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1. Resumo / Abstract

Os crustdceos exibem diversos padroes de regulagdo osmotica e
sdo as branquias que absorvem ions do meio externo mais diluido. As
células branquicis que realizam o transporte idnico apresentam
evaginagdes apicais e invaginagdes basais de membrana associadas
& mitocdndrias, que fornecem ATP & Na*/K*-ATPase, inserida nas
invaginacdes basais. A Na*/K*-ATPase é fundamental na regulacdo
anisosmotica extracelular. Objetivamos gerar conhecimento para a
discussdo das estratégias adaptativas funcionais que permitram a
ocupacdo de meio divido pelos anomuros, a partir de informacdes
sobre o tipo de brénquic e a ultraestrutura das células ion-
transportadoras em Aegla franca (Aeglidae), forte hiperregulador, e
Clibanarius vittatus (Diogenidae), fraco-hiperregulador. Os animais
foram aclimatados no laboratério e os tecidos ion-transportadores
localizados pela técnica de coloragdo por prata. As brénquias foram
dissecadas, fixadas e avaliadas em nivel de microscopia otica,
elefrénica de varredura e fransmissGo. A. franca apresenta
tricobrénquias, e ha diferencas funcionais entre as arfrobrénquias e
pleurobranquias. A arquitetura do filamento branquial se dd por um
epitélio simples, abaixo da cuticula, formado por células pilares nas
regides laterais. O septo divide o espaco da hemolinfa em canal
aferente e eferente e formam as lacunas laterais. A presenca de

evaginagdes apicais e invaginagdes basais associados a mitocondrias
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sugere ocorréncia de transporte idnico. Apds aclimatagdo por 10 dias
em dagua do mar a 25 %S, ndo houve reducdo dessas estruturas
subcelulares, o que sugere secregdo de Cl, j& que esta espécie
hiporregula cloreto nesta salinidade. C. vittatus apresenta filobranquias
e aparentemente as arfrobrdnquias possuem maior relevancia na
osmorregulacdo. A arquitetura se déd por um epitélio simples abaixo da
cuficula, formado por células pilares e suas franjas, hd um septo
intfralamelar. As estruturas celulares sGo poucas, raramente encontram-
se mitocéndrias e as invaginagdes sdo muito escassas. O espaco
subcuticular € pequeno e hd desmossomos entre franjas adjacentes. A
regido do pericdrio é rica em invaginacdes basais e mitocédndrias. Apds
aclimatagdo por 10 dias em dgua do mar a 15 %eS houve surgimento
de numerosas invaginagdes de membrana e aumento de mitocédndrias
no septo. Nas células pilares houve aumento das evaginacdes apicais,
e o0s desmossomos apareceram seguidos de uma juncdo septada
interdigitada. Essas mudangas estdo relacionadas com o transporte
ativo de sal em meio diluido, j& que permitem alojar enzimas
ionofransportadoras, e isto &€ o que aparentemente permite a
penetragdo e permanéncia de C. vittatus em meio de baixa

salinidade.

Palavras chave: osmorregulacdo, branquias, ultraestrutura, Na*/K+*-

ATPase, Anomura
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Crustaceans exhibit different patterns of osmotic regulation and are the
gills that absorb ions from the external environment more diluted. The gill
cells that carry out ion fransport present apical evaginations and basal
membrane invaginations associated with mitochondria, which provide
ATP to Na*/K+-ATPase inserted in the basal infoldings. The Na*/K*-ATPase
is critical in extracellular anisosmotic regulation. We aim to generate
knowledge for the discussion of functional adaptive strategies that
allowed the occupation of dilute medium by Anomura, from information
about the gill type and ion-transporting cells ultrastructure in Aegla
franca (Aeglidae), strong-hyperregulator and Clibanarius vittatus
(Diogenidae), weak-hyperregulator. The animals were acclimated in the
laboratory and ion-fransporters fissues located by silver staining
technique. Gills were dissected, fixed and evaluated at the optical
microscopy, scanning electron and transmission. A. franca presents
trichobranchia, and there are functional differences between the
artrobranchias and pleurobranchias. The architecture of the gill flament
is given by a simple epithelium, below the cuticle, formed by pillar cells
on the lateral sides. The septum divides the hemolymph space in the
afferent and efferent channels and forms lateral gaps. The presence of
apical evaginations and basal invaginations associated  with
mitochondria  suggests the occurrence of ion transport. Affer
acclimatization for 10 days in seawater at 25 %o S, no reduction of these

sub cellular structures happened, which suggests secretion of CI, since
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this specie hyporregulates chloride in this salinity. C. vittatus presents
phyllobranchia and apparently the arfrobranchias have greater
relevance in osmoregulation. The architecture is given by a simple
epithelium under the cuticle, formed by pillar cells and its flanges, there
is an infralamelar septum. The cellular structures are few, rarely are
mitochondria and infoldings are very scarce. The subcuticular space is
small and there are desmossomes between adjacent flanges. The
perikaryum region is rich in basal invaginations and mitochondria. After
acclimatization for 10 days in seawater at 15 %o S had the emergence of
numerous membrane invaginations and increase of mitochondria
number in the septum. In pillar cells showed an increase in apical
evaginations and desmossomes appeared followed by a septate
junction intercaled. These changes are related to salt active fransport in
dilute medium, as they allow host ion-transport enzymes, and apparently
this is what allows the penetration and retention of C.vittatus in the low

salinity medium.

Words key: osmoregulation, gills, ultrastructure, Na*/K*-ATPase, Anomura
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2. Infroducgao

Os crustdceos ocupam uma grande variedade de ambientes
aqudticos, inclusive aqueles onde a salinidade pode mudar
substancialmente ao longo do dia, como estudrios e a zona entre-marés
(Mantel e Farmer, 1983; Péqueux, 1995; Taylor e Taylor, 1992). De uma
maneira geral, a salinidade do fundo dos oceanos permanece estavel,
entre 34-35 %05, j& a superficie sofre variagdo devido as precipitacdes
pluviométricas e & evaporacdo. As zonas costeiras recebem aguas de
rios, sendo que nos estudrios a salinidade pode variar entre seus limites
mdximo e minimo diversas vezes num mesmo dia. Lagoas também sdo
ambientes que sofrem com a variagdo da salinidade. No entanto, todos
os habitats nesse meio varidvel abrigam uma ampla diversidade de
espécies de crustdceos, inclusive aqueles onde a dgua apresenta baixa
salinidade e também onde hd apenas dgua doce, como rios, riachos e
lagos. Ainda deve-se mencionar as espécies anfibios, semi-terrestres e

terrestres que sdo particularmente bem sucedidas (Thurman, 2003).

Tal distribuicGo dos Crustdceos é subsidiada pelo fato que estes
exibem muitos padrées de regulagcdo osmdtica, sendo aqueles que
toleram uma limitada variagdo osmética e idnica do meio externo
designados estenoalinos, e os que apresentam tolerGncia a amplas
variagdes de salinidade designados eurialinos (Mantel e Farmer, 1983;
Péqueux, 1995). A relagdo mantida entre a osmolalidade do fluido

extracelular ou interno e a externa do meio ambiente € normalmente
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expressa em termos de grau de osmoconformacdo e/ou
osmorregulagcdo. Em um osmoconformador a concentragdo osmética
interna acompanha a do meio externo ao longo de exposicdo a
diferentes salinidades. Em espécies osmorreguladoras a concentracdo
osmotica interna se mantém relativamente constante, superior
(hiperosmética) ou inferior (hiposmédtica) d do meio externo (Mantel e
Farmer, 1983; Péqueux, 1995). Ocomrem ainda vdrios padrdoes de
capacidade regulatéria intermedidria, e também padrdes mistos, de

hiper- e hipo-regulacdo.

Em dgua doce, todos os crustdceos sdo hiperosmdticos em
relacdo ao seu meio externo, e ainda, sdo confrontados com a
cbnsfcn’re perda difusiva de ions e ganho osmético de dgua (Péqueuk,
1995; Freire et al, 2008). Esses fluxos se ddo pelos epitélios em contato
direto ou indireto com o meio externo, como a parede do corpo, o
intestino, os érgdos excretores e particularmente as branquias (Péqueux,
1995). Ainda, sGdo amenizados pela reducdo da permeabilidade & dgua
e/ou ions. Embora produzam urina isosmoética d hemolinfa de modo
geral, alguns lagostins e certos camardes sdo capazes de produzir uma
urina hiposmdtica & hemolinfa ao excretar a carga hidrica. Além disso,
crustdceos de dgua doce apresentam uma notdvel capacidade de
captura ativa compensatdria de ions do meio externo (Mantel e Farmer,
1983; Péqueux, 1995). Dentro da c@mara branquial encontram-se as

branquias, érgdos que funcionam como uma interface seletiva que
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absorve ions como Na*, Cl- e Ca* do meio externo mais diluido (Mantel
e Farmer, 1983; Taylor e Taylor, 1992; Péqueux, 1995; Kirscher, 2002; Freire

et al, 2008)

O nUmero de pares de branquias varia muito entre as espécies,
sendo estas inseridas préximas a base dos apéndices tordcicos: 3 pares
de maxilipedes e 5 pares de pereidpodos. Dependendo do local de sua
insercdo, as branquias podem ser distinguidas como pleurobrénquia,
quando inserida & parede do corpo acima da base do membro;
artrobrénquia, inserida na membrana arfrodial entre a parede do corpo
e a coxa; e podobrdnquia, inserida na prépria coxa (Figura 1). No
entanto, essa diferenciacdo em ponto de insercdo ndo corresponde
necessariamente & diferenciacdo microanatdmica ou funcional entre
as branquias. Ainda, outra estrutura, o epipodito, pode estar presente
na coxa e pode formar um apéndice comum com a podobrénquia.
Exerce papel como um acessério importante na ventilagdo e na
manutencdo das branguias (Taylor e Taylor, 1992; Freire et al, 2008), bem
como érgdo transportador de ions em algumas espécies (Haond et al,

1998).
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Figura 1. Esquema ilustrando os diferentes locais de inser¢do das brénquias em
crustdceos decdpodes. O lado direito das partes lateral e ventral da parede do corpo
do cefalotérax (pleura e esterno) estd desenhado de forma a ilustrar os pontos de
insercdo da artrobrénquia, pleurobrénquia e podobrdnquia. (cx) coxa; (bs) base; (en)
endopodito; (ex) exopodito; (ep) epipodito; (po) podobrénquia; (ar) artrobrénquia;
(pl) pleurobrénquia (Hong, 1988).

O tipo de amplificagdo da drea de superficie das branquias que
dd origem a morfologias variadas também difere bastante entre os
decdpodes e permite uma classificacdo adicional das branquias (Figura
2). As dendrobrénquias ocorrem em camardes Peneideos e
Sergestideos. O eixo central dessas bradnquias sustenta Idminas bi-seriais
secunddrias as quais se curvam ao redor e se enconiram na ponta.

Filamentos tercidrios se projetam dessas ldminas e se bifurcam pelo
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menos duas vezes (Figura 2 A). As tricobrénquias sdo encontradas, por
exemplo, em Parastacidae e Palinura. Nessas brénquias o eixo central
sustenta numerosos filamentos tubulares ndo ramificados. As branquias
sGo bilateralmente simétricas e os filamentos se encontram alinhados
em fileiras (Figura 2 B). As filobrénquias sGo encontradas na maioria dos
braquitros, alguns anomuros, galatheideos e camardes carideos. O eixo
central € aplanado e sustenta lamelas achatadas em cada lado do
eixo (Figura 2 C). Separagdes regulares sdo mantidas por fileiras de

nddulos nas margens e/ou algumas vezes no meio das lamelas.

A Vasi sanguigni

Asse
della branchia

Figura 2. Esquemas representando os diferentes tipos morfolégicos de branquias
de crustdceos decdpodes. A) Dendrobrdnquia. B) Tricobranquia. C) Filobranquia.
(Ruppert e Barnes, 2005).

Os crustdceos decdpodes sdo primariamente aqudticos e sdo
revestidos por um exoesqueleto quitinoso. A elevada permeabilidade
de suas branquias os predispdem a trocas gasosas e a fluxos passivos e

ativos de ions, aménia e outros solutos. Estudos que empregam a
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deposi¢do de prata associada ao cloreto (Morse et al, 1970; Dickson et
al, 1991; Taylor e Taylor, 1992) localizaram outros érgdos dentro da
cdmara branquial como branquiostegito e epipoditos que também
participam do processo de transporte idnico. Dessa forma, as brénquias
€ 0s branquiostegitos, podem contribuir concomitantemente aos
processos respiratérios, osmdtico e iénico, excretdrio e de regulacdo
dcido-base (Dickson et al, 1991; Taylor e Taylor, 1992; Haond et al, 1998;

Lignot et al, 1999).

Muitos estudos t€m investigado as estruturas osmorregulatérias de
crustéceos. A maioria foi realizada nos Brachyura devido & sua
disponibilidade e pelo fato de constituir um modelo adequado para
investigagdes da osmorregulacdo, j&@ que muitos sdo fortes
hiperosmorreguladores (Copeland e Fitzjarrel, 1968; Luquet et al, 1997;
Martinez et al, 1999; Genovese et al, 2000; Onken e McNamara, 2002;
Luquet et al, 2002; Augusto et al, 2007; Antunes e McNamara, 2008). Nos
caranguejos, as brdnquias sdo diferenciadas em antferior e posterior,
sendo que as anteriores, revestidas de epitélio fino, realizam
predominantemente os processos de troca gasosa, e as posteriores,
caracterizados por um epitélio espesso, efetuam o processo de
transporte idnico (Taylor e Taylor, 1992; Péqueux, 1995; Freire et al, 2008).
Nos camardes palemonideos ndo hd distingdo do epitélio branquial em
anterior/posterior, fino/espesso. O epitélio que constitui as lamelas estd

organizado de forma que o espesso septo intralamelar continuo se
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conecta com as células pilares, ambos desempenhando papel nas
frocas idnicas (Freire e McNamara, 1995; McNamara e Lima, 1997;
McNamara e Torres, 1999; Belli et al, 2009). Nos crustGceos
fricobranquiados ndo é evidente uma separacdo espacial das funcdes
das brdnquias e as outras estruturas dentro da cédmara branquial (Taylor

e Taylor, 1992).

