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RESUMO

Os elasmobranquios ndo séo exclusivamente marinhos. Embora de origem marinha, os
potamotrigonideos estdo adaptados ao ambiente estenohalino de agua doce. Portanto, o
presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos da exposicdo da arraia cururu por
24h, 48h, 96h e 168h & agua marinha artificial com salinidade de 10 psu sobre 0s
parametros osmo-ionorregulatorios. Apds exposicdo nos intervalos 0, 24, 48, 96 e 168
horas analisou-se as concentragdes de Na*, Cl, Ca2, Mg, uréia e osmolalidade
plasmaticos, além das atividades das bombas eletrogénicas (Na*/K*ATPase e NEM-
sensivel v- H*ATPase) nas branquias e nos rins. A exposicdo ao ambiente salino
provocou um aumento nos teores de Na*, CI-, Ca*? e Mg*? plasmaticos, sem profundas
alteracbes nas atividades das bombas idnicas Na'/K*ATPase e NEM-sensivel v-
H*ATPase branquiais e renais. Embora a salinidade ambiental tenha afetado o balanco
ibnico, o teor de uréia ndo foi alterado no plasma. A despeito do ambiente externo, a
arraia cururu se mantém amoniotélica e osmorregula, principalmente por meio dos
eletrolitos Na* e CI. A auséncia de efeito da salinidade ambiental sobre as bombas
ibnicas pode ser o resultado dos ajustes osmo-ionorregulatorios para evitar um acimulo
ainda maior de eletrélitos. O conjunto destes dados sugere um sistema de ajuste
gradativo nos mecanismos de transporte iGnico para que estes possam operar tanto em

ambiente de agua doce quanto no ambiente salino.

Palavras chave: Potamotrygonidae, osmorregulacao, arraia de agua doce, salinidade



ABSTRACTS

Elasmobranchs are not exclusively marine species. In spite of marine origin,
potamotrygonids inhabit stenohaline environment, which are completely adapted.
Therefore, this study consist in analyze the effects of exposure to artificial seawater
(salinity 10 psu) for 24h, 48h, 96h and 168h on osmoregulation of cururu ray
(Potamotrygon sp.). After exposure in the periods 0, 24, 48, 96 and 168 hours was
analyzed the concentration of Na*, CI-, Ca*2, Mg*?, urea and osmolality on the plasma
of stingrays, and the electrogenic pumps activity (Na*/K*ATPase and NEM-sensitive v-
H*ATPase) in gills and kidney of animals. The exposure to salt water cause an increases
levels of Na*, CI', Ca*2 and Mg*? in the plasma, without affect on Na*/K*ATPase and
NEM-sensitive v-H*ATPase in the gills and kidneys. Although the environment salinity
has affected the ion balance, the level of urea has not changed in the plasma. Despite the
external environment, cururu ray remains ammoniotelic and osmoregulates primarily
through electrolytes Na* and CI". The absence effects on ion pumps may be due to the
adjustment to avoid accumulation of electrolytes. This data suggests the existence of a
gradual adjustment on the ion transport mechanism which can operate both in the

freshwater and marine environments.
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1. INTRODUCAO

A familia Potamotrygonidae é considerada monofilética. Este grupo possui 22
espécies validas em quatro géneros: Paratrygon, Heliotrygon, Plesiotrygon e
Potamotrygon. Os trés primeiros géneros sdo considerados basais dentro da familia. O
género Paratrygon ainda é monotipico (P. aiereba). Heliotrygon e Plesiotrygon
possuem duas espécies cada. O género Heliotrygon foi recentemente descrito por
Carvalho & Lovejoy, 2011 com duas novas espécies (H. rosai e H. gomesi). Uma nova
espécie de Plesiotrygon foi recentemente descrita por Carvalho & Ragno (2011),
portanto, este género inclui agora duas espécies (P. iwamae e P. nana). O género
Potamotrygon é o mais especioso.

Sugere-se que 0s potamotrigonideos descendem uma antiga linhagem de arraias
marinhas e/ou eurihalinas. Varios autores tém discutido a possibilidade de que as
invasbes marinhas podem ter ocorrido a partir do mar do Caribe para o interior do
continente sulamericano entre o Paleoceno-Mioceno, h& aproximadamente 65-23
milhdes de anos (LOVEJOY et al., 2006). As transgressdes marinhas podem ter criado
condicdes apropriadas para que uma fauna marinha/estuarina pudesse tolerar uma
gradual dessalinizacdo da agua (HOORN, 1994). Este mesmo autor sugeriu que no final
do Mioceno (15 m.a) o Alto Amazonas drenava pelo Paleo-rio Orinoco para um delta na
regido do Lago Maracaibo. Esta sugestdo é interessante, pois, atualmente duas espécies
de arraias ocorrem tanto na bacia Amazoénica quanto na do Orinoco (Potamotrygon
orbignyi Castelnau 1855 e Potamotrygon schroederi Ferndndez-Yépez 1958). A
presenca de varias especies basais da familia Potamotrygonidae como Paratrygon
aiereba Muller & Henle 1841, P. schroederi e Potamotrygon sp. (arraia cururu) na
bacia do Rio Negro sugere que uma fauna de potamotrigonideos ancestral ficou bem

estabelecida nesta bacia. Portanto, alguns autores sugerem que alguns habitats do Rio



Negro podem ser considerados reliquias hidrograficas remanescentes do Paleo-Rio
Amazonas-Orinoco onde o ancestral dos potamotrigonideos se desenvolveu durante o
Mioceno (DUNCAN & FERNANDES, no prelo).

Alguns autores citam diferentes processos morfofiosioldgicos relacionados a
evolucdo da tolerancia dos potamotrigonideos no ambiente de agua doce, tais como
inabilidade para acumular uréia nos tecidos como soluto osmorregulador (TAM et al.,
2003; DUNCAN et al., 2009), presenca de albumina no plasma (GRIFFITH et al.,
1973), modificagdo nos o6rgados eletrosensoriais (SHIBUYA et al., 2010) e glandula
rectal ndo-funcional (THORSON et al., 1978). Varios estudos tém demonstrado que a
ormorregulacdo dos potamotrigonideos ocorre de maneira similar aos teledsteos de agua
doce e é caracterizada pela baixa concentracdo de eletrolitos (GRIFFITH et al., 1973).

