico nas
salinidades de 25 (trés dias) e aumento na salinidade de 30%o (trés dias) e 40%o (30 dias)
em relacdao aos animais mantidos em normocapnia.

A diminui¢do do indice hepatossomatico pode ter ocorrido devido a um aumento da
demanda energética que ndo conseguiu ser suprido nem com o aumento do consumo de
oxigénio. Em altas salinidades (de 36 a 44%o) os juvenis do caranguejo Scylla serrata
também apresentam uma reducdo do indice hepatossomatico (Romano et al., 2014). O

aumento da demanda energética pode ser devido a maior necessidade de energia para a
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manutengdo da homeostase como no caso da regulagdo acido-base e/ ou em alguma
dificuldade na obtencdo do alimento. Haye et al., (2012) mostraram que a hipercapnia reduz
a quimiorrecepcao no ermitdo Pagurus bernhardus interferindo na busca por alimento.

O aumento do indice hepatossomatico em C.danae na salinidade de 30 e 40 pode
ser devido a uma diminui¢do do uso das reservas energéticas. Em Xiphopeneaus kroyeri
exposto a hipercapnia também se observa aumento do indice hepatossomatico (Augusto et
al., 2017). Esse acumulo pode ocorrer devido a necessidade de armazenar energia pela
situacdo de estresse, fazendo com que os organismos deixem de utilizar essas reservas para

outras func¢des.

5.5 Capacidade osmo- e ionorregulatoria

C. danae € um organismo habituado a variac6es de salinidades e, portanto eurialino
(Massui et al., 2002; Freire et al., 2011) Foi observado aqui que o C. danae mantem um
padrdo osmorregulador, apenas até a salinidade de 30 %o, torna se osmoconformador em
salinidades maiores esse comportamento é observado em ambas as condigdes, ou seja, em
Hiper e normocapnia. Diferentemente do camardo Metapenaeus joyneri, a reducdo do pH
causa uma diminui¢do na osmolalidade e no pH da hemolinfa (Dissanayake and Ishimatsu,
2011). A regulagdo da acidose causada pela hipercapnia, esta diretamente relacionada com a
capacidade regulatoria dos crustaceos (Cameron and Iwama, 1987). Fortes reguladores
ibnicos podem compensar a reducdo ativamente a queda do pH corporal, aumentando o
transporte dos jons de H* ou de HCO3 , ambos diretamente relacionados ao transporte de
Na® e CI" (Cameron, 1985; Henry and Wheatly, 1992, Liu et al., 2015). Alguns desses
mecanismos compensatérios ainda sdo desconhecidos, porém tem sido sugerido que
estejam ligados as trocas ionicas (Dissanayake and Ishimatsu, 2011). Como nao foram
observadas mudancas nos padrdes osmorregulatorios de C. danae, sugere-se que a mudanga
de pH consiga ser compensada de outras maneiras, como por exemplo pelo o aumento da
concentracdo de bicarbonato na hemolinfa como observado por Portner et al., 2004.

Apos os 30 dias de exposicao foi observado em C. danae que os fons de Na* e CI°
possuem um padrdo ionoconformador independente da variacdo do pH, porém os animais

expostos a um pH reduzido sofrem a reducdo de ions de cloreto nas salinidades de 25 e 35 e
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uma reducio de Na" na salinidade de 25. Os fons de Na" e CI" sdo os predominantes na
hemolinfa dos animais e participam de diversos transportadores responsaveis pela
regulacdo acido- base. Em Daphnia magna a diminuigdo da concentracdo de ions de Na"
também foi diminuida, devido a exposicdo a pH reduzido, uma das hipdteses dessa
diminuicdo é o fato de que o pH baixo acaba bloqueando alguns transportadores como por
exemplo Na*/ H*, o que afetaria diretamente a concentragio desse ion na hemolinfa (Glover
and Wood, 2005).

5.6 Anilise da transcricio do gene da subunidade o da Na'/K' ATPase em
experimentos simulando a previsdo futura de acidificacio oceidnica em diferentes
salinidades

A andlise da expressdo génica pode auxiliar para caracterizacdo de fendtipos
moleculares onde as alteragdes celulares sustentem as adaptagdes fisiologicas, podendo ser
usados para desvendar mecanismos que definam a plasticidade de respostas dos organismos
(Harms et al., 2014). Nos crusticeos marinhos, as branquias, além de um Oorgado
multifuncional sdo a primeira linha de defesa em relagdo aos disturbios 4cido-base nos
fluidos corporais. A regulagdo desses distirbios deve-se principalmente pelo envolvimento
de transportadores de ions ativos, onde a Na'/K" ATPase vai ser a principal responsavel
pelo gradiente dos mesmos (Schiffer et al.,2014).