As células que readlizam o transporte iénico (Figura 3),
independentemente de sua locadlizagcdo, se caracterizam por
apresentar uma superficie apical com evaginacées de membrana que
aumentam em muito sua drea de superficie, e uma superficie basal
caracterizada por profundas invaginacdes de membrana das quais se
associam mitocdndrias (Copeland e Fitzjarrel, 1968; Taylor e Taylor, 1992;
Péqueux, 1995; Freire et al, 2008). A Na*/K*-ATPase, que é uma proteina
ion-tfransportadora, se localiza nas membranas das invaginacdes basais
gue faceam a hemolinfa (Towle e Kays, 1986; McNamara e Torres, 1999;
Lignot e Charmantier, 2001). As mitocdndrias fornecem o ATP que
sustentam a atividade hidrolitica desta enzima (Pequex, 1995, Masui et

al, 2005).
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Figura 3. Transecto do epitélio espesso de um siri-azul, Callinectes danae, aclimatado a

meio diluido de 15 %S, ilustrando a organizag&o ultraestrutural do epitélio. Célula pilar,
iondcito, espago da hemolinfa (h) e septo (s). Jungdo (j) entre célula pilar e iondcito,
espago subcuticular (es), invaginagdes basais (i) nos iondcitos, ductos (D) no septo,
espaco da hemolinfa (h), mitocéndrias (m), nicleo (N), cuticula (C) e meio externo

(ME) Barra de escala = 1,5 um (Antunes e McNamara, 2008).
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Nos modelos de regulagcdo anisosmdtica  extracelular
desenvolvidos em crustaceos fortes hiperreguladores, que penetram em
dgua doce, o mecanismo de fransporte de sal se encontra ativo. O
circuito formado enfre o efluxo de K* das células epiteliais para a
hemolinfa, por gradiente de concentragcdo, através dos canais de K+
nas membranas das invaginagdes basais, e a Na*/K*-ATPase que
transporta 3 Na* do citosol para a hemolinfa e 2 K+ da hemolinfa para o
citosol, contribui para gerar uma diferenca de potencial elétrico
negativo no citosol basal das células (Figura 4). A enzima anidrase
carbdénica infracelular, produz H* e HCOsz a partir de HO + CO;
presentes no citosol. A bomba de prétons ou a V-ATPase, presente nas
membranas das evaginagdes apicais, ao fransportar os prétons H*,
oriundos da hidratagéo do CO2, para o meio externo faz com que o
HCOs que acumula intracelularmente possa ser trocado via o
anfiportador apical CI-/HCOs, ocasionando a absor¢cdo apical de CI-
(Figura 4). O CIF que se acumula no citosol sai pelos canais de CI
presentes nas invaginacoes basais. A saida de prétons (cargas positivas)
devido & atividade da V-ATPase, produz uma diferenca de potencial no
citosol apical, impulsionando por gradiente elétrico a entrada de Na*
para o citosol via canais de Na* sensiveis a amiloride presentes nas
membranas das evaginacdes apicais. O Na* segue para a hemolinfa

(meio extracelular) via a Na*/K*-ATPase localizada nas invaginagdes da
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membrana basal (Figura 4) (Onken e Riestenpatt, 1998; Zare e

Greenaway, 1998; Freire et al., 2008) (Figura 4).

Meio externo ) Hemolinfa

\

Soo- ) - K+
Canal de K+

) Hemolinfa
'; = CI”

Canal de Cloreto

H*+ HCO3— % C02<-'--_ COZ

Membrana
apical ———|

Figura 4. Modelo de regulagdo anisosmética extracelular em crustaceo forte hiper-
regulador. A atividade da Na*/K*-ATPase, sustentada pelo canal basal de K,
proporciona um gradiente elétrico negativo no citosol basal e transporta o Na* que
entrou via canal apical para a hemolinfa ocasionado pela atfividade da V-ATPase. A
anidrase carbénica (AC) acelera a produgcdo de H* e HCOs proporcionando o
acumulo dos mesmos no citosol. A V-ATPase bombeia os prétons para o meio externo
e o CIHCO3 ao transportar o HCOs para fora da célula concomitantemente
transporta Cl- para o citosol. O Cl- segue para a hemolinfa via canal basal de CI-.
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No modelo de fransporte ativo em fracos hiperreguladores, que
ndo penefram em dgua doce, a chave é o co-transportador
eletroneutro Na*/K*/2ClF na membrana apical. Canais de K* apicais
hiperpolarizam a negatividade celular apical e suprem o co-
fransportador Na*/K*/2Cl- com o K*. A diferenca de potencial positiva
gerada através da membrana apical com o citosol pelo K+ pode servir
como uma for¢a que dirige a absorcdo paracelular de Na+. A atividade
da Na*/K*-ATPase na membrana basal gera o gradiente de Na* para o
meio exfracelular, a hemolinfa. Neste modelo parte da absorcdo
eletroneutra de NaCl também depende de um suprimento de H* e
HCOs gerados pela hidratacdo de CO; pela anidrase carbdnica (AC) e
ocorre via anti-portadores Na*/H* e anti-portadores CI-/HCOs apicais
(Figura 5) (Onken et al, 2003; Freire et al, 2008). Ainda é incerto se o
aumento no nivel de atividade da Na*/K+ATPase em meio diluido é
resultado de nova sintese dessa proteina, ou devido a um processo pds-
transcricional ou aumento da velocidade da atividade enzimdtica

(Towle et al, 2001; Masui et al, 2005).
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Meio externo j Hemolinfa

Meio externo Hemolinfa
cr R
%) A =Cl"
HCO:;_A‘" e “anal de Cloreto
H+Zr—-*
2 K+ Membrana
Membrana \ / basal
- \
apical . -+ K*
Canal de K+

Figura 5. Modelo de regulagdo anisosmética extracelular em fraco-hiperregulador.
Presenca do co-transportador Na*/K*/2CI- na membrana apical. O K* que entra sai
novamente para o meio externo por canais de K* apical. O Na* que entra no citosol
segue para a hemolinfa via a Na*/K*ATPase. Também hd H* e HCOx gerado pela
atividade da anidrase carbdnica (AC) que suprem os anti-portadores Na*/H* e CF
/HCOs apicais responsdveis pela absorcdo eletroneutra de Na* e CI. H& passagem

paracelular de Na*.

Nos braquidros hiperreguladores as células ion-transportadoras

respondem com marcantes alteragdes morfolégicas quando estes sGo
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aclimatados em meio diluido, apresentando considerdvel plasticidade
ultraestrutural, embora a arquitetura do epitélio ndo se modifique. Em
Carcinus maenas (Compére et al, 1989), Uca uruguayensis (Luquet et al,
1997), Chasmagnathus granulatus (Genovese et al, 2004) e Callinectes
danae (Antunes e McNamara, 2008), ocorre um espessamento do
epitélio com o desenvolvimento das evaginagdes apicais e
invaginacdes basais que aumentam em nUmero e comprimento. H&
também aumento no nUmero de mitocéndrias, as quais fornecem o ATP
usado na atividade fosfohidrolitica da Na*/K*-ATPase em baixa
salinidade (Burnet e Towle, 1990; Masui et al, 2002; Lucu e Towle, 2003;

Masui et al, 2005; Leone et al, 2005; Freire et al, 2008).

A infraordem dos Anomura € a mais diversificada
morfologicamente e ecologicamente dentre a ordem dos Decapoda.
Ela possui representantes que habitam bidtipos dos mais variados com
espécies adaptadas a ambientes terrestres ou semi-terrestres, outras
restritas & dgua doce e ainda espécies exclusivamente marinhas ou
estuarinas (Melo, 1999; Forest et al, 2000; Scelzo et al, 2004). Dentro deste
grupo encontram-se as espécies Aegla franca (Aeglidae) e Clibanarius

vittatus (Diogenidae) que estudamos aqui.

A familia Aeglidae, com um Unico género representante, Aegla,
sdo Unicos do ponto de vista ecoldgico, pois constitui a Unica familia de
Anomura restrito & dgua doce. Biogeograficamente a familia é

endémica da regido temperada da América do sul, e possui morfologia
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tipica e Unica (Martin e Abele, 1986). Atualmente s&o conhecidas 61
espécies, registradas desde a llha de Madre de Dios, Ultima Esperanza,
Chile, até o municipio de Franca, Sdo Paulo, Brasil. SGo encontradas
desde 320 metros de profundidade, em lagos chileno, e até 4500 metros
de daltitude na Cordilheira dos Andes. Durante o dia vivem abrigados
sob rochas e restos vegetais provenientes da mata ciliar, e durante a
noite saem para se alimentar. Geralmente formam apenas populacdes
pequenas (Bond-Buckup e Buckup, 1994; Pérez-Lousada et al, 2002;
Bond-Buckup, 2003; Teoddsio, 2007). A classificacdo tradicional remetia
os aeglideos préximos aos galateideos marinhos, porém, sabe-se que as
brénquias de Aegla sdo tricobrénquias e a sua carapaca é subdividida
por uma série de suturas. Dessa forma, essas e outras caracteristicas os
colocam com grau de parentesco mais proximo aos caranguejos

ermitdes (Martin e Abele, 1986; Teoddsio, 2007).

A descricdo original de Aegla franca (Schimidt, 1942) foi feita com
base em espécimes coletados em 1910 no municipio de Franca, Sdo
Paulo. Até recentemente nenhuma amostra de A. franca havia sido
coletada em defrimento da degradacdo ambiental na regido nas
Ultimas décadas. No entanto, hd pouco tempo houve a redescoberta
de populacodes sobreviventes. Atualmente a ocorréncia conhecida de
A. franca é limitada a seis pequenos cdrregos, sendo a drea de
ocupacdo da espécie fragmentada (Bueno et al, 2007). Para a familia

Aeglidae, A. franca representa o limite setentrional de sua distribuicdo
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geogrdfica, e sua drea restrita de ocupacdo levou esta espécie a ser
incluida na categoria ‘vulnerdvel' de espécies em extincdo (Bueno et

al, 2007).

A. Franca é um forte hiper-osmorregulador, a osmolalidade de sua
hemolinfa € 410 mOsm/kg de H2O e apresenta 203 mM de CI- em dgua
doce (Faria et al, 2010). Apesar de habitar ambiente de dgua doce,
esta espécie é capaz de sobreviver em salinidades de até 28 %S (Faria
et al, 2010). A. franca hiper-osmorregula bem sua hemolinfa até 15 %oS,
a partir dai sua osmorregulacdo é fraca até o ponto isosmético (916

mOsm/ kg de H20, 31 %.S) (Faria et al, 2010).

Clibanarius vittatus (Bosc, 1802), um hermitdo da familia
Diogenidae, habita as conchas vazias de gastrépodes. Distribui-se
desde a costa atléntica da América do Norte até o Atléntico Sul, sendo
comumente encontrado em praias e mangues (Narchi, 1973). E uma
das espécies de diogenideo mais tolerante as alteragdes de salinidade
do meio, sendo encontrado em ambientes com ampla variagdo da
salinidade (Sharp e Neff, 1979). E sabido que em populagdes da
América do Norte ocorre migracdo sazonal para as dguas mais
profundas durante o inverno, comportamento que protege estes
animais das dguas superficiais que apresenfam temperaturas muito
baixas (Fotheringham, 1975). Também ocorre segregagdo sexual
causada por essa migracdo diferencial entre os sexos (Lowery e Nelson,

1988). Diferentemente de outros hermitdes como Pagurus bernhardus,
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um osmoconformador (Shumway, 1978), que pela concha regula
melhor a osmolalidade da hemolinfa e o teor de dgua nos tecidos do
que quando desprovido desta, C. vittatus ndo apresenta resposta
osmoética diferente dentro ou fora da concha, diante da flutuacdo da
salinidade externa (Sabourin e Stickle, 1980). Young (1979) e Sharp e Neff
(1980) demonstram que populagdes de C. vittatus de regides distintas, o
estudrio de North Inlet, Estados Unidos e a Costa do Golfo do México,
apresentam as  respostas  osmorregulatérias  semelhantes e
correspondem ao padrdo de crustdceos eurialinos, hiperreguladores em

meio diluido.

C. vittatus hiper-osmorregula bem sua hemolinfa em meios diluidos
de 5, 10 e 15 %S, (575 mOsm/kg de H20, 641 mOsm/kg de HxO, 645
mOsm/kg de H.0 respectivamente), acima de 15 %.S hd o aumento na
osmolalidade da hemolinfa de acordo com o aumento da salinidade
do meio externo, apresenta fraco poder osmorregulatério. Até a
salinidade de 50 %.S a hemolinfa de C. vittatus encontra-se levemente

hiperosmética em relacdo ao meio externo (Sharp e Neff, 1980).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que Aegla

franca (Schimitt, 1942) é capaz de sobreviver em dgua do mar a 25%e. S,
e ainda, se comporta como um hiperregulador em salinidades até essa
concenfragcdo (Faria et al, 2010). Clibanarius vittatus (Bosc) um
hiperregulador, capacidade osmorregulatéria  semelhante & de
espécies de brachyuros hiperreguladores (Young, 1979, Sabourin e
Stickle, 1980). Buscando os subsidios morfoldgicos da capacidade de
regulacdo anisosmdtica extracelular j&@ conhecida para fortes e fracos
hiperreguladores, investigamos aqui a arquitetura das brénquias e a
ultraestrutura do epitélio branquial em Aegla franca e Clibanarius
vittatus. Objetivamos gerar conhecimento para a discussédo e
compreensdo das estratégias adaptativas funcionais que permitiram a
ocupacdo de meio diluido pelos crustGceos decdpodes anomuros, d
partir de informagdes sobre o fipo de brénquia e a ultraestrutura das
células ion-transportadoras nessas duas espécies de Anomura.
3.2 Objetivos especificos
e Caracterizar as bradnquias em tricobrédnquia, dendrobrédnquia ou
flobr@nquia e averiguar a localizacdo da sua insercdo em cada

espécie.

e Identificar os epitélios ion-transportadores pela técnica de

coloracdo por prata.
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Caracterizar detalhadamente a arquitetura superficial e sua

organizagcdo por meio de microscopia eletrénica de varredura.

Caracterizar a arquitetura do epitélio branquial por microscopia

de luz.

Proporcionar uma descri¢do ultraestrural minuciosa das células do
epitélio branquial responsavel pela iono-osmorregulacdo por

microscopia eletrénica de transmissdo.

Comparar a ultraestrutura dessas células em animais aclimatados
a meio salino diferente daquele do habitat usual com a de

animais mantidos no seu meio normal.
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4. Material e Métodos

4.1 Coleta e manutencao
As coletas de Aegla franca e Clibanarius vittatus foram realizadas

com a autorizagdo do IBAMA (licenca 18559-1, Registro 3594969)
respectivamente no municipio de Claraval, MG, Fazenda Barro Preto,
20018’ 47" Se 470 16' 37" O, e no Mangue do Aracd, 23048’ 55" S e 450
24' 29" O, localizado no Canal de Sdo Sebastido, litoral norte de Sao

Paulo, respectivamente.

As coletas de Aegla franca foram redlizadas no periodo de
janeiro a maio de 2009. Os aeglideos foram capturados em um
pequeno riacho (Figura 6) debaixo das pedras utilizando-se peneiras.
Foram coletados cerca de 15 animais, de aproximadamente 3 a 4 cm
de comprimento. O fransporte até o laboratério foi realizado em galdes
de 30 | contendo agua do local da coleta, arejados com bombas a
pilha. No Laboratério de Fisiologia de Crustdceos, do Departamento de
Biologia, da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letfras de Ribeirdo Preto
(FFCLRP-USP), os animais foram depositados em tanques pldsticos
contendo aproximadamente 60 | de dgua de mina (grupo controle),
aerada continuamente. Foram alimentados a cada 2 dias com carne
bovina e pequenos pedacos de cenoura. Num segundo momento
outros exemplares foram fransferidos para dgua salgada a 25 %S

(grupo experimental) e tratados da mesma maneira.
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Figura 6. Foto de tfrecho tipico do riacho na Fazenda Barro Preto, municipio de

Claraval (MG), local onde foi coletado Aegla franca.

As coletas de C. vittatus foram realizadas no periodo de fevereiro
a margo de 2010. Os hermitdes foram capturados manualmente
durante os periodos de maré baixa (Figura 7). Foram coletados cerca
de 20 animais e estes foram transportados até o Laboratério de
Fisiologia de Crustdceos, do Departamento de Biologia, da Faculdade
de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP-USP). Os animais
foram depositados em tanques pldsticos contendo aproximadamente
60 | de agua do mar 35 %S (grupo controle), trazidos do local de coleta,
aerada continuamente, sendo alimentados a cada 2 dias com carne
bovina. Apés aclimatagdo por 3 dias, foram fixados para andlise, e os
exemplares do grupo experimental foram transferidos para dgua do mar
diluido (15 %eS)., onde permaneceram por 10 dias e tratados da mesma

maneira.
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Figura 7. Foto do mangue do Aragd durante maré baixa, no Canal de Sdo Sebastido,
litoral norte de S&o Paulo, local onde foi coletado Clibanarius vittatus.

Primeiramente os espécimes de Aegla franca e Clibanarius
vittatus foram visualizados em lupa a fim de se conhecer e obter uma
nocdo geral da organizagdo das branquias.