Segundo a hipdtese de Lovejoy et al. (1998), o ancestral dos Potamotrygonidae
pode ter sido um grupo proximo do género Himantura Muller & Henle 1837
(Dasyatidae), uma vez que varios membros desse género sdo encontrados tanto em
aguas salobras, quanto em ambiente de 4gua doce. Um trabalho proposto por Dunn et al.
(2003) sustenta a hipotese de Lovejoy et al. (1998) e sugere que o ancestral
Potamotrygon pode ter seguido um caminho: marinho — eurihalino — agua doce.

Uma distin¢do fisioldgica entre arraias de agua doce estenohalinas e eurihalinas
pode ser descrita pelas suas diferencas osmorregulatérias. Nas arraias marinhas e/ou
eurihalinas a osmolalidade do plasma é quase sempre <600 mosmol/kg (EVANS et al.,
2005), enquanto nos potamotrigonideos estes valores sdo geralmente <350 mosmol/kg
(WOOQOD et al., 2002; DUNCAN et al., 2009). Além disso, elasmobranquios marinhos
osmorregulam por meio da uréia (>300 mmoles/l), enquanto as arraias de agua doce

possuem baixos valores para este osmdlito (<5 mmoles/l) e osmorregulam por meio de



eletrolitos, especialmente pelos ions Na* e Cl- (EVANS et al., 2004; DUNCAN et al.,
2009).

Desde que Thorson et al. (1967) relatou que os potamotrigonideos possuem
baixos valores de uréia quando comparados aos condrictios marinhos, autores como
Griffith et al. (1973) demonstraram que Potamotrygon sp. quando exposta a um
ambiente salino de 20,6 psu apresenta um ligeiro aumento da osmolaridade e ions
plasmaticos, porém sem alterar substancialmente os niveis de uréia em seus tecidos. Por
outro lado, quando a arraia eurialina Himantura signifer Copagno & Robert 1982 é
transferida da agua doce para a 4gua do mar, este animal aumenta significativamente a
osmolaridade, principalmente acumulando uréia como principal osmélito (TAM et al.,
2003). Além disso, quando os elasmobranquios eurialinos marinhos Carcarhinus leucas
Muller & Henle 1839, Urolophus jamaicensis Cuvier 1816 e Leucoraja ocellata
Mitchill 1815 sdo mantidos em ambiente de dgua doce estes animais apresentam uma
reducdo significativa na osmolalidade, [Na*] e [CI]. Embora a [uréia] seja baixa, ainda
assim os valores estdo >150 mmol/l (PILLANS & FRANKLIN, 2004). Ainda que as
condi¢bes de salinidade ambiental mudem substancialmente, os elasmobranquios
eurialinos continuam ureogénicos e ureotélicos, enquanto 0s potamotrigonideos
permanecem amoniotélicos (WOOD et al., 2002).

No ambiente de agua doce, o0s potamotrigonideos estenohalinos sédo
hiperosméticos em relacdo ao meio. Como a osmorregulacdo depende da relagdo entre
soluto-solvente entre os dois compartimentos (animal versus ambiente), as arraias
precisam resolver dois grandes desafios osmorregulatorios: o imenso influxo de agua e a
perda excessiva de ions. O aumento da excregdo urinaria € bem documentado em
elasmobranquios eurialinos expostos a agua doce (ANDERSON et al., 2007). Porém, o

aumento do fluxo urindrio pode potencializar a perda ibnica para a agua. Para



compensar a perda difusional (e aquela excretada pela urina), os eletrélitos (Na*, K*, CI-
e Ca'?) sdo absorvidos ativamente pelas branquias e reabsorvidos ativamente pelos
tbulos renais (EVANS et al., 2005). Porém, nada se sabe como este mecanismo pode
funcionar nos potamotrigonideos expostos a uma condi¢do adversa como no ambiente
salino.

Para que os peixes de agua doce possam tolerar o aumento gradual na salinidade
ambiental s&o necessarios ajustes nas vias de secrecdo dos ions pelas células do epitélio
branquial (WOOD & MARSHALL, 1994). As células cloreto sdo os principais sitios
para excrecdo e tomada de ions em peixes adultos, inclusive para elasmobranquios
(WILSON et al., 2002). Nestas células, as bombas idnicas Na*/K* - ATPase e H+-
ATPases localizam-se em vasta area tubular continua a regido basolateral
(PIERMARINI & EVANS, 2000; DUNCAN et al., 2011). A identificacdo de células
ricas em mitocondrias ricas em Na*/K* - ATPase (NKA-MRC) no epitélio branquial de
diversas espécies de potamotrigonideos tem sido recentemente descrito (DUNCAN et
al., 2010). Curiosamente, as NKA-MRCs da arraia cururu (Potamotrygon sp.)
organizam-se no filamento branquial formando um sistema folicular até entdo nao
observado em outros animais (DUNCAN et al., 2011). Um dos primeiros modelos
propostos para o transporte de ions no epitélio branquial envolvendo a bomba
eletrogénica Na'/K* - ATPase foi elaborado por Silva et al. (1977), sendo revisto por
Hirose et al., 2003. Conforme este modelo, em teledsteo de agua doce o papel da
Na*/K* - ATPase é criar um gradiente eletroquimico para que o Na* e CI° possam
tomados pela regido apical das celulas cloreto. Enquanto que, para teledsteos marinhos a
atividade da Na*/K" - ATPase favorece a excrecdo de ClI°, enquanto o excesso de Na* é
eliminado por uma via paracelular. A existéncia de uma bomba prétons (H+-ATPase)

do tipo vacuolar (ATPase tipo v) tem sido proposta como um modelo alternativo para a



absorcdo de Na+. As propriedades farmacoldgicas (LIN & RANDALL, 1993) e a
imunolocalizacdo celular (LIN et al.,, 1994) de uma bomba H+ sensivel ao N-
etilmaleimida (NEM) foram descritas para truta arco iris (Oncorhynchus mykiss
Walbaum 1792). A NEM seinsivel-v-H+-ATPase € um heteroligbmero com 300-700
kDa j4 identificado nas brénquias dos teledsteos (LIN et al., 1994), em elasmobranquios
marinhos e eurialinos (EVANS et al., 2005). Porém, a relacdo funcional entre a Na*/K*
- ATPase e a NEM seinsivel-v-H+-ATPase nos 6rgdos osmorreguladores (branquias e
rins) nunca foi estabelecida.