C. danae submetidos a hipercapnia tem uma redugdo na expressio da Na /K"
ATPase nas salinidades mais elevadas (35 e 40%o) apds 3 dias. J4 em periodo longo a
Na'/K" ATPase tende a ser regulada na salinidade de 35, porém mantem o aumento na
salinidade de 40. Aumentos na expressdo da Na'/K” ATPase em animais expostos ao pH
reduzido foram identificadas em alguns crusticeos como no lagostim Cherax
quadricarinatus (Ali et al., 2015) e no camardo L. vannamei (Pan et al., 2007). Ja em larvas
de zoeas 11 de Hyas araneus a Na'/K" ATPase foi regulada para baixo quando exposta a alta
pressao de CO,. Em Callinectes ornatus, a expressao da Na'/K" ATPase teve uma reducao
durante no periodo de 24h de aclimatagdo a baixa salinidade e apds 10 dias foi observado
um aumento da expressdo. Provavelmente a compensacao dos disturbios acido-base implica
em um custo metabolico alto, devido a necessidade de ATP para a elimina¢do dos ions de

H' em excesso (Harms et al., 2017). Essa necessidade de energia para a regulagdo acido-
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base pode estar diretamente relacionada ao aumento de consumo de oxigénio € com a
hiporregulagdo de cloreto observada em C. danae mantido na salinidade 40. Estudos
demonstram que alteragdes no pH ambiental interferem em ions monovalentes como Na',
K, H e Cl = (Fehsenfeld and Weihrauch, 2013; Ali et al., 2017). Por exemplo, a
diminui¢do de Na" ou aumento de K que ocorre em Orconectes rusticus apods a exposi¢ao
a hipercapnia (Zanotto and Wheatly 1993), em Carcinus maenas os ions de K’
aumentaram devido a exposi¢do a uma maior pCO,  podendo ser essencial para manter o
pH intracelular estavel, devido a sua interagdo com o co-transportador Na'/ 2HCO;’
(Fehsenfeld and Weihrauch, 2013) assim como ocorreu no nosso estudo em C. danae com
a reduc¢do de CI nas salinidades de 25 e 35. Essas alteragdes podem indicar uma diminui¢ao
no transporte de ions ou na capacidade de suporte, devido a exposi¢do a maior pCO;, o0 que
pode interferir na regulacdo 4cido-base, pois sdo processos diretamente relacionados
(Todgham and Hofmann, 2009). De acordo com Ali et al., (2017) um dos motivos que pode
alterar a expressdo genica da Na'/K'ATPase é o aumento da atividade enzimatica da
mesma, que ¢ fundamental no funcionamento da bomba de Na' e na entrada de K. Uma
vez que a concentragdo de ions é modificada pela alteragdo no pH a Na'/K ATPase também
sofre alteragdes e assim equilibra a concentracdo de ions na hemolinfa, bem como nas
células. Ja Todgham and Hofmann, 2009, sugerem que em resposta ao aumento do CO»,
reducdes em ATPases como a Na'/K ATPase seriam estratégias potenciais para poupar
gastos, visto que alguns transportadores seriam mais eficientes nessas condigdes. Em
alguns organismos o aumento do bicarbonato na hemolinfa também ¢ utilizado como

estratégia para reduzir os efeitos da hipercapnia.

6. Consideracoes Finais

Estudos a respeito das mudangas globais que vem acontecendo no planeta tornam-se
cada vez mais relevantes. Nesse sentido, € essencial conhecermos os efeitos da acidificacao
ocednica sobre a biologia dos animais marinhos. Os organismos que forem capazes de
ajustar a sua homeostase as novas condi¢gdes, provavelmente sobressairdo em relagdo aos
demais (Carter et al., 2013). Os impactos da redu¢do do pH podem variar entre espécies,

grupos e até mesmo ecossistemas. Os resultados do presente trabalho contribuem para o
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conhecimento a respeito dos efeitos da acidificagdo oceanica sobre a fisiologia e biologia
molecular de C. danae, sendo também o primeiro a descrever tais pardmetros nessa espécie
exposta a diferentes salinidades.