4.2 Coloragdo por prata

Tanto A. franca quanto C. vittatus advindos diretamente da dgua
de seus respectivos ambientes de coleta foram corados com nitrato
prata antes de se avaliar a micro- e a ultraestrutura das brdnquias de
ambas as espécies. Utilizada para localizar e identificar rapidamente
epitélios que realizam fransporte idnico, essa técnica escurece
seletivamente as dreas de superficie que sdo permedveis ao cloreto e
onde se depositam fons de prata. Tais dreas sGo muitas vezes os proprios
sitios de transporte idnico (Koch, 1934). Os ions de cloreto ao longo do

epitélio do animal se combinam com os ions de prata, de uma solugdo
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de AgNOs3, e forma AgCls. O revelador fotogrdfico reage com os sais de

prata enegrecendo a regido.

Espécimes intactos de ambas as espécies foram lavadas por 5
minutos em dgua destilada para remover ions, ficaram submersos por 10
minutos em solugcdo 0,05% de AgNQOs, e, submersos por 5 minutos em
revelador Kodak Dektol. Por fim foram lavados novamente em dgua

destilada.

Retirou-se a carapaca dorsal de ambas as espécies e as
brénquias foram analisadas e fotografadas em Lupa Leica MZ 16
acoplado a uma cdmera Leica DFC 500, usando software IM 50 Versdo
5 Release 247 no Laboratério de Entomologia da Faculdade de Filosofia
Ciéncias e Lefras de Ribeirdo Preto, Universidade de SGo Paulo.

4.3 Microscopia de varredura

Foi utilizada a microscopia de varredura com o intuito de se
proporcionar uma visuadlizagdo geral e também detalhada da
arquitetura de superficie e da organizacdo das branquias de Aegla
franca e Clibanarius vittatus.

4.4 Preparagdo das branquias para microscopia de varredura

Para A. franca foi preparada uma solucdo fixadora primdria, de
pressdo osmdtica efetiva (POE) de 485 mOsm/kg de H20, composta de
KCI 5 mM, MgCl2 1 mM, CaClz 1 mM, NaCl 19,3 mM, glutaraldeido 300

mM e p-formaldeido 200 mM, tamponada com cacodilato de sédio
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100 mM. Também foi preparada uma solucdo estoque em
concentracdo dupla contendo KCI 10 mM, MgCl22 mM, CaCl, 2 mM e
NaCl 270 mM, tamponada com cacodilato de sédio 200 mM, para
compor a solugdo de lavagem e o fixador secunddrio (POE = 970

mOsm/kg de H20). O pH foi ajustado a 7,4 para todas as solucoes.

Para a solucdo de lavagem, a solugdo estoque (2x) foi diluida 1:1
com agua destilada. Para obter o fixador secunddrio a solugc@o estoque

(2x) foi diluida 1:1 com tetréxido de ésmio 2% em dgua destilada.

Os espécimes a serem examinados permaneceram em gelo
picado por aproximadamente 1 h a fim de anestesid-los. Foi retirada a
carapaga dorsal e dissecados o conjunto de brénquias do quarto
pereidépodo, ou seja, uma artrobrénquia anterior, uma pleurobrdnquia e
uma artrobrénquia posterior, apenas do lado direito. Foi retirado
também todo o conjunto branquial do lado esquerdo do animal. A
disseccado foi realizada super-perfundindo constantemente as branquias
com o fixador primdrio sob placa de Petri preenchida com parafina

sobre gelo picado.

As bré@nquias foram fixadas por 1 h a 4 °C em fixador primdrio, e
em seguida foram lavadas sobre gelo por trés vezes, por 5 min cada em
solucdo de Ilavagem. Na fixacdo secunddria, as branquias

permaneceram imersas durante 1 h em recipientes sobre gelo contendo

35



o fixador secunddrio (tetroxido de désmio a 1 % em tampdo cacodilato

1510

Durante a desidratacdo, as brénquias passaram em etanol a 50,
70 e 95 % durante 10 min cada, e duas vezes em etanol a 100 % durante
15 min cada. A desidratagcdo em aparelhno de ponto critico de
secagem com diéxido de carbono liquido e o recobrimento com ouro-
palddio por 120 s foram realizados no Laboratério de Microscopia

Eletrénica da UNESP em Jaboticabal.

Os procedimentos para Clibanarius vittatus foram os mesmos,
porém a solucdo fixadora primdria preparada foi de POE de 1200
mOsm/kg de H2O, composta de KCI 15 mM, MgCl, 25 mM, CaClz 15 mM,
NaCl 210 mM, glutaraldeido 350 mM e p-formaldeido 200 mM,
tamponada com cacodilato de sédio 100 mM. Também foi preparada
uma solucdo estoque de concentracdo dupla contendo KCI 30 mM,
MgCl, 50 mM, CaCl, 30 mM e NaCl 420 mM, tamponada com
cacodilato de sédio 200 mM, para compor a solucdo de lavagem e o
fixador secunddrio (POE = 2400 mOsm/kg de H20). Foram dissecados
uma cdmara branquial inteira e a 8¢, 92 e 1342 branquias.

4.5 Andlise ao microscépio eletrénico de varredura

As andlises das brénquias de Aegla franca foram realizadas no
Laboratério de Microscopia Eletrénica de Varredura, do Departamento
de Quimica da FFCLRP-USP, empregando-se um microscopio de

varredura Zeiss, modelo EVO 50, em alto vdcuo a 10- torr.
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As andlises das branquias de C. vittatus foram realizadas no
microscépio de varredura Zeiss, em alto vacuo a 10 forr, no Laboratério
de Patologia Cardiaca do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina de RibeirGo Preto.

4.6 Preparagdo das branquias para microscopia eletrénica de
transmissao

4.6.1 Grupos controle (A. franca em dagua doce / C. vittatus em 35 %,S)
Foram preparados um fixador primdrio, (POEa.franca = 485 mOsm/kg

de H20; POEc.vittatus=1200 mOsm/kg de H20O) e uma solugdo tampdo
estoque em concentragdo dupla (POEafanca = 970 mOsm/kg de H20;
POEc.vittatus=2400 mOsm/kg de H20) para a solucdo de lavagem e o

fixador secunddrio.

As concentracdes dos sais, aldeidos e tampdo foram as mesmas
utilizadas para as solugdes fixadoras na microscopia eletrénica de
varredura de ambas as espécies (ver secdo 3.4). O pH das solucoes
foram ajustados a 7.,4.

4.6.2 Grupos experimentais (A. franca em 25 %o0S/ C. vittatus em 15 %.S)

O fixador primdrio para Aegla franca aclimatado em dgua a 25
%0S, POEa franca = 800 mOsm/kg de H2O, continha KCI 10 mM, MgCl; 2
mM, CaCl, 2 mM, NaCl 180 mM, Glutaraldeido 300 mM e P-formaldeido
200 mM tamponado com 100 mM de cacodilato de sédio. Para C.
vittatus aclimatado em dgua do mar diluida em 15 %oS, POEc.vittatus=700

mOsm/kg de H20 o fixador continha, KCI 10 mM, MgCl, 20 mM, CaCl2 10
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mM, NaCl 75 mM, Glutaraldeido 350 mM e P-formaldeido 200 mM
tamponado com 100 mM de cacodilato de sédio. O pH das solucdes foi

ajustado a 7.4.

A solu¢do tampdo estoque (2x) de Aegla franca, POEa fanca = 800
mOsm/kg de H20, continha o dobro da concentracdo dos sais acima
citados adicionado 630 mM de NaCl e tampdo cacodilato de sédio 200
mM. Para C. vittatus (2x), POEc.vittatuis=700 mOsm/kg de H20, continha o
dobro da concentracdo dos sais acima citados adicionado 300 mM de

NaCl e tampdo cacodilato de sédio 200 mM.

Para preparacdo da solugdo de lavagem, a solucdo tampdo
estoque (2x) foi diluida 1:1 com dgua destilada. Para preparar o fixador
secunddrio a solugdo tampdo estoque (2x) foi diluida 1:1 com tetréxido
de 6smio a 2 % em dgua destilada. Em todas as solugcdes o pH também

foi ajustado a 7,4.

Para anestesiar os espécimes estes permaneceram em gelo
picado por 3 min antes de ser realizada a dissecgdo. Em A. franca a
carapaca dorsal foi retirada e foi dissecado o conjunto de brédnquias do
segundo e do quarto pereidpodo, ou seja, duas artrobranquias
anteriores, duas pleurobré@nquias e duas artrobrédnquias posteriores, sob
placa de Petri preenchida com parafina sobre gelo. Em C. vittatus
foram dissecados as 8g, 92 e 132 brédnquias. As conchas foram

primeiramente trincadas utilizando-se uma morsa e dessa forma os
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animais eram retirados. A disseccdo inicial foi feita rapidamente,
superfundindo as branquias com fixador primdrio.
4.6.3 Fixagdo primdria, lavagem e fixagdo secunddaria

As branquias foram fixadas por 1 h € 30 min a 4 °C em fixador
primario, em seguida foram lavadas sobre gelo por trés vezes, por 5 min
cada em solucdo de lavagem. Na fixagcdo secunddria, as brénquias
permaneceram imersas durante 1 h em recipientes sobre gelo contendo

o fixador secunddrio (tetréxido de ésmio 1% em tampdo).

4.6.4 Desidratagao, infiltragdo e inclusGo em resina
As branquias foram desidratadas em etanol a 50, 70 e 95%

durante 10 min cada, e, duas vezes em etanol a 100% durante 15 min
cada. Em seguida, permaneceram em solugdo de fransicdo altamente
miscivel com a resina epdxi Araldite 502, o é6xido de propileno, por duas

vezes durante 15 min cada em temperatura ambiente.

Para infiltragcdo as branquias foram submersas em uma mistura de
oxido de propileno e resina epdxi Araldite 502 (Pelco) para microscopia
eletrébnica de ftfransmissédo, na propor¢cdo 1:1, durante 1 h em
temperatura ambiente. Em seguida, metade do volume foi substituido
por resina pura, na proporcdo Araldite 2: dxido de propileno 1. Os
recipientes contendo a resina e as brédnquias permaneceram em um

misturador giratério durante 8 h.
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As branquias foram incubadas em resina pura durante 1 h em
estufa a 45 oC e transferidas para resina nova em formas de borracha
de silicone com rétulos individuais. As brédnquias foram orientadas de
forma que pudessem ser seccionadas em diversas orientacdes
principalmente frdnsversol e longitudinal a seu eixo longo. Por fim, a

resina foi polimerizada por 3 dias em estufa a 60 °C.

4.7 Microtomia
Os blocos de resina polimerizada foram aparados manualmente

com uma gilete e seccionados em um ultramicrétomo Sorval Porter-
Blum MT2-B com navalhas de vidro. Os cortes a 400 nm foram
transferidos para I&dminas de microscopio e corados com azul de
metileno e azul de toluidina a 1%, ambos em borato de sédio aquoso a

1%, em chama de lamparina.

Os cortes de A. franca foram analisados em um microscopio Leica
DM 5000 acoplado a uma cdmera digital Leica DFD 300FX no
Laboratdrio de Histologia da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto, USP. Foi utilizado o software Leica Qwin para realizacdo
das medidas. Os cortes de C. vittatus foram analisados em um
microscoépio Leica DM 5500 acoplado a uma cdmera digital Leica DFC
425. O Software utilizado para readlizacdo das medidas foi o Leica

Application Suite Version 3.3.0 em nosso laboratdrio.
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4.8 Uliramicrotomia
Os cortes finos, de 60 nm de espessura, foram feitos com navalha

de diamante no ultramicrétomo Leica Reichert Ultracut S e recolhidos
sobre telas de cobre de malha de 300 nm. As telas foram contrastadas
com acetato de uranila aquoso 1% por 15 min e citrato de chumbo 2%
(Reynolds, 1963) por 10 min.

Parte do material de Aegla franca foi examinado em um
microscépio eletrénico JEOL JEM 1010 a uma voltagem acelerante de
100 kV (Laboratério de Microscopia Eletrénica, UNESP, Jaboticabal), e
parte foi examinado um microscoépio eletrénico JEOL JEM 1110 a uma
voltagem acelerante de 100 kV (Laboratério de Microscopia da FMRP).

A observacdo do material de C. vittatus foi realizado no
microscopio eletrénico ZEISS EM 109 a uma voltagem acelerante de 80
kV, acoplado & uma cdmera Olympus VELETA TEM CCD, Software iTEM
5.1 do Laboratério de Patologia Cardiaca do Departamento de

Patologia da FMRP.
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5. Resultados

5.1 Organizagdo geral das branquias de Aegla franca
A cAmara branquial de Aegla franca estd localizada dorsalmente

e lateraimente embaixo da carapaca mediana e dos branquiostegitos
no cefalotérax do animal (Figura 8). As branquias se orientam da regido
posterior para a anterior, provavelmente otimizando o contato da
superficie com a dgua. Os representantes dessa familia nadam em

senfido anterior-posterior, sendo que o fluxo da dgua que entra na

cdmara branquial se dd no sentido posterior-anterior (Figura 9 A e B).

« B

Figura 8. A) Fotografia de Aegla franca em vista frontal. Reparar nas extensdes laterais
dorsais do branquiostegito (setas) que alojam as branquias. B) Fotografia de A. franca
apds remogdo do branquiostegito esquerdo ilustrando a regido da cdmara branquial
do lado esquerdo e as suas tricobranquias.

42



Anterior

<

Figura 9. A) Fotomicrografia do cefalotérax de A. franca apds a retirada de
branquiostegitos laterais, mostrando a disposicdo e a bilateridade das branquias. 22 p,
32 p e 42 p representam respectivamente os 22, 32 e 42 pereidépodos. B) Fotomicrografia
da cdmara branquial direita de A. franca. Percebe-se que os filamentos das
tricobranquias se orienta da regido posterior para a anterior, 0 que aparentemente
ofimiza o contato da dgua dom a superficie da branquia, devido ao sentido do fluxo
da dgua pela cdmara branquial (setas). C) Fotomicrografia de tricobranquias recém
dissecadas de um mesmo individuo, em placa de Petri com dgua. A pleurobranquia
(Pleu) e a artrobrénquia (Art) apresentam o mesmo arranjo bdsico, porém hd nitida
diferenca em tamanho.D) Fotomicrografia da placa pleural direita de A. franca
mostrando a localizagdo das insergdes das branquias j& removidas. (a) inser¢do de 2
artrobrénquias do 12 pereiépodo, (b) insergcdo de 2 artrobrédnquia do 22 pereidépodo,
(c) inser¢cdo de pleurobranquia do 22 pereidpodo, (d) inser¢do de 2 artrobrénquias do
32 pereidpodo. (e) inser¢cdo de pleurobranquia do 32 pereidépodo, (f) insercdo de 2
artrobranquias do 42 pereidépodo, (g) inser¢cdo de pleurobranquia do 42 pereidépodo,
(h) insercdo de 1 pleurobrénquia do 52 pereidépodo. A inser¢do da primeira branquia

do 32 maxilipede ndo esta visivel.
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Aegla franca possui 26 brénquias, dispostas nas duas cadmaras
branquiais, isto €, 13 pares de branquias. A primeira € uma artrobrénquia
inserida no terceiro maxilipede. O primeiro pereidpodo possui duas
arfrobrénquias arranjadas serialmente, sendo a mais anterior menor que
a mais posterior. O segundo, terceiro e quarto pereidpodos possuem
uma artrobr@nquia anterior, uma pequena pleurobrdnquia e uma
artrobrénquia posterior, sendo que a pleurobrénquia sai de uma
abertura oval na placa pleural. O quinto pereidépodo sustenta apenas

uma pequena pleurobranquia (Figura 9 C e D).