Piermarini & Evans (2000; 2001) realizaram um elegante experimento para
demonstrar que na arraia eurihalina, Dasyatis sabina Leseuer 1824, tanto a Na'/K" -
ATPase quanto a bomba de prétons v-H*-ATPase sdo induzidas a medida que a
salinidade da agua diminui. Usando métodos imunoquimicos, Piermarini & Evans
(2001) notaram que a densidade de células ricas em Na'/K* - ATPase aumentou além de
apresentar localizacdo predominantemente sobre a superficie lamelar. Por outro lado, as
células ricas em v-H*-ATPase localizam-se sobretudo na regido interlamelar nas
branquias das arraias aclimatadas na agua doce. Baseando-se nestes resultados, 0s
autores propuseram um modelo ndo usual para a troca iénica no epitélio branquial das
arraias eurihalinas; as branquias de elasmobranquios existem dois tipos de iondcitos: o
tipo rico em Na*/K* - ATPase fornece energia para a tomada de Na* via excrecdo de H*,
enquanto o tipo rico em V-H" - ATPase favorece a tomada de cloreto eliminando HCO3
via co-transporte antiporte. Portanto, a localizacdo topogréafica destas células no epitélio
branquial € distinta.

Wood et al. (2002) demonstraram que os mecanismos de regulacdo iénica na
arraia cururu (Potamotrygon sp., espécie ainda ndo descrita) sdo concordantes com o

modelo proposto por Piermarini & Evans (2001). A arraia cururu é uma arraia



estenohalina, endémica das aguas pobres em ions do Médio Rio Negro. De acordo com
Wood et al. (2002), ao longo da historia evolutiva do grupo, o sistema de troca idnica
originalmente desenhado para as funcées no ambiente marinho foi moldado de maneira
que adotasse uma estratégia de adaptacdo osmorregulatéria similar as dos ciclideos
(WILSON et al.,1999) que habitam estas aguas, ou seja, um sistema de transporte idnico
de afinidade baixa em aguas acidas, porém apresenta uma reduzida taxa de perda ibnica.

A despeito das informagdes citadas anteriormente e dos modelos vigentes para
elasmobranquios eurialinos, este trabalho visa propor um novo modelo para o0s
mecanismos do sistema de transporte idnico baseando-se nos estudos com a arraia
cururu (Potamotrygon sp.) exposta a salinidade ambiental. Este modelo pode auxiliar no
entendimento dos provaveis efeitos da salinidade ambiental sobre a fauna aquética nos
estudos de modelagem dos futuros cenarios que prevéem uma elevagdo do nivel do mar

como uma consequéncia do efeito do aquecimento global.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Analisar os efeitos da salinidade (10 psu) da agua sobre os processos osmo-

ionorregulatérios da arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu).

2.2 Objetivos especificos
- Analisar as alteracdes na concentracdo quimica (ions, uréia e osmolalidade) do
plasma de Potamotrygon sp. apds exposicdo por 0, 24, 48, 96 e 168 horas & salinidade

de 10 psu;



- Analisar os efeitos das atividades das bombas eletrogénicas (Na*/K*ATPase e
NEM sensivel v-H*ATPase) nas branquias e rins de arraias Potamotrygon sp. apos
exposicao 0, 24, 48, 96 e 168 horas a salinidade de 10 psu;

- Propor um modelo para 0os mecanismos e processos fisiologicos afetados ou

ndo pela exposicao cronica da arraia Potamotrygon sp. a salinidade de 10 psu.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Cinquenta e quatro exemplares da arraia cururu (Potramotrygon sp., figura 1,
tabela 1) pesando 38,4g+10,15 e comprimento total 7,9cmz5,4 foram capturados no
Médio Rio Negro (regido de Barcelos, S00°35.765° W063°01.729°). Os animais foram
transportados até as dependéncias do Laboratério de Morfologia Funcional do
Departamento de Morfologia da UFAM e aclimatados em piscinas de 1000 litros
durante 14 dias. As arraias foram alimentadas diariamente com minhocas durante todo
periodo de aclimatacdo. A alimentagdo foi suspensa 24 horas antes dos experimentos.
As arraias foram divididas em 18 unidades experimentais. Cada unidade experimental
consistia de trés arraias mantidas num monobloco pléstico (basqueta) medindo
60x40x20 cm com 10 litros de agua. Os grupos controles e experimentais (salinidade 10
psu) foram inteiramente casualizados. Os animais foram mantidos nestes grupos
experimentais nos seguintes intervalos de tempo: 0, 24, 48, 96 e 168 horas (grupos
controles e experimentais). A necessidade de varios grupos controles temporais deve-se
ao fato de eliminar possiveis efeitos decorrentes do confinamento nas unidades
experimentais. A adicdo de sal marinho artificial (produtos do Mar Vermelho, Herzilia

Pituéch, Israel, Red Sea — Coral Pro Salt foi gradual 2,5 psu/hora até a salinidade final



de 10 psu. Os valores de salinidade foram mantidos constantes com renovagéo (1/2 do
volume) diéria da agua e controlados com auxilio de um analisador multiparametro
CONSORT® C535. De maneira similar, a 4gua dos grupos controles foi renovada
diariamente em % do volume para evitar acimulo de material nitrogenado de excrecao

como a amonia.

&

Figura 1. Exemplar da espécie Potamotrygon sp. (arraia cururu) coletada na regido de
Barcelos, Médio Rio Negro.

Tabela 1. Médiatdesvio padrdo do peso(g) e largura de disco(cm) dos animais
utilizados nos grupos controles e experimentais (salinidade 10 psu).