Foi observado que alguns efeitos do pH reduzido como alteragdes no consumo de
oxigénio e excrecao de amodnia se intensificam apds trinta dias de exposi¢dao, o que pode
interferir diretamente na disponibilidade de energia, nos mecanismos ativos e, portanto, na
homeostase = do organismo. Adicionalmente, foram observados efeitos distintos na
regulacdo da expressdo da Na'/K™ ATP ase e aumento do indice hepatossomatico nos dois
periodos, principalmente nas salinidades mais elevadas. A manutengcdo da capacidade
osmorregulatdria sugere uma regulagdo eficiente de sais e dgua diante de variagdes no pH
do meio ambiente. Em suma os resultados mostram que mesmo 0s organismos estuarinos
que estao habituados a variagdes fisico-quimicas como o siri C. dane, poderdo sofrer os
efeitos negativos da reducdo do pH, os quais se intensificaram ap6s um periodo de 30 dias e
que podem ter como consequéncias alteragdes no crescimento e desenvolvimento da

espécie, interferindo diretamente na questao social, econdmica e ecologica dessas regioes.
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Anexo |

Parametros quimicos da agua

O pH se manteve estavel em todos os tratamentos, a temperatura foi mantida em 24°C. Os
parametros calculados sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 1. Os parametros de agua do mar, pH e salinidade (%0) em periodo curto (3 dias)

foram medidos diariamente e amostras de 4gua (média + SE, n = 7) foram coletadas para

andlise de Alcalinidade Total (umol Kg-1) submetidos ao tratamento por um periodo curto.

O software CO2-SYS foi utilizado para calcular pressdes parciais de CO2 (uatm) e estados

de saturacdo de 4gua do mar para calcita (QCal) e aragonite (QAr).

Periodo curto (3 Dias)

Conditions pH S (%) AT (mmol Kg-') pCO, (matm) Q Cal Q Ar
790+ 0.10 20 2142.46 +£197.8 743.86 + 68.3 2.630+0.3 1.64£0.16
oH B0 799 +0.01 25 2459.18 +204.4 800.97 + 66.7 3.307+0.3 2.11+0.18
8.03+0.03 30 229248 +13.0 74543 +41.0 3.381+£0.2 2.19+0.13
(Control)
7.96 +0.04 35 2897.83 +£123.0 844.66 +35.9 4.622+0.2 3.04+£0.13
7.96 +0.04 40 2991.03 £ 150.3 839.14+42.2 5.074+£0.2 335+0.17
733 4 0.03 20 2642.49 + 186.8 5001.48 £353.7 0.689+0.1 0.427 +0.03
7374007 25 1824.65 + 408.4 3251.48+728.2 0.534+0.1 0.340 +0.08
pH 7.3 7.36 £ 0.06 30 2727.66 + 250.1 4631.35+4248 0.888+0.1  0.576+0.05
7.36 £0.06 35 3350.99 + 182.4 5484.74 + 298.5 1.195+£0.1 0.785+0.04
7.38+£0.08 40 3346.42 £245.9 5342.32+£392.8 1.286+0.1 0.849+0.06

Tabela 2. Os parametros de agua do mar, pH e salinidade (%0) em periodo longo (30 dias)

foram medidos diariamente e amostras de agua (média £ SE, n = 7) foram coletadas para

analise de Alcalinidade Total (umol Kg-1) submetidos ao tratamento por um periodo curto.

O software CO2-SYS foi utilizado para calcular pressdes parciais de CO2 (patm) e estados

de saturagdo de agua do mar para calcita (QCal) e aragonite (QAr).

Periodo Longo (30 dias)

Conditions

pH

S (%o)

AT (mmol Kg-')

pCO, (matm)

Q Cal

Q Ar
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790+0.10 20 1685 * 385 405 £49 2,77+0,3 1,72 £0,2

794 £ 0.06 25 1999 + 152 448 +34 3,59+£0,3 2,29+ 0,2
pH 8.0

7,99 +0.04 30 2122+ 210 450 + 44 4,13+0,41 2,68 £0,27

(Control)

7.96 +0.04 35 2985 £ 206 608 42 6,14+ 0,56 4,12+041

8,03 +0.03 40 2729 + 253 540 £ 50 5,93+ 0,55 3,91+ 0,36

732 4 0.05 20 1761 £ 284 2353 £380 0,64 +0,1 0,40 £ 0,06

797 4 0.04 25 1995 + 280 2530 £ 355 0,81+ 0,11 0,51 0,07
pH 7.3 7.24 £ 0.05 30 2138 £ 171 2138 £ 171 0,95+ 0,08 0,62+ 0,05

7.35+£0.04 35 3073 + 366 3648 + 435 1,48+0,18 0,97+£0,12

7.29+0.02 40 3551 £494 4161 £ 579 1,82+ 0,25 1,20 £0,17
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