Cada brénquia possui uma base de inser¢cdo no corpo do animal
da qual sai o eixo branquial. A base da brénquia € inserida a parede do
corpo do animal e os filamentos se apresentam livres dentro de toda a
cdmara branquial. Dessa forma, os filamentos ficam orienfados em
sentido posterior para anterior, o que permite contato direto de todo o
flamento com a dgua que enfra na cdmara branquial em sentido
posterior-anterior (Figura 10). Os filamentos branquiais que se originam
do eixo branquial, sdo longos e parecem dedos que se projetam

radialmente em forma de leque (Figura 9 D, Figura 11 e Figura 13).
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Figura 10. Microscopia eletrénicade varredura da cdmara branquial esquerda
ilustrando a disposicdo das tricobrénquias de Aegla franca.A) Posicionamento das
tricobrénquias de acordo com os pereidpodos. Barra de escala = 0,8 mm. B) Detalhe

das bases das brédnquias inseridas, saindo da placa pleural. Barra de escala = 340 um.
Cada branquia apresenta a base do eixo branquial inserido na
pleura lateral do corpo do animal e de onde se originam os filamentos

branquiais (Figura 11 B e C). Nessa regido do eixo a cuticula ndo se
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apresenta de forma lisa e uniforme como no filamento, ela possui um
aspecto laminado (Figura 11 C). Internamente, € nessa regido que se
encontram os canais do eixo branquial, por onde percorre hemolinfa, e

que se ramificam e adentram os flamentos branquiais (Figura 13).

Os filamentos branquiais sdo tubulares e ovais. Aparentemente,
na parte préxima, junto ao eixo, a parede do flamento é mais rigida, ou
por causa da cuticula ou pela espessura do epitélio, j& que ocorre uma
nitida regido de fransicdo no filamento em torno de 1,5 a 2,0 mm da sua

insercdo no eixo (Figura 11 D).

O comprimento dos filamentos & varidvel, e varia ainda com o
tamanho e tipo de brénquia e com o tamanho do animal. No entanto,
pode-se perceber que em cada brénquia individual, tanfo em
pleurobrénquia quanto em artrobrénquia, existem filamentos mais curtos
externos e filamentos mais alongados internamente na branquia (Figura
11 A e B e Figura 12). Nota-se a presenca de protuberdncias semi-
esféricas nas bases dos filamentos externos curtos (Figura 14 A e B),
aparentemente ausentes dos filamentos internos longos (Figura 14 C).
De uma maneira geral, essas mesmas estruturas semi-esféricas também
estdo presentes no eixo branquial, como também na placa pleural na
c@mara branquial. Elas medem em forno de 46 um de diGmetro e se

caracterizam por apresentar uma Unica abertura lateral (Figura 15).
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Figura 11. Microscopia eletrdnica de varedura de artrobrénquia do 42 pereiépodo de
Aegla franca. A) Regido da inser¢do (ins) da brénquia no animal. Note que os
flamentos saem radialmente do eixo branquial, parecedo dedos. Barra de escala =
715 um. B) Detalhe dos filamentos ou tricons da brénquia. Observe que hd filamentos
externos mais curtos (linha vermelha) e filamentos intfernos mais compridos (linha
amarela), e que ambos originam da base da brénquia no eixo branquial. Barra de
escala = 555 ym.C) Detalhe da origem dos filamentos no eixo branquial no qual
alojam-se delicadas estruturas arredondadas (setas), alguma colapsadas. A cuticula
no eixo branquial apresenta aspecto laminado. Barra de escala = 72 ym. D) Detalhe
da regido de transicdo do filamento entre a regido proximal lisa e a por¢do distal
enrugada. A transicdo do aspecto liso para rugoso do filamento € bem demarcado

(*).Barra de escala = 158 ym.

Figura 12. Vista em microscopia eletronica de varredura de pleurobrénquia do 4e
pereidpodo de A. franca. Também é formada por um eixo branquial na base da
branquia, da qual saem os filmentos ou tricons. Ha filamentos externos (linha vermelhal)
mais curtos e filamentos internos (linha amarela) mais alongados. Barra de escala = 790

um.
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Figura 13. A) Desenho de artrobr@nquia anterior do segundo pereiépodo de A.
platensis. B) Desenho da brénquia seccionada fransversalmente (transecto indicado
pela seta em A). A linha tracejada indica a drea do eixo branquial (Martin e Abele,

1988).

O filamento branquial é revestido externamente pela cuticula fina
logo abaixo da qual se enconfram as células pilares que o revestem

internamente (Figura 16 A). As células pilares estdo organizadas de
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forma que suas franjas apicais sustentam a cuticula e formam um

labirinto de lacunas laterais por onde percorre hemolinfa oriunda dos

canais centrais do filamento (Figura 16 B).

Figura 14. Microscopia eletrénica de varredura mostrando parte do conjunto
branquial. A) Detaque da base dos filamentos externos curtos inserindo na placa
pleural. H& a presengca de numerosas estruturas semi-esféricas (*). Barra de escala =
114 ym. B) Detalhe das extremidades dos filamentos externos mais curtos. Note a
presenca de estruturas semi-esféricas anexadas nos filamentos. Barra de escala = 85
um. C) Detalhe das extremidades dos filamentos internos mais longos. Aparentemente
a superficie desses filamentos € menos rugosa do que dos flamentos externos, e as

estruturas circulares est@o ausentes. Barra de escala = 85 um.

Figura 15. Microscopia eletrénica de varredura mostrando a estrutura semi-esférica do

filamento braquial ampliada, e sua abertura em detalhe. Barra de escala =15 um.
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Figura 16. Vista em microscopia eletronica de varredura de artrobrénquia anterior do
4e pereiépodo de A. franca, mostrando os tricons internamente logo abaixo da
cuticula. A) Cuticula (c), eixo branquial (eb). Barra de escala = 153 ym. B) Abaixo da
cuticula estdo as células pilares (p) que sustentam as laculas por onde também
percorre a hemolinfa (h) nos flamentos. H& a presenca de alguns hemdcitos (seta).
N&o é possivel observar a parte interna do filamento contendo os canais centrais
(aferente e eferente), pois o epitélio formado pelas bases das células pilares e IGmina

basal o recobre. Barra de escala = 33 um.
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5.2 Coloragado por prata
A coloragdo com nitrato de prata mostrou que as branquias de

A.franca ndo sdo funcionalmente homogéneas (Figura 17). Ha&
diferencas marcantes na deposicdo de cloreto de prata entre cada
uma das brénquias e em uma mesma brdnquia. Essa técnica mostrou
que apenas a regido mais dorsal das artrobrénquias transporta cloreto
(Figura 17 A e C), enguanto que todos os filamentos das
pleurobrénquias estdo relacionados com o processo de transporte

idnico (Figura 17 B).
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Figura 17. Fotomicrografia do cefalotérax sem a carapaga e os braquiostegitos laterais
de A. franca apds tratamento com AgNO3s mostrando as brédnquias e evidenciando os
flamentos branquiais (acinzentados) que apresentam transporte idnico. (A, B, C)
Conjunto branquial do 4o. pereidpodo. A) Artrobrdnquia anterior do quarto
pereiépodo. B) Pleurobranquia do quarto pereiépodo. C) Artrobrénquia posterior do
quarto pereidpodo.
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5.3 Microanatomia interna dos filamentos de A. franca
Cada filamento branquial deriva individualmente do eixo

branquial. De maneira geral, internamente, o epitélio do septo axial se
estende ao longo de todo o filamento, dividindo-o internamente em
dois canais, aferente dorsalmente, e o eferente ventralmente (Figura
18). Ambos os canais sdo revestidos por um epitélio simples que consiste
das franjas apicais das células pilares envolto por uma fina cuticula (=1
um de espessura), de fdcil visualizacdo nos cortes transversais dos
flamentos (Figuras 19, 20 e 21). A organizacdo geral do epitélio ndo

varia entre os filamentos externos menores e os internos maiores.

B
sep’fum\ lacunge
NG
nephrocytes

basic trichobranchiate

Figura 18. Esquema que relata morfologia interna de fricobrénquia em plano
longitudinal (A) e transversal (B). O tecido que forma o septo é colocado em preto.

Nefrécitos beirando estdo em pontilhado (Taylor e Taylor, 1992).

Nas artrobrénquias, as células do epitélio que revestem o
flamento logo abaixo da cuticula, sdo as células pilares. O septo que
divide o filamento internamente em dois canais assimétricos, aferente
menor dorsal e o eferente maior ventral, também se estende pelas
laterais dentro desses canais. Porém, esta extensdo do septo sobre qual
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se inserem as células pilares ndo reveste completamente nos pdlos
dorsal e ventral do filamento (Figura 19 A e B). Nas regides laterais as
células pilares se organizam de forma que projetam suas abas apicais
lateralmente até encontrar com as abas apicais das células adjacentes.
Essas projecoes sdo expansdes apicais das células pilares. Os pericdrios
das células pilares se projetam em direcdo ao IUmem do filamento e se
encontram com a extens@o lateral anelar do septo que contorna as
laterais do canal aferente e principalmente do canal eferente. Essa
arquitetura forma lacunas laterais entre os pericdrios das células pilares
ao longo do filamento, por onde hd a passagem de hemolinfa (Figura

19).

Observa-se nos cortes transversais que a drea do canal eferente é
maior que o canal aferente e ainda, a extensdo do septo se estende
muito mais para as laterais do canal eferente do que para o canal
aferente (Figura 19 B). Nos pdlos dorsal e ventral do filamento respectivo
a ambos os canais, ndo hd continuidade da expansdo do septo, desse
modo ndo hd as lacunas por onde percorre hemolinfa nesses pdlos. H&
apenas a confinuidade do epitélio simples, subjacente & cuticula, que

vem das laterais do filamento.

Nos cortes longitudinais dos flamentos das artrobrénquias (Figura
19 C) visualiza-se nitidamente o epitélio simples lateral composto de
células pilares e suas abas que vao de enconfro com as abas das

células adjacentes. A regido dos pericdrios projeta em diregdo ao eixo
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axial do septo formando as lacunas laterais (Figura 19 C). E possivel
observar que o septo que separa o canal aferente do eferente é
continuo por todo o filamento internamente, o que impede a passagem

de hemolinfa entre ambos os canais no meio do flamento (Figura 19 C).

ME

Ven |

Figura 19. Filamentos de artrobranquia do 42 pereiépodo de Aegla franca mantido em
agua do meio de coleta (dgua doce). A) Em secgdo transversal os filamentos sGo
circulares a ovalados constituidos de um fino epitélio logo abaixo da cuticula. (ME)
meio externo. Barra de escala = 105 um. B) Detalhe de corte fransversal. O septo (s)
divide o espaco por onde passa a hemolinfa em canal aferente (Ca) na regido dorsal
e canal eferente (Ce) na regido ventral do filamento. O epitélio do filamento, logo
abaixo da cuticula, é constituido lateralmente de células pilares (p) cujas abas laterais
se projetam e enconfram as de outras células pilares adjacentes. O pericdrio das
células pilares se insere na extensdo do septo (setas) que contorna particularmente as
laterais do canal eferente. Esta conformagdo cria lacunas laterais (h) entre as bases
das células pilares por onde também percorre hemolinfa. A extensdo do septo ndo
alcanca os extremos dorsal e ventral do flamento, nessas regides os pericarios das
células pilares ndo se projeta para o lumen do canal e, portanto ndo hd lacunas. Barra
de escala = 25 um. C) Em corte longitudinal é possivel observar que o septo (s) €
continuo por todo o interior do filamento. (p) células pilares, (h) lacuna onde percorre
hemolinfa, (setas) extensdo do septo. Barra de escala = 2,6 ym.
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Nas pleurobrénquias a organizagdo da arquitetura interna do
flamento préximos as exiremidades é ligeiramente diferente das
arfrobrénquias. Lateralmente hd a presenca de células pilares logo
abaixo da cuticula, que expandem suas abas laterais até encontrar
com as de células adjacentes. A regido dos pericdrios vai de encontro
com as expansoes laterais do septo, formando lacunas laterais por onde
percorre hemolinfa (Figura 20 A). H& um septo continuo que se estende
ao longo de todo o filamento internamente dividindo o canal central
em aferente e eferente ambos simétricos (Figura 20 A e B), sendo que a
extensdo do septo vai simetricamente em direcdo a ambos os canais e
aparenta ser mais espesso do que a extensdo do septo descrito nas
artrobranquias (Figura 20 B). Ainda, hd a presenca de canais laterais
enfre os canais aferente e eferente, delimitados pelo septo e pelos
pericdrios das células pilares dessa regido lateral (Figura 20 B). A medida
que se aproxima a parte distal, a organizacdo da arquitetura interna
dos flamentos das pleurobranquias se tornam exatamente iguais as das

artrobrénquias (Figura20 C e D) .
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Figura 20. Filamentos de pleurobrénquias do 4¢ pereiépodo de Aegla franca mantido
em dgua do meio de coleta (dgua doce). A) Seccdo transversal dos filamentos
proximo & extremidade. Também sdo circulares a ovalados, porém a organizagdo
interna do epitélio se apresenta diferenciada dos filamentos de artrobrénquia. Barra
de escala = 108 uym. B) Detalhe de corte transversal. Além das lacunas por onde
percorre a hemolinfa (h) formada pelas bases das células pilares (p). hd a presenca de
dois espacgos nas laterais do septo (s). entre os canais aferente (Ca) e eferente (Ce).
Esses espagos constituem os canais laterais (cl). Barra de escala = 34 ym. C) Seccgdo
transversal dos filamentos proximos ao eixo branquial. Sua organizacdo interna se
assemelha aos filamentos de artrobrdnquia. Barra de escala = 102 um. D) Detalhe de
corte, (setas) extensdo do septo. Barra de escala = 68 um. E) Corte longitudinal dos
filamentos. Os canais laterais ndo estdo visiveis neste corte longitudinal. Barra de

escala =55 ym.
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5.4 Ultraestrutura das células epiteliais dos filamentos branquiais de
Aegla franca

Como a coloragdo com nitrato de prata mostrou que todos os
flamentos das pleurobrénquias estdo relacionados com o processo de
transporfe idnico, a andlise da ultraestrutura foi focada apenas nos

filamentos das pleurobré&nquias.