Condic¢ao Oh 24h 48h 96h 168h
Peso (g) 33,748,8 30,2+2,2 31,9438 51,9+17,9 30,5%8,3
Controle
Larg. disco (cm) 8,9+1,4 8,8+l 9,4+0,2 11,2+1,4  9,4+0,9
Peso (g) 31,6+4,3 38,4458 62,1+16,7 35,5%+3,5
Salinidade
Larg. disco (cm) - 9,4+16  9,7+05 11,6x£1,2 9,6+0,7

3.2 Coleta das amostras de tecido
Ao final de cada tempo de exposi¢do, os animais foram anestesiados com

tricaina metanosulfonada, MS 222 (0,5 g/l), pesados e medidos. Apds a perda do



equilibrio, o sangue foi imediatamente retirado por meio de puncéo cardiaca. O plasma
foi separado por centrifugacdo e armazenado para posterior anélise da composicdo
quimica e osmolalidade. As branquias e rins de cada arraia foram retirados apds
incisdo cirdrgica na regido ventral e imediatamente congelados para analise das Mg*? -

ATPases.

3.3 Analises dos ions

A concentragdo dos fons Na*, K* e Ca*? presentes na agua utilizada nos
experimentos foi analisada por fotometria de chama (Digimed® DM-61). Os teores de
Na* e K* do plasma foram analisados pelo mesmo método. As concentracdes de Ca*?,
Cl', Mg*? e uréia plasmaticos foram analisados por meio de “kits” comerciais. O kit
Labest® foi utilizado para as analises de CI- e Mg*™. O sistema de determinacéo
colorimétrica de cloretos consiste na rea¢do dos ions cloreto presentes na amostra com
tiocianato de mercurio formando cloreto de merclrico e ions tiocianato. Os ions
tiocianato combinados com ions férricos presentes no reagente de cor formam tiocianato
férrico com coloracdo amarela com intensidade proporcional a concentracdo de cloreto.
O sistema de determinacdo do magnésio consiste na reacdo de ions magnésio com
magon sulfonado que formam um complexo rdseo em meio alcalino. A intensidade de
cor é proporcional a quantidade de ions magnésio presente no plasma. Para anélise de
Ca*? foi utilizado o kit Doles®. O sistema de determinacéo colorimétrico para o calcio
ocorre através de um complexo corado com Cresolftaleina em meio alcalino. Na
determinacéo de uréia foi utilizado o kit Human® do Brasil. O sistema de determinagéo
da uréia realizado foi o teste enzimético-colorimétrico. A hidrolise da uréia na presenca
da urease produz amoénia e CO.. Na reacdo de Berthelot, o ion amdnio reage com o

salicilato e hipoclorito de sodio formando uma coloracdo verde proporcional a



10

concentracdo de uréia. A osmolalidade plasmatica foi analisada por meio de osmometro

da marca p-Osmette Precision®. Todas as anélises foram realizadas em duplicatas.

3.4 Determinacdo da atividade da Na*/K*- ATPase e NEM-sensivel v-H" -
ATPase

As amostras de branquias e rins foram homogeneizadas manualmente em
tampdo SEI (sacarore 300 mM, EDTA 1 mM, imidazol 30 mM, em pH 7,3) na
presenca de inibidores de proteases (phenilmethylsulfonylfluoride, PMSF 1 mM e
pepstatine 1 mM) e centrifugados durante 5 minutos (centrifuga SIGMA® 30K). O
sobrenadante foi retirado e usado para a analise da concentracdo de proteinas totais e
atividade de Na*/K*-ATPase e NEM-sensivel v-H*-ATPase.

Para determinacdo da atividade de Na'/K*-ATPase, os extratos crus foram
incubados (1:20 v:v) em tamp&o contendo: Na* 100 mM, Mg*? 25 mM, EDTA 1 mM,
ATP 5mM, imizadol 25 mM, em pH 7,4. Apo6s a incubacdo de 60 minutos foi
analisada a diferenca de concentracdo de fosfato inorganico (Pi) formado nas amostras
sem o inibidor, porém com K* 30mM e com o inibidor da enzima (ouabaina 3 mM
para a Na*/K*-ATPase e N-Ethyl maleimide, NEM 2 mM) na auséncia de K*.

As leituras de absorbancia do Pi foram feitas no espectrofotdmetro
(SPECTRUM® UV-2000) em comprimento de onda A620nm utilizado uma solucao
acida (&cido sulfarico 675,3 mM) de molibdato de aménia (9,2 mM) e sulfato ferroso
(345,3 mM). As atividades das bombas ibnicas estdo expressas em pumol de Pi/mg
proteina/h.

As andlises de proteinas totais foram realizadas pelo método do biureto com
utilizacao do “kit” In Vitro Diagnostica®. As proteinas reagem com o sal de cobre em

solucéo alcalina formando um complexo azul. A intensidade de cor é proporcional a
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concentragdo de proteinas presentes nos extratos crus. Todas as analises foram

realizadas em duplicata.

3.4 Andlise estatistica

Todos os dados estdo apresentados como médiatdesvio padrdo. Inicialmente os
dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de Kolmogorov-Smirnov. Nos
casos de rejeigcdo da Ho, os dados foram logio-transformados e resubmetidos ao teste de
homogeneidade. O teste t de Student foi usado para comparar as médias dos dados do
grupo controle versus tratamento dentro de cada intervalo de tempo. O teste ANOVA
foi utilizado para comparagdes entre as médias dos intervalos de tempo dentro do
mesmo grupo experimental. O teste post-hoc de Dunnett foi utilizado para identificar
quais intervalos de tempo foram diferentes do grupo controle (tempo 0 h). Andlises de
regressdo e/ou correlacdo foram feitas entre as varidveis (fisiolégicas e bioquimicas)
como forma de encontrar explicacbes e/ou relagbes entre tais varidveis. Em todos os

casos o nivel de significancia aceito foi de 5% (p<0,05).

4. RESULTADOS

4.1 Variaveis fisicas e quimicas da agua
Os perfis das variaveis fisicas e quimicas da agua nas unidades experimentais
estdo apresentados nas tabelas 2 e 3. Comparando 0s grupos controles versus grupos
experimentais, apenas o pH ndo sofreu alteracdo significativa ap0s 168 horas de
exposicdo salina. Nos grupos controles o pH variou de 5,2 a 7,6, enquanto nos grupos
experimentais esta variagdo foi de pH 4,8 a 8,8 (Tablea 2). Nas unidades do grupo
controle a salinidade da agua foi mantida em 0 psu durante todos os intervalos de

tempo. A adigdo de sal marinho artificial na &gua provocou um incremento na média de
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condutividade da agua de 33,1+12,9 para 17.287,5+1316,3 uS/cm e nos teores de

solidos totais de 17,4+6,6 para 9.737,5+805,23 mg/l.

Tabela 2. Médiatdesvio padrdo das varidveis fisico-quimicas da é&gua (pH,
condutividade e solidos totais dissolvidos, TDS) nos grupos controles e experimentais.
Os animais foram submetidos a 4gua salina de 10 psu durante os intervalos de tempo de:

24h, 48h, 96h e 168h.

pH Condutividade TDS
Condicéo
Controle Sal Controle Sal Controle Sal
Oh 5,9+0,01 - 33,3+0,6 - 17,7+0,2 -
24 h 5,2+0,2 54+1,1 29,7+2.3 16.400+0 15,8+1,3 9.150+71
48 h 6,1+0,1 7,2+0,6 24,9456 16.850+354 13,2+3,0 9.450+212
96 h 7,610,2 8,8+1,1 54,0+15,4 19.350+212 28,275 11.000+141
168 h 6,1+0,1 4,8+0,03 23,5425 16.550+636 12,4+11 9.350+354

Como esperado, os teores dos ions Na*, K* e Ca*? aumentaram 2.701,19 x, 134,50 x

e 637,21 x (Tabela 3), respectivamente ap06s adicdo de sal marinho artificial para se

obter uma agua salina 10 psu. Onde [Na'] > [Ca*?’] > [K*] na 4gua com salinidade de 10

psul.
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Tabela 3. Médiatdesvio padrdo nas variagGes nos teores de Na*, K* e Ca*? nos grupos
controles e experimentais. Os animais foram submetidos a agua salina de 10 psu durante
os intervalos de tempo de: 24h, 48h, 96h e 168h.

Na* (ppm) K* (ppm) Ca*? (ppm)

Condicao

Controle Sal Controle Sal Controle Sal
Oh 1,510 - 1,60 - 1,110 -
24 h 4,3+7,3 5.270+339 1,9+0,3 275+14 1,1+0,04 730+14
48 h 1,0+0,1 5.310+35 1,610,1 27014 1,1+0,01 732,5+4
96 h 1,2+0,1 4.593+60 2,4+0,2 155+7 0,8+0 430+14
168 h 1,3+0,7 4.730+375 1,4+0,1 255+0 1,1+0 715+7

4.2 Efeitos da salinidade sobre a composicdo quimica do plasma

As variacGes nas concentragdes dos ifons Na* e CI° plasmaticos estdo
apresentados na figura 2. Os exemplares dos grupos controles ndo apresentaram
alteracGes aparentemente nos niveis de Na* e CI- em nenhum dos intervalos de tempo
estudados. Os animais mantidos na agua com salinidade 10 psu apresentaram niveis de
Na* significantemente mais elevados no plasma dos animais expostos 24h e 48h
(p<0,05), que naqueles do grupo controle (tempo 0, salinidade O psu). Apds este
periodo, os teores deste ion retornaram aos valores do grupo controle. Os niveis de CI°
permaneceram elevados durante todos os intervalos de exposicdo a salinidade (p<0,05).
A razdo Na*/Cl" ndo variou entre os intervalos dos grupos controles, bem como entre 0s
grupos experimentais ao longo do tempo de exposicdo (Tabela 4). Os ions Na* e CI
foram os eletrdlitos mais importantes que contribuiram para a osmolalidade total no
plasma das arraias estudadas (figura 3). Porém a osmolalidade medida foi na maioria
dos casos inferior aquela estimada a partir do somatorio dos osmdlitos presentes no

plasma.
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Figura 2. Variagdes nos teores de Na* (a) e ClI" (b) plasmaticos nos grupos controles (O)
e experimentais (®). Os animais dos grupos experimentais foram submetidos a agua
salina de 10 psu durantes os seguintes intervalos de tempo: 24 h, 48 h, 96 h e 168 h. (#)
indica diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (tempo 0 e salinidade 0 psu)
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Tabela 4. VariagOes na razdo Na*/Cl- do plasma de animais nos grupos controle e
experimentais. Os animais do grupo experimental foram expostos a agua salina de 10
psu durante os seguintes intervalos de tempo: Oh, 24h, 48h, 96h e 168h.

Condicdo Oh 24h 48h 96h 168h
Controle 0,+0,1 05+0,1 05+0,1 0,5+0,1 0,5+0,2
Salinidade ) 0,7+£0,2 0,7+0,3 04+0,1 05+0,1
600 -
Na+

7770 (|-

500 - 25;

400 4
2 ? 7 7 7 320 7
= 7 306 /298 309 ? >/
g 3001 gi = = g 266 7/ 269
CE> 228 > >

ml

Figura 3. Contribuicdo total dos osmdlitos Na*, CI" e uréia plasmaticos nos grupos
controles e experimentais. Os animais submetidos a agua salina de 10 psu durantes 0s
intervalos de tempo de: 24 h, 48 h, 96 h e 168 h. Os valores indicados na seta
representam os dados de osmolalidade medida no plasma.
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As variagBes na concentracio de K* e Mg*? plasmaticos estio representadas na
figura 4 (a e b respectivamente). A concentragdo de K" ndo variou no plasma dos
animais expostos ao sal. Porém, observou-se um aumento significativo (p<0,05) nos
animais do grupo controle de 48 h. A [Mg*?] plasmatica aumentou significativamente
(p<0,05) nos exemplares mantidos no grupo controle de 168 h, bem como nas arraias

expostas a salinidade de 10 psu durante os intervalos de 96 h e 168 h.
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Figura 4. Variagbes nos teores de K* (a) e Mg* (b) nos grupos controles (O) e
experimentais (®). Os animais dos grupos experimentais foram submetidos a agua
salina de 10 psu durantes os seguintes intervalos de tempo: 24 h, 48 h, 96 h e 168 h.
(#) indica diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (tempo 0 e salinidade 0

psu).
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Os teores de Ca*? plasmaticos ndo variaram ao longo do tempo dos animais dos
grupos controles. A adicdo de sal provocou um aumento significativo (p<0,05) na
[Ca*?] das arraias mantidas apenas no grupo 24 h. No entanto, comparando-se o grupo
controle e salino no intervalo de 96 h, observou-se uma reducéo significativa (p<0,05;

teste t Student) nos teores deste ion (figura 5).
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Figura 5. VariacOes nos teores de Ca*? nos grupos controles (O) e experimentais (®).
Os animais submetidos a agua salina de 10 psu durantes os intervalos de tempo de: 24
h, 48 h, 96 h e 168 h. (#) indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
(tempo 0 e salinidade O psu), ANOVA (post hoc, teste de Dunnett). (*) indica
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (teste t Student).