A ulfraestrutura apresentada pelas células pilares que compdem
o epitélio branquial remete de modo geral a células que realizam
transporte idnico (Figura 21). A espessura da cuticula é cerca de 534 +
45 nm, n=4. As células pilares na regido lateral do epitélio flamentar
formam as lacunas laterais e tém espessura de aproximadamente 4,2
0.4 um (n=12) (Figura 22 A e B). Essas células apresentam expansoes
laterais da regido apical, as franjas, que se conectam com as franjas de
outras células pilares adjacentes por meio de juncdes intercelulares
especializadas (Figura 22 A). A regido do pericdrio basal da célula pilar
se projeta e alcanca a expansdo anelar lateral do septo, formando as
lacunas laterais por onde percorre hemolinfa (Figura 22 A e B). Essa
extens@o do septo ndo é densa e ndo apresenta estruturas celulares
relacionadas com fransporte ativo (Figura 22 B). As células pilares sGo
caracterizadas por evaginacdes citoplasmdaticas da membrana apical,
logo abaixo da cuticula e, invaginagdes de membrana no lado basal,
ds quais estdo intimamente associadas mitocéndrias (Figura 22 C). Estas
bombas mitocondricis em vdrios momentos se apresentaram

organizadas em paralelo com as invaginagdes delimitando foda a sua
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superficie (Figura 23). Na regido basal da célula pilar as invaginacoes de
membrana apresentam 1,8 + 0,3 um (n = 12) de comprimento (Figura 24
B), as quais estdo associadas as mitocondrias, e adentram no citosol de
forma a alcangar a regido apical da célula, préximo ds evaginacoes
apicais (Figura 24 C, Figura 21). Essas invaginagcdes apresentam a
mesma largura (=28 nm) e sua desembocadura se dd nas lacunas
laterais onde percorre hemolinfa. A membrana basal € separada da
hemolinfa pela presenca de uma delicada I&Gmina basal (Figura 21,
Figura 22 C, Figura 23 A, Figura 24 A e B). No entanto este padrdo de
riqueza de estruturas celulares ndo é continuo em todo o epitélio
flamentar. Em algumas regides do epitélio logo abaixo da cuticula, as
células se apresentaram mais densas e mais ricas em estruturas celulares

(Figura 21).
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Figura 21. Eletronmicrografia de célula pilar de epitélio de pleurobrénquia de A. franca

mantido em meio natural, dgua doce. Na membrana basal, na regido do corpo da

célula pilar, a célula vai de encontro com a expansdo lateral do septo formando a
lacuna por onde percorre hemolinfa (h). No lado apical a membrana forma as
evaginagdes apicais (ea) e forma o espago subcuticular (es) abaixo da cuticula (c).
H& algumas invaginagdes basais (ib) no ombro da célula e junto a elas algumas

mitocdndrias. Ha jungdes (js) entre células adjacentes. Barra de escala = 2 um.
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Figura 22. Eletronmicrografia de epitélio de pleurobranquia de Aegla franca mantido

em meio natural, dgua doce. A) Transecto da regido da unido entre células pilares e
septo (s). As franjas das células pilares se conectam com as células pilares adjacentes
por meio de juncdes, (js) jungdes septadas. O pericdrio basal da célula pilar alcanga a
extensdo anelar lateral do septo, formando as lacunas por onde percorre hemolinfa
(h). (C) Cuticula, (me) meio externo. Barra de escala = 4 um. B) Regido do pericério da
célula pilar e as abas apicais laterais abaixo da cuticula. Encontro (seta) da célula
pilar com a extensdo do septo (es), formando as lacunas por onde percorre a
hemolinfa. Barra de escala = 3 ym. C) Detalhe da ‘aba’ da célula pilar, que é rica em
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estruturas celulares. Ocorre invaginagdes da membrana basal (ib), associadas &
mitocodrias (m), e, evaginagoes da membrana apical (ea). As setas indicam a saida
de fons pela membrana basal para a hemolinfa, (*) indica Idmina basal. Bara de
escala =776 nm.

Figura 23. Eletronmicrografia detalhando célula pilar de epitélio de pleurobrénquia de

A. franca mantido em meio natural, dgua doce. Destaque das bombas mitocondriais
no citosol basal das células pilares. As setas indicam um padrdo de organizag&o das
invaginagdes basais ao redor das mitocondrias (m), curta disténcia entre a membrana
basal e as mitocadrias. Os (*) indicam cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso, (h)
hemolinfa, e (Ib) & a lamina basal. A) Barra de escala = 1 um. B) Barra de escala = 347
nm.
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Figura 24. Eletronmicrografia detalhando célula pilar de epitélio de pleurobradnquia de

A. franca mantido em meio natural, dgua doce. A) Detalhe da regido basal onde
localiza a desembocadura (setas) das invaginagdes basais (ib) na hemolinfa (h). Barra
de escala = 584 nm. B) Mitocondrias (m) associadas &s invaginagdes de membrana e
desembocadura. Barra de escala = 914 nm. C) Detalhe da regido apical da célula, as
evaginacdes de membrana apical (ea) formam um espago subcuticular (es). As
invaginacdes de membrana alcangam o citosol basal (setas). Mitocéndrias e o nicleo

(n) estGo presentes. Barra de escala = 1,2 um.
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O lado apical das células pilares apresenta as evaginacoes
apicais de comprimento em torno de 519 = 64 nm (n= 8) que
proporciona um espaco subcuticular de 620 + 43 nm (n = 5) de altura
(Figura 21 C e Figura 23 C), além de aumentar a superficie de
membrana nessa regido. Proximo a essas expansdes apicais estdo
presentes algumas microvesiculas citoplasmdticas de
aproximadamente 260 nm de di@metro e com conteldo bastante
denso. Lateralmente, o citoplasma apical se projeta formando as abas
das células pilares que se encontram com as abas de outras células
adjacentes. Esse encontro forma complexas regides juncionais que séo
interdigitantes, aparecendo como estruturas meandrosas (Figura 25 A, B

e C).

O septo que divide o espaco da hemolinfa em canal aferente e
eferente apresenta nefrocitos recobrindo o lado do canal eferente
(Figura 25 D) por onde passa hemolinfa oxigenada. H& um fino
diafragma entre os processos pedicelares o que sugere filfracdo deste

fluido.
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Figura 25. Eletronmicrografias de pleurobrénquia de Aegla franca mantido em meio

natural, dgua doce. A) Transecto onde mostra grande complexo juncional (*) entre
abas de células pilares adjacentes. Barra de escala = 1,7 ym. B e C) Detalhe de
diferentes juncdes septadas (js). Barra de escala B = 1 um, Barra de escala = 680 nm. D)
Regido do septo que faz fronteira com o canal eferente (Ce).O septo € formado em
parte por nefrécitos que possuem processos pedicelares e diafragmas (setas). (d)
desmossomo. Barra de escala = 594 ym.
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5.5 Alteragdes na microanatomia e ultraestura do epitélio lamelar de
Aegla franca aclimatados a uma salinidade elevada (Ggua do mar 25
%00S)

Ap6s aclimatagdo por 10 dias em 25 %eS ndo houve alferagoes
aparentes na arquitetura dos filamentos branquiais de A. franca (Figura
26). Ndo houve diferenga visivel na espessura das células pilares e
tampouco drea relativa dos canais por onde percorre a hemolinfa pelos
cortes tranversais (Figura 26 A). No entanto, no corte longitudinal as
células pilares aparentam estar levemente mais afinadas (Figura 26 B),
porém devido & dificuldade de definir os limites com a microscopia
dptica empregada ndo foi possivel determinar sua espessura. O septo

também ndo apresentou alteragdes.
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Figura 26. Filamentos de tricobranquia de Aegla franca aclimatado por 10 dias em
salinidade de 25 %oS. A) Corte transversal de arfrobranquia anterior do 3°: pereiépodo.

A organizacdo interna do filamento ndo se modificou apds aclimatagdo, ndo houve
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diferenca visivel na espessura das células pilares (p) e nem no espago da lacuna por
onde percorre a hemolinfa (h). O septo (s) também ndo apresentou modificacdes.
Barra de escala = 26 um. B) Corte longitudinal de pleurobrénquia do 3°- pereiépodo. A
organizagdo interna do filamento também ndo se modificou apds aclimatagdo. Barra

de escala =34 um.

As células pilares na regi@o da lacuna ndo apresentaram
espessamento ou afinamento significativo apds aclimatagdo em dgua
do mar diluida, permanecendo com cerca de 3,7 £ 0,6 ym (n=7) de
espessura. A cuticula ficou em torno de 471 + 46 nm (n=5) de espessura.
Observou-se nessas células pilares a presenca destacada de inUmeras
invaginacdes basais de 2,2 + 0,3 um de comprimento que praticamente
alcancam o citosol apical e, as quais se associam numerosas e
alongadas mitocdndrias que se apresentaram em maior nimero e
quantidade (Figura 27 A e B). J& as evaginagdes apicais ndo se
apresentam desenvolvidas por todo o filamento: em algumas regides
ela se apresenta praticamente ausente, ou muito pequena a ponto do
espaco subcuticular estar ausente (Figura 27 C); em outros pontos elas
se apresentam mais desenvolvidas (376 = 39 nm, n= 8) com a presenca
de um espaco subcuticular de 253 £ 69 nm (n=6) de altura (Figura 27 D,
Figura 28 A). Também foram encontradas diferengas regionais nos polos
distintos no epitélio, hd poucas estruturas nessas regides. O encontro das
abas das células pilares adjacentes em animais aclimatados forma
regides de extrema complexidade juncional, aparecendo como
verdadeiras teias juncionais (Figura 28 B). A figura 28 C ilustra uma regido

interdigitante cortada transversalmente.
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Figura 27. Eletronmicrografia de pleurobrdnquia do 22 pereidépodo de Aegla franca

aclimatado em meio 25%. S. A) Transecto de franja de célula pilar na regido das
lacunas por onde percorre hemolinfa (h). A imagem mostra longas invaginagdes da
membrana basal (ib) associadas & mitocdndrias (m), que chegam a alcancar o lado
apical préximo a cuticula (c). (*) representa IGmina basal. Barra de escala = 690 nm. B)
Detalhe da regido basal, préximo & lacuna onde percorre hemolinfa. HG a presenca
de inUmeras invaginagoes da membrana basal associadas & mitocéndrias, estas mais
circulares, provavelmente seccionadas transversalmente. As setas indicam a
desembocadura das invaginagdes na hemolinfa. Barra de escala = 950 nm. C)
Detalhe da regido apical, as evaginagoes apicais (ea) ndo sdo desenvolvidas nesta
regido. Barra de escala = 410 nm. D) Regido apical onde as evaginagdes apicais estdo
desenvolvidas e hd aparecimento de espago subcuticular (es). Barra de escala = 570
nm.
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Figura 28. A) Detalhe de juncdo septada (js) entre duas células pilares na regido da
lacuna. Barra de escala = 300 nm. B) Regido de complexo juncional (cj) entre células
pilares. HG pouco espago subcuticular, algumas mitocéndrias (m) e invaginagdes
basais (ib). Barra de escala = 550 nm. C) Membrana apical de uma célula pilar
intergitada com outra, formando ‘dedos’ cortados transversalmente (setas). Barra de

escala =890 nm.
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5.6 Organizagdo geral das branquias de Clibanarius vittatus.
Assim como em Aegla franca a cdmara branquial de Clibanarius

vittatus também estd localizada dorsalmente e lateralmente embaixo
da carapaca mediana e dos branquiostegitos no cefalotérax do animall

(Figura 29).

Figura 29. Fotomicrografia do cefalotérax de Clibanarius vittatus com e sem a

carapacga e os branquiostegitos laterais, apds tratamento com AgNOs.

Clibanarius vittatus apresenta um total de 13 pares branquiais
sendo as mais anteriores menores do que as posteriores (Figura 30 e
Figura 31). O conjunto branquial apresenta 10 artrobrédnquias sendo 2
pareadas na membrana artrodial do tferceiro maxilipede, 2 do
quelipodo, 2 do segundo pereidépodo, 2 no terceiro pereidpodo e 2 no
quarto pereiépodo. H& ainda, mais 3 pereiépodos, sendo que cada um

sai dos somitos XI, XIl e Xlll respectivamente (Figura 31).
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Figura 30. Treze Brénquias da cémara branquial de Diogenidae. Artrobranquias (arth)
pareadas na membrana artrodial do terceiro maxilipede (mxp), no quelipodo (ch), no
segundo, terceiro e quarto pereidpodos. H& apenas uma pleurobranquia (pleu) em
cada um dos respectivos somitos XlI, Xl e Xlll (acima dos pereidpodos 2, 3 e 4)

(McLaughlin, 2003).

Cada brénquia possui uma base de insercdo no corpo do animal
da qual surge o eixo branquial. O eixo branquial se apresenta
quadrangular em seccdo, nele se encontra o vaso aferente e o vaso
eferente, separados por uma espessa camada de tecido conjuntivo,
conhecido como o septo medial axial, que contém nefrocitos,
gldndulas tegumentares e outfras células. Deste eixo branquial se
projetam lamelas largas, o que as classificam como filobrédnquias (Figura
29. Figura 31 e Figura 32). Essas lamelas sdo mais alongadas que as de
caranguejos braquidros e sdo inclinadas obliquamente para cima.
Cada lamela apresenta a margem espessada, caracteristico deste tipo

de branquia.
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Figura 31. Fotomicrografia do cefalotérax sem a carapaga e os branquiostegiso
laterais de C. vittatus apds tratamento com AgNOs mostrando as 13 brénquias e suas

posicoes dentro da cdmara branquial.
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Figura 32. Fotomicrografia das 13 branquias de C. vittatus apds tratamento com
AgNO; dissecadas do cefalotérax, evidenciando as lamelas branquiais (acinzentados)
que apresentam transporte iénico. De 1 para 13 indicando da mais anterior para a

mais posterior.
A andlise das branquias de C. vittatus no microscopio de
varedura mostra que todas as brénquias apresenfam a mesma

estrutura geral, variando apenas o tamanho entre elas (Figura 32). Cada
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brénquia apresenta um eixo branquial inserido na pleura lateral do
corpo do animal (Figura 33). Este eixo branquial se estende ao longo de
toda a branquia e dele saem os folhetos lamelares regulares em
dire¢des opostas, que diminuem de tamanho distalmente na branquia,
e, que, sdo simétricos em ambos os lados do plano mediano antero-
posterior (Figura 34 e Figura 35), igualmente visto em filobranquias de
camardes palemonideos e braquilros. Essas lamelas opostas saem do
mesmo eixo, porém sdo independentes. Com o microscopio eletrénico
de varredura pode-se observar que as lamelas ndo possuem conexdo
entre si (Figura 34 B e Figura 35). Denfro de cada lamela existem
candliculos que sdo os espacos por onde a hemolinfa percorre,
originados a partir dos vasos aferente e eferente, localizados no eixo

branquial.
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Figura 33. Vista em microscopia eletrénica de varredura das brédnquias 1 e 2 mais
anteriores de Clibanarius vittatus. (*) mostra local da inser¢cdo do eixo branquial da

segunda brénquia. Barra de escala = 143 um.

Figura 34. Microscopia eletronica de varredura da 13¢ brédnquia de Clibanarius vittatus.

A) Visdo geral da brédnquia mostrando que por toda ela as lamelas branquiais estdo
em dire¢cdes opostas. Barra de escala = 610 um. B) Detalhe do meio da brénquia
ilustrando o surgimento da lamela na regido interior da brénquia. Barra de escala = 390

um.
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Figura 35. Microscopia eletrénica de transmissdo da 10e brénquia. A) Lamelas inferiores
saindo do eixo branquial (eb). Barra de escala = 137 ym. B) Detalhe das lamelas

originando-se do eixo branquial (setas). Barra de escala = 28 um.
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Associado & cuticula das lamelas estGo presentes muitas algas
(Figura 36). A cuticula se apresenta enrugada por toda a lamela
branquial (Figura 37 A) e nas margens de cada lamela existem
pequenos ndédulos (Figura 37 B e C) que variom gradualmente sua
localizacdo de uma extremidade & outra na branquia (Figura 34 e
Figura 37 D). Estes apresentam fungcdo aparente de manter um espaco
aberto enfre as lamelas, o que evita a colabacdo entre elas na

auséncia de dgua na cdmara branquial.
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Figura 36. Microscopia eletrénica de fransmisséo de lamelas branquiais de Clibanarius
vittatus mostrando as diferentes algas que se encontram associadas as lamelas
branquiais. A) Barra de escala = 63 um. B) Barra de escala = 8 um. C) Barra de escala =
8 um.
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Figura 37. Microscopia eletrénica de transmissdo de lamelas branquiais de Clibanarius

vittatus. A) Superficie de lamela branquial ilustrando a textura rugosa da cuticula. Barra
de escala = 27 um. B) Detalhe de lamelas separadas pela presenca de ndédulos (*) em
suas margens. Barra de escala = 84 um. C) Detalhe dos ndédulos. Barra de escala = 20
um. D) 52 e é2 brénqguias ilustrando a mudanga da regido dos nédulos nas lamelas ao

longo de toda a brédnquia. Barra de escala = 320 ym.

5.7 Coloragado por nitrato de prata
A coloracdo com nifrato prata mostrou que, diferentemente de

Aegla franca, em C. vittatus todas as branquias estdo relacionas com o

mecanismo de transporte ibnico. A prata corou todas as 26 branquias e
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de forma praticamente homogénea por toda a brénquia (Figura 31,

Figura 32).