A variacdo na concentracdo de uréia e osmolalidade plasméticas estdo
apresentadas na figura 6. N&o houve diferengas significativas dos grupos controle e

experimentais para estas variaveis.
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Figura 6. VariacBes nos teores de uréia (a) e osmolalidade (b) nos grupos controles
(O) e experimentais (®). Os animais submetidos a agua salina de 10 psu durantes 0s

intervalos de tempo de: 24h, 48h, 96h e 168h.
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4.3 Efeitos da salinidade sobre atividade das bombas idnicas

Na figura 7 estdo apresentadas as variagGes nas atividades das Mg*2-ATPase
(Na'/K*-ATPase e NEM-sensivel v-H™-ATPase) branquiais e renais. Ndo houve
diferencas significativas (ANOVA, teste de Dunnett) ao longo dos tratamentos
(controle e salinidade). Porém, comparando-se os grupos controle e salinidade no
intervalo de 48 h, houve um aumento significativo (p<0,05; teste t Student) nos niveis

de atividade dessas bombas idnicas nos rins dos animais expostos ao sal (figura 7b).
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Figura 7. VariacBes nas atividades de Na'/K*ATPase e NEM-sensivel v-H*-ATPase
branquiais (a) e renais (b) nos grupos controles (O) e experimentais (®). Os animais
submetidos a agua salina de 10 psu durantes os intervalos de tempo de: 24 h, 48 h, 96
h e 168 h. (*) indica diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (teste t
Student).
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Nos rins das arraias, tanto dos grupos controles quanto do grupo experimental,
observa-se uma relacdo significativa diretamente proporcional entre os niveis de
atividade da Na*/K*-ATPase e NEM-sensivel v-H™-ATPase (figura 8a). Para os grupos
controles a equacdo da regressao foi: Na'/K*-ATPase = 0,68 + NEM-sensivel v-H*-
ATPase x (0,91); r?>=0,98; p<0,05. Enquanto que para 0S grupos experimentais a
equacdo foi dada como: Na'/K*-ATPase = 0,25 + NEM-sensivel v-H*-ATPase X
(0,92); r*=0,99; p<0,05.

Nas branquias dos animais observou-se apenas uma relagdo significativa entre
os niveis de atividade da Na'/K'™-ATPase e NEM-sensivel v-H™-ATPase do grupos
controles (figura 8b). Para estes grupos, a equacdo da regressao foi: Na*/K*™-ATPase =
0,52 + NEM-sensivel v-H*-ATPase x (0,89); r’=0,66; p<0,05. Entretanto para 0s
grupos expostos a salinidade a equacdo foi dada como: Na'/K*-ATPase = 0,99 +

NEM-sensivel v-H*-ATPase x (0,21); r’=0,017; p>0,05.
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Figura 8. Relagcbes entre as atividades da Na'/K*ATPase e NEM-sensivel v-H'-
ATPase renais (a) e branquiais (b) nos grupos controles (O) e experimentais (®). As
analises de regressdo foram feitas com os dados agrupados dos animais de um mesmo
tratamento, e de diferentes intervalos de tempo.
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5. DISCUSSAO

A exposicdo a agua marinha artificial (10 psu) apds 48 h provocou um
desequilibrio i6nico sobre os teores dos principais eletrélitos plasmaticos (Na*, CI-, Ca*
e Mg*?), porém sem alteracBes nas atividades especificas das bombas eletrogénicas
(Na'/K*ATPase e NEM-sensivel v-H*-ATPase) nos rins e nas branquias da arraia
cururu (Potamotrygon sp.). Esta arraia foi capaz de osmorregular por meio destes
eletrolitos e ndo acumulou uréia no plasma como fazem as arraias e outros
elasmobranquios marinhos (PILLANS & FLANKIN, 2004).

As alteraces que ocorreram na [K*] do plasma (no grupo controle em 48h) e
[Mg*?] (no controle 168h) estdo mais associadas ao estresse pelo confinamento dos
peixes que pelo aumento da salinidade ambiental. O aumento na concentracdo dos ions
potéssio, magnésio e calcio no confinamento podem estar diretamente relacionados a
perda da integridade da plasmalema dos midcitos liberando estes ions para o plasma, tal
como ocorre em Carcharhinus obscurus Lesueur 1818 (CLIFF & THURMAN, 1984) e
Chacharhinus leucas Muller & Henle 1839 (THORSON et al. 1973) durante o
manuseio e transporte.

Por outro lado, 0 aumento nas concentrac@es dos ions sddio e cloreto plasmatico
das arraias expostas ao ambiente salino ocorreram devido ao influxo de ions originada
da elevada concentragdo de Na* e Cl- da agua do mar artificial para o corpo do animal.
Isto é um efeito aparentemente comum. Em elamobranquios eurihalinos como a espécie
de tubardo Carcarhinus leucas (tubardo cabeca-chata) o deslocamento deste animal da
agua doce para o ambiente salino € caracterizado pelo aumento da osmolalidade e na
concentracdo de Na* e CI" plasmaticos (PILLANS & FLANKLIN, 2004).