5.8 Clibanarius vittatus em dgua do mar a 35 %oS

5.8.1 Microanatomia interna das lamelas branquiais de C. vittatus

Foram andlisadas as lamelas da 8¢, 9a e 132 branquias de
Clibanarius vittatus. A microscopia éptica mostrou que a arquitetura
interna das lamelas das trés branquias avaliadas de Clibanarius vittatus
se assemelha & arquitetura interna do camardo palemonideo
Macrobrachium olfersi. As lamelas sGo organizadas de forma que se tém
um epitélio simples logo abaixo da cuticula, formado por células pilares
e suas franjas. Estas células estdo dispostas de forma organizada
revestindo a parede intferna das lamelas nos dois lados (Figura 38, Figura
39 e Figura 40). Entre o epitélio de cada lado, ou seja, no meio da
lamela, hd um septo intralamelar que é sustentado pelas projecdes
basais do pericdrio da célula pilar, e que divide o espaco por onde
percorre a hemolinfa (Figura 38 C, Figura 39 C e Figura 40 C), formando
os candliculos. Esses pequenos canais se conectam aos canais
marginais aferente e eferente que ocorrem por toda a periferia da
lamela branquial (Figura 38 A e B, Figura 41 A e B e Figura 42 A, B, D e E),
até alcancarem o vaso aferente e o vaso eferente localizados no eixo
branquial. Estes canais marginais ndo sdo simétricos, os cortes
transversais das lamelas mostram que o canal marginal eferente externo

apresenta o di@metro ligeiramente maior que o canal marginal intferno
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(Figura 38 A e B,Figura 39 A e B e Figura 40 A). O septo ndo é continuo,
os cortes longitudinais das lamelas mostram que o septo é fenestrado e

hd passagem da hemolinfa de um lado para o outro.

Além da diferenca de tamanho entre as trés branquias avaliadas,
e, apesar da arquitetura lamelar das frés brédnquias serem iguais, foi
observado uma leve diferenca entre as trés branquias analisadas em
relacdo a espessura de septo e espessura das franjas das células pilares,
porém essas diferencas ndo foram passiveis de avaliagdo pela

dificuldade de definir os limites das células com o microscépio optico.
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Figura 38. Microscopia éptica de oitava branquia de Clibanarius vittatus mantidos em
meio de 35 %S, cortes lamelares. A arquitetura branquial se da pela presenca de
células pilares (cp) logo abaixo da cuticula, que pela regido de seu pericdrio se
conecta com o septo intralamelar (s), formando assim o espago por onde percorre a
hemolinfa (h), os canaliculos. A) Corte transversal na regiGo periférica da lamela.
Canal marginal aferente (cma), canal marginal eferente (cme) Barra de escala = 44
um. B) Corte transversal no meio da lamela. Barra de escala = 62 um. C) Corte
longitudinal da lamela. Barra de escala = 33 ym. D) Detalhe do meio da lamela. Barra
de escala =25 um.
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Figura 39. Microscopia éptica de nona branquia de Clibanarius vittatus mantidos em
meio de 35 %.S, cortes lamelares. A arquitetura branquial € semelhante em todas as
branquias. Células pilares (cp) logo abaixo da cuticula, (s) septo intralamelar, (h)
espaco por onde percorre a hemolinfa. A) Corte transversal na regido periférica da
lamela. Canal marginal aferente (ema), canal marginal eferente (cme). Barra de
escala = 38 um. B) Corte transversal no meio da lamela. Barra de escala = 45 um. C)
Corte longitudinal da lamela. Barra de escala = 22 um. D) Detalhe do meio da lamela,

destaque para o septo. Barra de escala = 25 um.
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Figura 40. Microscopia optica de décima terceira branquia de Clibanarius vittatus

mantidos em meio de 35 %.S, cortes lamelares. A arquitetura branquial é semelhante
em todas as branquias. Células pilares (cp) logo abaixo da cuticula, (s) septo
intralamelar, (h) espago por onde percorre a hemolinfa. A) Corte transversal na regiéo
periférica da lamela. Canal marginal aferente (ema), canal marginal eferente (cme)
Barra de escala = 60 um. B) Corte transversal no meio da lamela. Barra de escala = 68
um. C) Corte longitudinal da lamela. Barra de escala = 40 ym. D) Detalhe do meio da

lamela, destaque para o septo. Barra de escala = 30 um.
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5.8.2 Ultraestrutura das células epiteliais das lamelas branquiais de C.
vittatus

A microscopia elefrébnica de transmissdo mostrou que a
ultraestrutura das lamelas branquiais dos animais mantidos em dgua do
mar a 35 %S ndo sdo homogéneas por inteiro. As franjas das células
pilares que revestem a cuticula da lamela interiormente sdo
extremamente finas, as estruturas celulares sGo poucas ou quase que
ausentes, raramente encontra-se mitocdndrias e as invaginacdes de
membrana sdo muito escassas. Algumas regides apresentfam um
espaco subcuticular muito pequeno ou praticamente ausentes. HG a
presenca de somente pequenos desmossomos entre franjas adjacentes
(Figura 41 D, Figura 42 E e Figura 43 F). Em algumas regides das franjas
foram observados ‘espacos’ delimitados por vesiculas e material
granuloso. Ndo estd claro se isto é real e estruturado ou se houve algum
artefato. Essas estruturas foram encontradas em todas as lamelas
avaliadas (Figura 41 E, Figura 43 A). Na regido do pericdrio da célula
pilar, observou-se que o lado apical se desenvolve e forma
evaginacoes, de modo que visivelmente se t€m o espago subcuticular
mais evidenciado comparado com a regido das franjas (Figura 41 A,
Figura 42 A e Figura 43 B). Pode-se observar fambém que a regido do
pericdrio € mais rica em estruturas celulares como invaginagdes da
membrana basal, presenca de mitocéndrias, nicleo, muitas vesiculas,
cisternas de reticulo endoplasmdtico, citosol bastante denso, flamentos
de actina préximos aos desmossomos deixando estes bem marcados
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(Figura 41 A, Figura 42 A e B, Figura 43 B). Esses desmossomos
‘reforcados’ sdo responsdveis pela coesdo entre a célula pilar que esta
na parede oposta da lamela e ainda com o sepfo que divide o espaco
da hemolinfa. Observou-se a presenca de microtibulos nas células
pilares (Figura 43 A), o que proporciona integridade ao espago por
onde percorre a hemolinfa, e possibilita estabilidade estrutural & lamela

mesmo com a pressdo hidrostdtica da hemolinfa.

A ultraestrutura do septo mostra que ele é variavel ao longo da
lamela. H4 dreas em que se apresenta denso e rico em material
granuloso, e hd dreas em que se apresenfa menos denso, muito
vesiculado e com grande quantidade de membranas invaginadas, o
que amplifica a interface do septo com a hemolinfa, e apenas algumas

mitocodndrias.

Na oitava branquia, o septo apresentou regides muito ricas em
estrutura celular, como mitocédndrias, invaginagdes de membrana e
inclusive a presenca de muitas pequenas vesiculas (Figura 41 B), em
outras regides, mais distante do encontro das células pilares, foi
enconfrado um septfo trabeculado com poucas estruturas e muitos
espacos vazios delimitados por membranas (Figura 41 C). O epitélio na
regido das franjas se apresenta bastante fino (=650 nm de espessura)
(Figura 41 D). No enconfro das células pilares e septo as células sGo
densas com a presenca de muitas mitocéndrias, a membrana apical

bastante evaginada (Figura 41 A).
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A nona brénquia ndo apresentou regides no septo rico em
estruturas celulares, houve praticamente a presenca apenas do septo
trabeculado (Figura 42 A e C). A regido mais rica em estrutura é o
encontro das células pilares de lados opostos da lamela (Figura 42 A e
B), nessa regido hd presenca de evaginacdes de membrana, surge o
epaco subcuticular relativamente desenvolvido (Figura 42 F). As franjas
sdo bastante finas (*890 nm) nas quais hd a presenca de desmossomos

nos encontros de franjas adjacentes (Figura 42 E).

A décima tferceira branquia foi a em que se enconfrou o septo
mais enriquecido com estruturas celulares que remetem a transporte
ibnico (Figura 43 C), porém ainda houve regides em que se apresenta
menos denso (Figura 43 D). Regides do pericdrio da célula pilar se
apresentam bastante densas em estruturas celulares, e é onde se
encontra grande quantidade de evaginagoes apicais com a presenga
de espaco subcuticular (Figura 43 B e E). As franjas sdo finas (=530 nm) e
também hd desmossomos fazendo a conexdo entre as franjas

adjacentes (Figura 43 C,EeF).

A Tabela 1 apresenta os parédmetros medidos nos epitélios
lamelares de Clibanarius vittatus. O Unico pardmetro medido em que
houve uma diferenca significativa entre as branquias foi a espessura do
sepfo lamelar, sendo que hd diferenga entre a oitava brédnquia (=150
nm mais espesso) e a décima terceira e nona brénquias, porém entre a

nona e a décima terceira ndo hd diferencga.
88



Figura 41. Eletronmicrografia de epitélio lamelar da oitava brénquia de Clibanarius

vittatus mantido em meio de coleta, dgua do mar 35 %.S. A) Transecto que ilustra
encontro da regidio do pericdrio de células pilares de paredes opostas da lamela.
Nessa regido as células sdo densas e ricas em estruturas. No lado apical de cada
célula hd evaginagdes de membrana (ea) desenvolvidas formando um espago
subcuticular. Ocorre também invaginacdes da membrana (ib) basal e presenca de
mitocéndrias (m). O citoesqueleto é denso, hd a presenca de muitas vesiculas,
cisternas de reticulo endoplasmatico e desmossomos bem marcados. Barra de escala
=2 um. B) Regido do septo intralamelar, préximo ao encontro das células pilares. Nessa
regido ele se encontra rico em mitocéndrias e invaginacdes da membrana. (h)
hemolinfa, (*) lamina basal. Bara de escala = 840 nm. C) RegiGo do septo
trabeculado, hd muitos espagos vazios, poucas mitdndrias. Barra de escala = 2,3 ym.
D) Fanja da célula pilar, epitélio extremamente fino, auséncia de estruturas celulares,
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presenca de desmossomos que faz a conexdo entre células adjacentes. Barra de
escala = 800 nm. E) Espagos (e) delimitados por vesiculas e material granuloso,

também hd a presenca de desmossomos nessa regido. Barra de escala = 790 nm.
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Figura 42. Eletfronmicrografia de epitélio lamelar da nona brénquia de Clibanarius
vittatus mantido em meio de coleta, dgua do mar 35 %.S. A) Transecto lamelar que
mostra regido de encontro de células pilares (cp) e septo (s). Regido fortemente
ligada por desmossomos ‘reforgados’. As franjas das células pilares (fep) sdo finas na
regido do espaco da hemolinfa (h). A cuticula (c) é a interface do animal com o meio
externo (me). Barra de escala = 2,7 um. B) Destaque da regido de encontro do
pericario das células pilares. A qual o citoesquele é denso com mitocdndrias (m)
presentes, os desmossomos sdo bem marcados o que possibilita a estabilizar o espaco
da hemolinfa contra a presséo hidrostatica da hemolinfa. Barra de escala = 970 nm. C)
Tansecto lamelar na regiGo onde o septo é trabeculado, com muitos espacos e
presenca de poucas mitocéndrias. Também aparece nesta imagem as franjas das
células pilares (fep) finas e com poucas estruturas. H& a presenca de desmossomos (d)
que conectam as células adjacentes. Nesta regido ainda hd a presenca de um
espaco subcuticular (es), logo abaixo da cuticula (c). Barra de escala = 2,3 ym. D)
Destaque da franja da célula pilar onde mostra que apesar de muito fino hd
invaginagcdes da membrana basal (ib) e também um pequeno espaco subcuticular.
(*) é a lémina basal. Barra de escala = 1,6 um. E) Destaque da regido de desmosso
(seta) entre franjas de células pilares adjacentes. Ha a presengca de uma Iémina basal
em interface com a hemolinfa. As evaginagdes apicais sGo extremamente curtas
nessa regido (ea). Barra de escala = 250 nm. F) Destaque de regido do ‘ombro’ da
célula pilar, nesta parte as evaginacdes apicais sdo desenvolvidas e ocorre a

presenca do espago subcuticular. Barra de escala = 750 nm.
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Figura 43. Eletronmicrografia de epitélio lamelar da décima terceira branquia de
Clibanarius vittatus mantido em meio de coleta, dgua do mar 35 %.S. A) Transecto
lamelar que mostra regido de encontro de células pilares, (n) € o nicleo de cada
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célula, (h) espaco da hemolinfa, (e) sdo os espacos delimitados por vesiculas. Barra de
escala = 2.5 um. B) Destaque da regido de encontro do pericdrio das células pilares. A
qual o citoesquele é denso com mitocondrias (m) presentes. Barra de escala = 2 ym.
C) Regido do septo rico em mitocdndrias, as franjas das células pilares (fcp) sdo finas
na regido do espaco da hemolinfa. Nessa regido ndo hd evaginacdes de membrana
e o0 espacgo subcuticular é ausente. Barra de escala = 2,2 um. D) Tansecto lamelar na
regido onde o septo (s) é trabeculado, com muitos espacos e presenca de poucas
mitocéndrias. Também aparece nesta imagem as franjas das células pilares (fcp) finas
e com poucas estruturas. Nesta regido ainda hd a presenca de um espago
subcuticular (es), logo abaixo da cuticula (c). (hem) € um hemocito. Barra de escala =
3,5 um. E) Destaque de regido do ‘ombro’ da célula pilar, nesta parte as evaginagdes
apicais sdo desenvolvidas e ocorre a presenga do espago subcuticular. A l@mina basal
(*) delimita o espaco da hemolinfa. Barra de escala = 1 um. F) Destaque da franja da
célula pilar, presenca de desmossomo entre células adjacentes. Barra de escala = 1

um.

5.9 Aclimatagdo por 10 dias a uma salinidade reduzida (Ggua do mar
dilvida a 15 %o.S)

5.9.1 Alteragées na microanatomia do epitélio lamelar de Clibanarius
vittatus

Apds aclimatagdo por 10 dias em dgua do mar dilvida, 15 %oS,
ndo houve dalteracdes aparente na arquitetura dos filamentos
branquiais de C. vittatus. Houve algumas alteragdes em relagdo a
espessura do septo e espessura das franjas das células pilares. Na oitava
branquia houve um afinamento do septo e espessamento das células
pilares (Figura 44). Na nona branquia as diferencas ndo sdo claras
(Figura 45 B), apenas em algumas regides da lamela aparentou haver
espessamento das franjas das células pilares (Figura 45 C). O nddulo
marginal € composto principalmente de tecido conjuntivo (Figura 45 A),
assim como o canal marginal (Figura 45 D). Na décima terceira

branquia, pelos corfes fransversais aparentou haver um leve
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espessamento do sepfo (Figura 46 A e B), porém nos longitudinais o
oposto parece ter ocorrido afinamento (Figura 40 D e Figura 46 C). Os
canais marginais também parecem ser constituidos de tecido

conjuntivo (Figura 46 C).

Figura 44. Microscopia dptica de oitava branquia de Clibanarius vittatus mantido por

10 dias em meio diluido, cortes lamelares. A arquitetura branquial ndo muda apds o
periodo de aclimatagdo, ela permanece semelhante em todas as branquias. Células
pilares (cp) logo abaixo da cuticula, (s) septo intralamelar, (h) espago por onde
percorre a hemolinfa. A) Corfe transversal na regido periférica da lamela. Canal

marginal aferente (cma), canal marginal eferente (cme) Barra de escala = 47 ym. B)
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Corte transversal no meio da lamela. Barra de escala = 74 um. C) Destaque do meio

da lamela ilustra arquitetura branquial mais detalhada. Barra de escala = 30 ym. D)
Detalhe do canal marginal aferente. Barra de escala = 30 um. E) Detalhe do canal
marginal eferente. Barra de escala = 37 ym. F) Corte longitudinal da lamela, o septo
neste corte apresenta-se bastante espessado. Barra de escala = 63 uym.




Figura 45. Microscopia 6ptica de nona brédnquia de Clibanarius vittatus mantido por 10
dias em meio diluido, cortes lamelares. A arquitetura branquial ndo muda apds o
periodo de aclimatagcdo, ela permanece semelhante em todas as bréanguias. Células
pilares (cp) logo abaixo da cuticula, (s) septo intralamelar, (h) espaco por onde
percorre a hemolinfa. A) Corte transversal na regido do nédulo da lamela (*). Canal
marginal aferente (cma), canal marginal eferente (cme). Barra de escala = 78 um. B)
Corte transversal no meio da lamela. Barra de escala = 48 um. C) Destaque do meio
da lamela, ilustra arquitetura branquial mais detalhada. Barra de escala = 26 um. D)
Corte longitudinal da lamela, pegando regido da margem. Barra de escala = 59 ym.
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Figura 46. Microscopia 6ptica de décima terceira branquia de Clibanarius vittatus
mantido por 10 dias em meio diluido, cortes lamelares. A arquitetura branquial ndo
muda apds o periodo de aclimatagdo, ela permanece semelhante em fodas as
branquias. Células pilares (cp) logo abaixo da cuticula, (s) septo intralamelar, (h)
espaco por onde percorre a hemolinfa. A) Corte transversal na regido préximo da
periferia da lamela. Canal marginal aferente (ema), canal marginal eferente (cme).

Barra de escala = 50 ym. B) Detalhe da estrutura do epitélio préximo ao canal
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marginal, ilustra arquitetura branquial mais detalhada. Barra de escala = 16 um. C)

Corte longitudinal da lamela, pegando regido da margem. Barra de escala = 50 ym.

5.9.2 Alteragdes na uliraestrutura do epitélio lamelar de Clibanarius
vittatus

O septo foi a estrutura que mais apresentou alteracdo na
ultraestrutura em todas as frés branquias analisadas. Nos animais
aclimatados ele se apresenta muito mais denso, hd um grande
aumento na interface das células do septo com a hemolinfa, pois hd o
surgimento de numerosas invaginacdes de membrana profundas, as
quais se associam longitudinalmente vdérias mitocéndrias de ambos os
lados de cada invaginacdo (Figura 47 B, Figura 48 A e Figura 49 B e C).
Foi encontrado maior nUmero de nefrécitos no septo das lamelas dos
animais aclimatados comparado aos do grupo confrole. Na oitava
brédnquia os nefrécitos apresentavam-se em pequenos conjuntos
associados (Figura 47 C e D). J& na décima terceira brénquia os

nefrocitos se apresenta isolados (Figura 49 C).

A microscopia elefrénica de fransmissdo mostrou que houve o
espessamento nas franjas das células pilares devido a um pequeno
aumento do espaco subcuticular formado por evaginagdes semi-
regulares na forma de folhetos, principalmente nas 82 e 132 br&nquias
(Figura 47 E e F, Figura 49 D). Associados &s invaginagdes basais das
franjas, que aparentemente também houve aumento, estGo algumas
poucas mitocéndrias, principalmente no epitélio lamelar da oitava
brénquia, o que n&o foi facilmente encontrado nas franjas das células
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pilares das brénquias de animais mantidos em dgua do mar. Houve
também o aparecimento de jungdes entre as franjas das células pilares
adjacentes, que consistem de um desmossomo seguido de uma juncdo
septada interdigitada seguida de uma longa regido de aposicdo até o
espaco da hemolinfa (Figura 47 E e F, Figura 48 A e B, Figura 49 E). A
regido do corpo da célula pilar permaneceu bastante estruturada,
houve aparentemente apenas um leve aumento na quantidade de
mitocdndrias nessa regido, assim como das invaginagcdes de membrana
gue se estendem profundamente no citosol (Figura 47 A, Figura 48 A e

Figura 49 A).

A Tabela 1 também apresenta os pardmetros medidos nos
epitélios lamelares de Clibanarius vittatus aclimatados por 10 dias em
dgua do mar dilvida a 15 %.S. Houve diferenca na espessura do epitélio
entre a décima terceira brénquia aclimatada e a oitava e nona
brénquias aclimatadas, entre estas duas ndo houve diferenca. O
mesmo ocorre em relacdo ao comprimento das evaginacdes apicais.
No espaco por onde percorre a hemolinfa, hd diferenca apenas entfre a
nona e a décima terceira brénquia aclimatadas. Por fim, quanto &
espessura do septo hd diferenca entre a oitava brédnquia aclimatada e

a nona e a décima tferceira.
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Figura 47. Eletronmicrografia de epitélio lamelar da oitava brénquia de Clibanarius
vittatus mantido por 10 dias em dgua do mar diluida em 15 %.S. A) Encontro da célula

pilar (cp) com o septo intralamelar (s). As células se apresentam ricas em estruturas, ha
projecdes da membrana apical formando as evaginagdes apicais (ea) e o espago
subcuticular (es). O espago da hemolinfa (h) é delimitado pelas franjas das células
pilares e o septo. Barra de escala = 1,5 um. B) O septo intralamelar apresentou-se com
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numerosas mitocondrias (m) e invaginagdes da membrana (im), e ainda maior
quantidade de material granuloso. (*) IGmina basal. Barra de escala = 1,5 uym. C)
Regido do septo composto por nefrécitos (nef) rodeados por hemolinfa. Pode-se
perceber que as franjas das células pilares (fcp) se apresentam desenvolvidas. Barra
de escala = 2,6 um. D) Detalhe do nefrécito que apresentam processos pedicelares e
diafragma (setas). H& um desmossomo (d) conectando nefrécitos adjacentes. Barra
de escala = 1 ym. E) Detalhe de franja de célula pilar onde as evaginagdes da
membrana apical proporcionam o espago subcuticular, hd ainda presenca de
algumas mitocdndrias (*) indica Idmina basal. Barra de escala = 1,2 um. F) Detalhe de
regido de juncdo septada (js) entre as franjas de células pilares adjacentes. Barra de

escala =990 nm.
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Figura 48. Eletronmicrografia de epitélio lamelar da nona branquia de Clibanarius
vittatus mantido por 10 dias em dgua do mar diluida em 15 %.S. A) Regido de encontro
de célula pilar e septo intralamelar. A membrana apical apresenta evaginacdes (ea)
nessa regido, lateralmente sai a franja que se conecta com a franja da célula pilar
adjacente através de desmossomo (d) seguido de uma jungdo septada (js). Na franja
hd a presengca de invaginagdes de membrana (ib) que amplificam a drea de
superficie com a hemolinfa (h). O septo se apresenta rico em material granuloso e
mitocéndrias (m) associadas s invaginagdes de membrana (im). Barra de escala =
710 nm. B) Transecto da lamela ilustrando septo intralamelar, nesta regido ele se
apresenta rico em invaginagdes de membrana, porém menos mitocédndrias. Percebe-
se que as franjas das células pilares se apresentam desenvolvidas, com o sistema de
membrana mais desenvolvido. H& a presenca e uma jungdo septada. Barra de escala

=13um.
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Figura 49. Eletronmicrografia de epitélio lamelar da décima terceira brénquia de
Clibanarius vittatus mantido por 10 dias em dgua do mar diluida em 15 %.S.A) Regido
do pericdrio de célula pilar, as evaginagdes da membrana apical (ea) estdo bastante
desenvolvida, hd a presenca de mitocdndrias (m) no corpo. A cuticula (¢) separa o
meio externo. Barra de escala = 3,3 um. B) Septo intralamelar com sistema de
invaginagdes de membrana desenvolvido (im), e a marcada presenca de
mitocéndrias. Barra de escala = 580 nm. C) Nefrécito isolado presente no septo com
processos pedicelares e diafragma entre eles (setas) voltado para hemolinfa (h). Note
que o septo se apresenta riqueza citoplasmdtica. Barra de escala = 2,3 um. D) Detalhe
de franja da célula pilar, hd presenca de mitocéndrias, invaginagcdes basais (ib) e
ainda evaginagdes picais. Barra de escala = 850 nm. E) Detalhe de jungdo septada (js)
e jungdo eletrica (je) entre franjas adjacentes, (c) é a cuticula. Barra de escala = 266

nm.

106



LOT

10379 10761 1t 10%¢S 1039% 103417 ) ydes opendiey
10391 10747 1079¢ (071 £0F1T (07167 ) jujouay ep odeds3
90T F7%¢ [9836'pL¢ 3017508 VL 18S (urseesy  C00rRahop | (1) sodeuderd oyvauucio)
19 61676950 X TR/ TOTTASLEY  GRIF SRS (%6757 1) o enssadsy
(310 00g 01§ BTy EESH il ) opn)
gembueg penbuesg 7 einbueig genbuesg penbueig ¢7 embueig
ST % ¢

‘(21>N>9) pIPoW PP oRIPLd OUS F DIPYUI ORS SOPPP SO

"(S°% S1) PPIN|P Jow op PNBR We sPIp | Jod opdPIPWIOD SOAD NO ($°% GE) JOW Op PNBD ‘DISj0D BP OlBW WS SOPIUDW

SNIDYIA SnUDUDQID 9P spINbuRIg We saiojowp| solgide sop soIPIBOIDILIUOIS SDU SOPIPSW SOJ8WRI0d ‘| Dl2gpl



6. Discussdo

As br@nquias s&o os principais 6rgdos responsdveis pelo transporte
de sal no processo de regulacdo osmdtica e idnica na hemolinfa de
crustdceos (Mantel e Farmer, 1983; Taylor e Taylor, 1992). Influxos idnicos,
potenciais transepiteliais, e atividade enzimética tém sido avaliados nas
brédnquias de inOUmeros crustdceos (Henry e Cameron, 1982; Towle, 1990:
Onken et al, 2003; Masui et al, 2005; Goncalves et al, 2006; Belli et al,
2009). As variagoes nesses pardmetros estdo relacionadas com a

adaptacgado fisioldgica desses crustdceos aos seus habitats.

Pesquisas que correlacionam as modificacdes ultraestruturais nas
células epiteliais, das branquias de crustdceos decdpodas, s
salinidades experimentais de aclimatacdo apresentam resultados
variaveis. Essas variagdes refletem as diferencas entre as espécies e a
duragdo do periodo de aclimatagdo. As células ionotransportadoras
de, por exemplo, braquitros hiperreguladores como Uca uruguayensis
(Luguet et al, 1997), Chasmagnathus granulatus (Genovese et al, 2004) e
Callinectes danae (Antunes e McNamara, 2008) respondem com o
aumento no numero de evaginacdes apicais, juncdes septadas,
aumento no nimero de invaginagdes e no nimero de mitocédndrias,
mostrando grande plasticidade morfoldgica quando estes s@o
aclimatados a meio diluido. Essas alteracdes uliraestruturais sdo

correlacionadas com o aumento da absorcdo de sal em meio diluido e
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com o aumento total da atividade da Na*/K+-ATPase (Gilles e Pequeus,

1986; Masui et al, 2005; Antunes e McNamara, 2008).

6.1 Aegla franca
As branquias de Aegla franca sdo tricobrénquias, e como tais, sdo

caracterizadas por um eixo basal e central que suporta os tricons ou
flamentos branquiais, que se projetam desse. Os filamentos individuais
sdo tubulares, circulares ou ovais em secgdo. Possuem um septo central
internamente que corre o comprimento do filamento, e que separa o

canal aferente do canal eferente de forma assimétrica.

Verificamos que a arquitetura do filamento branquial de A. franca
se dd por um epitélio simples, logo abaixo da cuticula, formado por
células pilares nas regides laterais. Um septo divide o espaco da
hemolinfa em canal aferente e eferente, e ainda, este se estende pelas
laterais do filamento que, junto com as células pilares, formam as
lacunas laterais por onde também percorre hemolinfa. Na regido dos
‘pblos’ ventral e dorsal, ndo hd a continuidade do septo, e as lacunas
laterais estdo ausentes. Essa organizagdo € a mesma encontrada em
outfros crustéceos tricobranquiados como Astacus fluviatilis (Bock, 1925),
Pacificastacus leniusculus (Morse et al, 1970), Procambarus clarkii
(Dickson et al, 1991), Homarus gammarus (Haond et al, 1998) e Astacus

leptodactylus (Barradas et al, 1999).

Particularmente em A. franca hd diferencas marcantes na

organizacdo das artrobrénquias e os extremos das pleurobrénquias. Na
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primeira, o canal aferente e eferente sdo assimétricos, e o septo se
prolonga mais para dentro do canal eferente (maior) do que para o
canal aferente (menor). Nas extremidades das pleurobrénquia os canais
sdo do mesmo tamanho, o septo se estende para os dois lados,
formando-se ainda canais laterais. Na regido mais préxima ao eixo
branquial a estrutura se assemelha a das artrobrédnquias. Evidentemente
a circulagdo da hemolinfa dentro desses filamentos se dd de maneira
diferente; porém, com relacdo a circulagéo da dgua sobre e entre os
tricons, aparentemente, ndo hd diferenca. Provavelmente hd uma
diferenca na relagdo de drea de superficie e volume, j@ que a

artrobrénquia é maior que a pleurobranquia.

A diferenca estrutural de cada filamento é talvez o que permite
diferencas funcionais entre ambos conforme mostrado pela técnica de
coloragdo por nitrato prata, j& que hd uma correlagcdo do depésito de
prata com as regides onde hd provdvel captura ativa de sais, ou seja,
hd um destaque da drea onde hd alta permeabilidade idnica, que
pode ser um potencial sitio de transporte (Koch, 1934). No caso em
Aegla franca a coloracdo por prata indicou que apenas os filamentos
mais ventfrais das arfrobrnquias e que todos os filamentos das

pleurobranquias € que transportam ions.

A presenca de estruturas semi-esféricas nas bases dos filamentos
externos curtos, eixo branquial, placa pleural e cé@mara branquial sugere

que estes poderem ser sensores de oxigénio, j& que estdo confinados &
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cdmera branquial. Em alguns crustdceos como Carcinus maenas
(Goldman e Cavey, 1990), Ucides cordatus (Martinez et al, 1999), a
lagosta Nephrops norvegicus (Laverak e Saier, 1993), sGo encontrados
espinhos de forma irregular no eixo branquial no lado do canal eferente,
e é sugerido que essas projecoes apresentam, além de elementos de
estabilidade mecdanica, um papel sensorial devido & presenca de feixes
de neurbnios préximos a vasos sanguineos (Laverak e Saier, 1993;

Martinez et al, 1999).

Aegla franca é um forte hiperosmorregulador e hiperregulador de
cloreto em dgua doce, j@ que apresenta a osmolalidade de sua
hemolinfa em 410 mOsm/kg de H20 nesse meio (Faria et al, 2010). No
entanto, seu epitélio branquial comparado com o epitélio de
caranguejos braquitros hiperosmorreguladores, ndo apresentou riqueza
e abundéncia em organelas tipicamente relacionadas ao transporte
idnico em meio diluido. Nosso estudo em Aegla franca dirigiu-se ao
epitélio branquial, focado particularmente no epitélio dos tricons das

pleurobranquias.