Elasmobranquios marinhos sdo ureotélicos e reguladores hiperosméticos com

uma pressao osmotica interna ligeiramente superior da agua do mar
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(SHUTTLEWORTH, 1988). A adaptacdo osmdtica dos Chondrichthyes ao ambiente
marinho envolve o acimulo de uréia e éxido de trimetilamina (TMAO) plasmaticos
(YANCEY, 2001), além da ativa secrecdo do excesso de Na* e CI" pela glandula retal
(SHUTTLEWORTH, 1988). Como a glandula retal das arraias da familia
Potamotrygonidae ¢é atrofiada (THORSON et al., 1978), o excesso de Na" e CI" no
plasma das arraias cururu expostas ao sal acumulou-se no plasma por difusdo simples. A
reducdo destes eletrdlitos somente apos 96 horas de exposicdo estd associado ao influxo
de Mg*? e efluxo de Ca*?.

A reducédo do Na" estava associada ao aumento nos teores do ion magnésio livre
no plasma das arraias mantidas na dgua salgada. Em condi¢es normais, a concentracéo
Mg*? plasmatico (1,2+0,5 mmol/l) foi similar aos valores descritos na literatura para
peixes de agua doce e marinhos. Segundo Bijvelds et al. (1998), os valores Mg*?
plasmatico dos peixes ndo excede 2 mmol/l. Porém, quando a arraia cururu foi mantida
na agua salina (10 psu, com >160 mmol/lI de Mg*?) observou-se um actimulo deste ions
(2,2+0,6 mmol). De maneira geral, a concentracdo do Mg*? livre deve ser mantido
relativamente estavel e em baixos valores, pois este ion participa de inimeras funcdes
celulares importantes, tais como na atividade catalitica de varias enzimas Mg*2-
dependentes, além de regular a atividade de transportadores iénicos (Na*/K*/Cl- e K*/CI
) e canais de cations (FLATMAN, 1993).

O mecanismo de transporte de Mg*? pelo epitélio é pobremente conhecido. Os
peixes possuem um balango i6nico negativo para 0 magnésio. Como a concentracao de
Mg* na agua doce é baixa (0,5 mmol/l) a perda difusiva deve ser compensada pela
ingestdo de Mg*? através da alimentagio e reabsorcéo renal (BIJVELDS et al.,1998).
Nos casos onde a [Mg*?] do meio externo for mais elevada que o no meio interno, o ion

magnésio pode acumular no plasma. Além disso, o efluxo deste ion pelo epitélio é
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usualmente muito lento (OIKARI & RANKIN, 1985). Segundo Van Der Velden et al.
(1990), o influxo de Mg*? pode estar acoplado ao transporte de Na*. Isto pode explicar
que a elevada concentragdo de Mg*? plasmatico na arraia cururu mantida na agua
marinha apés 96h pdde estar acoplada a eliminacdo do excesso de Na* que se acumulou
no plasma das arraias nos periodos iniciais da exposi¢cdo ao ambiente salino. Além
disso, é importante observar que nos peixes de &gua doce os tdbulos renais reabsorvem
fons magnésio, enquanto que nos peixes marinhos estes sdo responsaveis pela
eliminagdo do excesso de Mg*? (RENFRO & SHUSTOCK, 1985). Como o0s
mecanismos de transporte i6nico ndo podem ser revertidos (em fungdo dos processos
evolutivos), a reabsorcdo de Mg*? renal pode ter contribuido com a elevagdo deste ion
no plasma das animais expostos ao ambiente salino.

Adicionalmente, observou-se um acimulo de Ca*? no plasma das arraias
expostas. Este ion move-se transcelularmente pelo epitélio branquial por meio por meio
de dois importantes sistemas de transporte: Ca*2-ATPase e trocador Na*/Ca*. Para
autores como Flik et al, 1990, a eliminacdo de branquial de Ca*? pela atividade do
trocador Na*/Ca*? é maior do que pela Ca*>-ATPase. A atividade do trocador Na*/Ca*?
é dependente do gradiente de Na®. Ainda segundo estes autores, experimentos
realizados no epitélio da tilapia tém demonstrado que o transporte de Ca*? nio ocorre
quando o gradiente de Na* foi eliminado (por exemplo, apés a adicdo de N-metil D-
glicamina). Sob tais condi¢Ges, o ion Ca*? pode acumular-se. Este mecanismo pode
explicar o aumento da concentragdo de Ca*? plasmatico nas arraias mantidas na agua
salina no intervalo de 24h. Com a reducdo dos teores de Na* plasmaticos, o gradiente é
retomado. O restabelecimento do gradiente de Na* reativa a eliminacdo do Ca*2

acumulado inicialmente.
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A eliminacdo do excesso de Na* apds 168h de exposic¢do salina de 10 psu (figura
2) também pode ter sido favorecido pelo excesso de muco que recobre o tegumento e 0
epitélio branquial das arraias mantida no ambiente salino. As cargas elétricas negativas
dos mucopolissacarideos e os carboidratos complexos presentes no muco podem atrair
cations como Na® para 0o meio externo. Recentemente, Duncan et al. (2010)
descreveram em detalhes o epitélio branquial das arraias de &gua doce da familia
Potamotrygonidae. Segundo estes autores, o epitélio é formado por multicamadas de
celulas (4-6 camadas) com os mesmos tipos celulares encontrados nos demais peixes:
célula pavimentosa (CPV), célula cloreto (CC) e célula mucosa (CM). Tanto as CPVs
quanto as CMs sintetizam e secretam mucopolissarideos. Benze & Gabriel (2009)
observaram que a arraia motoro (Potamotrygon motoro Muller & Henle 1841) da bacia
do Parand quando exposta ao ambiente salino (10 psu) apresentaram um aumento na
densidade de CMs AB e PAS-positivas (ricas em mucopolissacarideos &cidos e neutros,
respectivamente). Segundo estes autores, a proliferacdo de CMs no epitélio branquial
foi uma resposta ao estresse provocado pelo excesso de sal na &gua. O muco sintetizado
pelas CMs age como agente lubrificante, microbicida e protetor (MITTAL et al., 1994).
No entanto, a proliferacdo de CMs e a hipersecrecdo de muco podem alterar o
compromisso osmo-respiratorio, pois o0 aumento da barreira agua sangue (pela
proliferacdo celular e pelo muco excessivo) dificulta o transporte por difusdo de
oxigénio da agua para o sangue. Por outro lado, as cargas elétricas negativas presentes
nos mucopolissarideos e carboidratos complexos do muco podem ter favorecido o
transporte paracelular de Na* para o meio externo, ainda que o gradiente (cerca de 3.000