A presenca de evaginagdes no lado apical e invaginacdes
associados a mitocéndrias no lado basal das células pilares sugerem a
ocorréncia de transporte idnico. No entanto, o epitélio que apresenta
essas estruturas & fina (4 um). As organelas e as invaginacoes e
evaginagdes sdo muito menos abundantes comparados com o epitélio

branquial espesso  fransportador de crustGceos decdpodes
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hiperreguladores. Em Callinectes danae, por exemplo, as branquias
posteriores apresentam regides especificas nas lamelas com epitélio
espesso composto de iondcitos, sendo este aproximadamente trés
vezes mais espesso (13 pm) do que a regido do epitélio fino (=4 um)

aparentemente respiratorio (Antunes e McNamara, 2008).

Vdrios estudos demonstraram que espécies fricobranquiados nem
sempre apresentam um epitélio com caracteristicas de transporte
idnico em todas as branquias, e/ou tampouco em todos os filamentos
das mesmas. No lagostim de dgua doce, Procambarus clarkii, por
exemplo, a presenca de tecido iono-transportador se dd em todas as
brénquias, exceto na sexta pleurobrénquia, e somente na drea mais
cenfral dos filamentos (Dickson et al, 1991). Na lagosta marinha,
Homarus gammarus, o epitélio transportador € encontrado no epipodito
e no branquiostegito e ndo nos filamentos branquiais (Haond et al,

1998).

Apesar de ndo ter enconfrado um epitélio realmente espesso
como em braquilros, enconframos diferencas regionais em pdlos
distintos no epitélio quanto & densidade de organelas celulares. A
presenca de algumas estruturas tipicas de epitélio que realiza transporte
ativo como aumento de membrana apical e basal junto as
mitocoéndrias, faz-nos concluir que de fato essas células realizam algum

fransporte idnico.
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O septo que separa o canal aferente do eferente se apresentou
fino, o que possibilita talvez trocas passivas entre ambos os canais
(Dickson et al, 1991). Ndo diferentemente de outros tricobranquiados,
nefrécitos apresentam-se distribuidos ao longo do septo no lado que

limita o canal eferente (Taylor e Taylor, 1992; Haond, 1998).

Enfim, a auséncia de uma abundante maquinaria de transporte
no epitélio dos filamentos branquiais de Aegla franca que habitam rios e
riachos, nos leva a concluir que ftalvez haja outros mecanismos
importantes envolvidos no processo de captura de sal nesta espécie, ja
que ela é um forte-hiperosmorregulador. Pode ser que haja a producdo
de uma urina hiposmébtica, como ocorre em alguns lagostins j& que sdo
dotados de uma gldndula antenal bem desenvolvida (Prosser, 1973;
Péqueux, 1995). Pode ser ainda, que outros epitélios dentro da cdmara
branquial sejam mais especializados na realizagcdo do fransporte idnico,
como os filamentos das pleurobrénquias e o branquiostegito, j& que o

epipodito é reduzido, praticamente ausente.

Com relacdo a quantidade considerdvel das estruturas
subcelulares presentes nas células do epitélio branquial dos animais
aclimatados, na salinidade de 25 %0S (750 mOsm/kg de H2O, 400 mM CI-
), embora levemente hiperosmética, Aegla franca hiporregula cloreto
(341 mM CI) (Faria et al, 2010), de forma que ocorre entdo a secrecdo
deste ion. Como nesta salinidade A. franca apresenta osmolalidade de

796 mOsm/kg de H20, isto demonstra que CI € hiporegulado
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independentemente de Na* (Faria et al, 2010), que provavelmente é

transportado passivamente para fora da hemolinfa, por difuséo.

De modo geral, tanto em vertebrado quanto em invertebrado, a
secrecdo de CI- se da pela presenca do co-transportador Na*/K*/2CI-
na membrana basal da célula pilar, e a presenca de um canal de CI-
na membrana apical. O transporte de Cl- se dd pela atividade da
Na*/K*-ATPase, presente nas membranas das invaginagdes basais, que
utiliza ATP que é fornecido pelas mitocéndrias no citosol basal. A Na+/K*-
ATPase, ao hidrolizar o ATP, fransporta 3Na* para a hemolinfa e 2K* para
o citosol, isto cria um forte gradiente eletroquimico que favorece a
difusdo de Na* da hemolinfa para o citosol. O Na* entra na célula via o
simportador Na*/K*/2CI- e junto entra 1 ion de K+ e 2 ions de CI-. A
entrada de CI- na célula cria um gradiente eletroquimico negativo que
favorece a difusdo deste ion para fora da célula, e isto se d& via canal
de CI apical. O K* acumulado denfro da célula pela atividade da
Na*/K+ATPase e do Na*/K*/2CI,, recicla para hemolinfa por meio de
canais de K* na membrana basal. Essa secrecdo de CI cria um
gradiente eletroquimico fransepitelial que promove o movimento de
Na* paracelularmente, levando & secre¢cdo desacoplada de CI- e Na+
(Péqueux, 1995; Freire et al, 2008). Em A. franca sGo as células pilares dos

tricons que realizam essa funcdo.
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6.2 Clibanarius vittatus
Como um caranguejo hermitdo diogenideo, Clibanarius vittatus

apresenta filobradnquias e possui 13 pares branquiais (Martin e Abele,
1986; McLaughlin, 2003). Verificamos que a arquitetura lamelar de C.
vittatus é similar & de camardes palemonideos (Figura 50). H& um
simples epitélio logo abaixo da cuticula formado por células pilares.
Essas células sustentam um septo infralamelar que divide o espaco da
hemolinfa, e nas exiremidades estdo localizados os canais marginais
aferente e eferente, que ndo sdo simétricos (Freire e McNamara, 1995;
McNamara e Lima, 1997; Belli et al 2009). Nas exiremidades das lamelas,
hd a presenca de ndédulos que ajudam a manter o espaco enfre as
lamelas (Goodman e Cavey, 1990, Taylor e Taylor, 1992; Martinez et al,

1999; Luquet et al, 2000).
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Figura 50. Esquema representando uma reconstrucdo tridimensional de uma lamela de
filobrénquia de Macrobrachium olfersi seccionada transversalmente ao longo de seu
eixo mais curto. Células pilares (pc), franja das células pilares (pcf), canal onde
percorre hemolinfa (he), septo infralamelar (is), canal marginal (mec) (Freire e

McNamara, 1997).

As bré&nquias de C. vittatus crescem em tamanho da mais anterior
para a mais posterior por fipo de brénquia, artrobrdnquia e
pleurobranquia. O nosso estudo se focou na oitava, nona e décima
terceira  br@nquias, sendo artrobrénquia, pleurobrénquia e
artrobr@nquia respectivamente. Anatomicamente, as lamelas das trés
brédnquias ndo apresentaram diferencas visiveis, o que variou foi a
espessura do epitélio, ou seja, as franjas das células pilares, e a
espessura do septo. Aparentemente a nona brénquia apresenta o
septo mais estreito. Apds aclimatacdo por 10 dias em dgua do mar
diluida em 15 %eS houve algumas modificacdes. O septo da oitava e
décima terceira branquia se afinou e as franjas das células pilares se

espessaram.

A ultraestrutura mostra que o septo intralamelar da oitava e da
décima terceira branquia sdo mais ricos em estruturas celulares de
fransporte idnico do que o septo infralamelar da nona branquia. O fato
da oitava e décima terceira brénquias serem artrobrénquias e a nona
ser pleurobrédnquia nos fazem pensar que provavelmente hd maior

atividade de transporte ibnico nas artrobr@nquias. Em salinidade de 35
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9.8 (1050 mOsm/kg de H.O) a concentragdo da osmolalidade da
hemolinfa de C. vittatus é 1139 mOsm/kg de H20 (Young1979), portanto
o animal mantém sua hemolinfa acima do ponto isosmético. O fato de
ter sido marcadamente presente um septo frabeculado nas lamelas
branquiais de todas as brdnquias e maior concentracdo das estruturas
celulares proximos ao corpo das células pilares, faz-nos pensar que o
septo préximo ao corpo das células pilares € quem realiza transporte
ativo de captura de sais do meio externo e que mantém este gradiente
hiper-osmodtico. McNamara e Lima (1997), McNamara e Torres (1999) e
Belli et al (2009) sugerem um modelo de rota ibnica no epitélio branquial
de camardes de dgua doce do género Macrobrachium no qual a
Nat+/K+-ATPase localizada nas invaginacdes de membrana do septo cria
a forca eletromotriz que dirige o movimento de Na* para dentro do
citoplasma das células pilares via canais ou trocadores idnicos nas
membranas das evaginacdes apicais. O Na* se move entdo através de
juncdes basais da célula pilar e entra no citoplasma do septo
infralamelar e posteriormente é bombeado para a hemolinfa via as
saidas das finas invaginacdes do septo. Movimentos de dgua e ions via
paracelular sdo impedidos por fortes jungcdes nas franjas das células

pilares (Figura 51).
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Figura 51. Modelo de movimento de Na* e dgua através de células pilares e células do
septo intralamelar de lamela branquial de Macrobrachium olfersi quando mantidos

em dgua doce (<0.5 %o S) (McNamara e Torres 1999).

Como as franjas das células pilares encontradas nas lamelas das
branquias de C. vittatus sdo muito finas ao longo da lamela, pode-se
pensar que nela ocorrem as frocas gasosas. A presenga de
desmossomos sugere a reduzida possibilidade de movimentos de dgua
e ions via paracelular. A auséncia de estruturas celulares nas franjas e
em algumas regides no septo, ambos localizados distantes dos corpos
das células pilares, indicam talvez que a atividade de fransporte iGnico
ndo ocorra nessas regides. Infere-se, portanto que as brédnquias de C.
vittatus apresentem diferenciagcdes funcionais regionais nhuma mesma
lamela. O modelo proposto para Macrobrachium citado acima é similar
para C. vittatus, porém apenas nas proximidades dos pericdrios das

células pilares e septo.

119



Apds aclimatagcdo em dgua do mar diluida em 15 %eS por 10 dias,
o septo foi quem apresentou maior alteracdo na sua uliraestrutura. Ele
se apresentou mais denso e rico em invaginacdes de membrana e
mitocdndrias. Houve também um pequeno aumento no espaco
subcuticular presente nas franjas das células apicais devido ao
desenvolvimento das evaginagdes apicais, € o surgimento de
invaginagdes de membrana associado d mitocdndrias, porém poucas.
Isso sustenta seu maior gradiente osmdtico em salinidade de 15 %oS
(=450 mOsm/kg de H20), j@ que a osmolalidade da hemolinfa é
hiperosmética (655 mOsm/kg de H20). Quando olhamos para o Cl- em
15%0 S (=250 mM) C. vittatus se apresenta iso-ibnico (Young, 1979),
portanto a atividade de captura de Na* se acentua nesse meio mais
diluido, o que é corroborado pelo aumento de estruturas relacionas ao
fransporte de sédio em meio diluido. A presenca de desmossomos
agora seguidos de juncgdes provavelmente impede a enfrada de dgua
e saida de ions da hemolinfa via paracelular, j& que esses animais foram

mantidos em meio hiposmético.

Foram encontrados nefrécitos nos septos dos animais
aclimatados. De maneira geral os nefrécitos estdo presentes nas
bréanquias de todos os decdpodes. Foram encontrados nefrécitos tanto
no septo das tricobrdnquias de Aegla franca quanto no septo
interlamelar das filobrédnquias de Clibanarius vittatus. SGo células

vacuolizadas, geralmente restritas a dreas banhadas por hemolinfa
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oxigenada, ou seja, no lado eferente, e podem ser encontrados isolados
ou agrupados (Taylor e Taylor, 1992; Maina, 1998; Martinez et al, 1999).
Ultraestruturalmente, os nefrécitos lembram os poddcitos glomerulares
de vertebrados, j& que seus processos pedicelares e seus finos
diafragmas sdo propostos como dispositivos filtradores (Goodman e
Cavey, 1990; Taylor e Taylor, 1992). A abundante presenca de nefrocitos
no septo de lamelas aclimatadas, pode estar relacionada & uma maior
filtracdo da hemolinfa, talvez pelo aumento do metabolismo por

hiperregular.

Como C. vittatus ocupa regides estuarinas, poderia-se ter
aclimatado os animais em salinidades ainda mais diluidas, e assim
averiguar qudo pldstica sdo as células do septo em participar do
processo osmorregulatdrio j& que a principio, uma considerdvel parte

dele ndo apresenta estruturas de transporte idnico.

6.3 Um assopro evolutivo
As dendrobrénquias refletem a condicdo mais primitiva de

morfologia branquial, e especula-se que elas deram origem as
tricobranquias (Martin e Abele, 1986). Sendo assim, leva-se em conta
que as fricobrénquias s@o primitivas em relagdo as filobrdnquias. As
flobranquias de Clibanarius vittatus se assemelham muito as brénquias
de camardes palaemonideos, que representa uma situagdo
intermedidria entre o plano das tricobrénquias e as filobrdnquias de

braquitros (Taylor e Taylor, 1992). Os canais marginais aferentes e

121



eferentes das lamelas das filobranquias de Clibanarius vittatus s@o
equivalentes aos canais aferentes e eferentes presentes nos flamentos
das fricobranquias de Aegla. Enquanto as tricobrénquias apresentam
um septo axial que se estende para dentro de cada filamento, nas
flobranquias o septo estd expandido, ele é o septo intralamelar que
divide o espago da hemolinfa e que é sustentado pelas células pilares

(Figura 52).

septum lacunae

Ny

nephrocytes

basic trichobranchiate

::I::::::::::e

@

palaemonid phyllobranchiate

Figura 52. Esquema de plano comum de tricobradnquia, e da filobradnquia de
palaemonideo. O septo € o tecido em preto, em pontihado é tecido conjuntivo.
(Taylor e Taylor, 1992).

Numa avdliagdo evolutiva em relagdo & morfologia branquial
dentro dos Anomura, ao analisar o cladograma da Figura 53, pode-se
observar que mesmo grupos derivados denfro dos Anomura
apresentam tricobrdnquias como morfologia branquial. Especula-se
dessa forma, que a tricobranquia seria plesiomodrfico e que as
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em vdrios momentos dentro de Anomura.
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Figura 53. Cladograma de Anomuros (McLaughlin e Lemaitre, 1997).

filobranguias seriam homopldsticas, e que surgiram independentemente

Morfologia branquial
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7. Conclusao

Aegla franca apresenta transporte idnico em todos os filamentos
de suas pleurobrénquias e apenas nos filamentos mais ventrais das
arfrobrénquias. A auséncia de uma abundante maquinaria celular nas
células dos epitélios branquiais faz-nos concluir que poderd haver outros
mecanismos envolvidos em sua capacidade de hiperosmorregulacdo
em dagua doce. J& a presenca de uma ultraestrutura rica em organelas
quando em meio hiperosmético de 25 %.S sugere subsidiar a secrecdo

de CI, j& que esta espécie hiporregula cloreto nesta salinidade.

Em Clibanarius vittatus aparentemente as artrobrénquias possuem
maior relevéncia no processo da osmorregulagcdo. A arquitetura das
lamelas branquiais se assemelha d de camardes palemonideos, fortes
hiperreguladores, assim como as vias dos movimentos idnicos também
se assemelham. No entanto esta espécie € um fraco hiperregulador
osmétcio. As mudancas na ultraestrutura do epitélio branquial devido &
aclimatacdo a meio diluido estéo relacionadas com o fransporte ativo
de sal, principalmente nas regides préximas aos pericdrios das células
pilares e no septo préximo as insergdes nas células pilares. Essa
plasticidade estrutural permite aumento de drea disponivel para alojar
enzimas ionotransportadoras como a Na*/K+-ATPase e canais idnicos e
anti- e/ou simportadores. De mesma maneira o aumento do nimero de
mitocéndrias supre fornecimento de ATP para atividade das proteinas

ionotransportadoras como a Na*/K*-ATPase. Essas mudangas estruturais
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é o0 que aparentemente permite a penetracdo e permanéncia de C.

vittatus em meio de baixa salinidade.
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