X) tenha sido desfavoravel para eliminacéo deste ion (figura 9).
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Figura 9. Modelo tedrico proposto para o efeito da salinidade ambiental sobre as
proteinas do sistema de transporte ibnico nas branquias da arraia cururu (Potamotrygon
sp.). O fluxo de Ca*? transcelular ocorre inicialmente a partir do canal ®ECaC apical. O
Ca*? intracelular é bombeado para o intersticio por meio de dois transportadores da
membrana basolateral: uma bomba de Ca*?, @PMCA e pelo trocador ®Na*/Ca*2. Os
fons Ca*™? também podem estimular a atividade de um trocador apical eletroneutro
@Mg*?/Ca*2. Este trocador antiporte bombeia Ca*? para o meio externo e absorve
Mg+2. O Mg+2 intracelular é transportado para o intersticio por meio de um sistema de
transporte antiporte (®Na*/Mg*?) que utiliza o gradiente eletroquimico do Na*. A
concentracdo intracelular de ion Na+ aumenta devido a entrada pelo trocador
eletroneutro apical ®Na*/H* e pelo canal apical @ENaC acoplado a uma bomba de H+
apical (possivelmente uma ®NEM-sensivel H™-ATPase).Uma bomba de préton
basolateralmente posicionada @H*-ATPase cria um ambiente eletrogénico para
absorcdo de Cl- externo pelo trocador antiporte pendrina (@CI/HCOs). O Cl" e 0 Na*
intracelulares sdo transportados para o intersticio pelo @CFTR (um canal de CI
basolateral) e pela ® Na*/K™-ATPase, respectivamente. O Na* intersticial é eliminado
paracelularmente devido a atracdo eletrostatica das cargas elétricas negativas presentes
nos @mucopolissacarideos que constituem o muco que recobre o epitélio branquial.
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Embora o ambiente salino tenha afetado o balanco idnico da arraia cururu, ndo
se observou alteracdo expressiva nas atividades das bombas i0nicas branquiais e renais.
A Na'/K*-ATPase e a v-H"™-ATPase sdo bombas eletrogénicas que impulsionam outros
sistemas de transporte i6nicos (MARSHAL & BRYSON, 1998). Como nos demais
peixes, estas enzimas exercem papéis cruciais nos processos osmo-ionorregulatérios dos
elasmobranquios. Estudos realizados em Dasyatis sabina (uma arraia eurihalina) tém
demonstrado que a Na'/K*-ATPase (NKA) e a v-H*-ATPase (VHA) sdo expressas
distintamente em dois tipos de células ricas em mitocondrias (NKA-MRC e VHA-
MRC, respectivamente) (EVANS et al., 2004). Ambas localizam-se na regido
basolateral destas células (EVANS et al., 2005). Recentemente Duncan et al. (2011)
observaram uma relacdo direta entre atividade especifica da NKA e nimero de NKA-
MRC branquial do potamotrigonideo Paratrygon aiereba Muller & Henle 1841. Estes
autores concluiram que os niveis desta enzima pode ser o reflexo da quantidade de
células ricas em mitocondrias presentes no tecido branquial.

Uma observacdo interessante € a estreita relacdo entre a NKA e VHA nos rins e
nas branquias (do grupo controle) da arraia cururu. A expressdo de grande quantidade
de NKA (e NKA-MRC) e VHA (VHA-MRC) na lamela branquial tem sido descrita
para a D. sabina encontrada na &gua doce, porém com menor expressao (e densidade de
MRC) quando esta arraia foi mantida na agua do mar (PIERMARINI & EVANS, 1998;
PIERMARINI & EVANS, 2000). De acordo com estes autores, o reducdo do nimero de
NKA-MRC, VHA-MRC e da expressdo de NKA e VHA nas branquias da arraia
eurihalina D. sabina quando expostas ao ambiente salino possivelmente representa um
mecanismo de regulacdo idnica para reduzir a absorcdo de ions a partir do ambiente

salino. Como a familia Dasyatidae é um grupo-irmao dos potamotrigonideos é provavel
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que estas arraias adotem estratégias fisiologicas semelhantes para os mesmos desafios
ambientais.

Em geral, os mecanismos adaptativos para reduzir a perda de ions em
elasmobranquios de agua doce incluem o aumento da reabsorcéo tubular renal (LACY
& REALE, 1995). Estudos tém demonstrado que os rins dos potamotrigonideos tém um
elevado potencial eletrogénico criado pelas bombas i6nicas para reabsorver ions e evitar
perdas excessivas para 0 meio externo. A atividade da NKA renal da arraia Paratrygon
aiereba que vivem nas 4guas acidas e diluidas do Rio Negro é relativamente elevada
que aqueles que vivem nas aguas do Rio Solimdes (DUNCAN et al., 2009). Em vérias
espécies euri-halinas, a atividade da NKA renal estd mais elevada nos individuos de
agua doce do que naqueles da dgua do mar (LIN et al., 2004). A aparente auséncia de
efeito sobre as bombas ibnicas pode ser uma estratégia vantajosa para o animal, pois
diminui o potencial eletrogénico celular, reduz a tomada idnica branquial, além de
permitir a formacdo de uma urina mais concentrada. Como resultado, estas estratégias
evita 0 acimulo de solutos no plasma dos animais expostos ao ambiente salino.

Os elasmobranquios marinhos sdo ureotélicos e iso- ou ligeiramente
hiperosméticos. Além disso, 70-90% da uréia filtrada nos rins é reabsorvida
(HAMMERSCHLAG, 2006). Por outro lado, os potamotrigonideos sdo amoniotélicos e
hiperosmdticos em relacdo ao meio externo (WOOD et al., 2002). Esta incapacidade
para acumular uréia nos tecidos pode ter sido uma estratégia vantajosa para a tolerancia
das arraias de &gua doce no ambiente diluido (THORSON et al., 1967). A reduzida
capacidade para sintetizar uréia representa uma importante economia energética para 0s
potamotrigonideos, uma vez que a sintese de 1 mol de uréia requer a hidrolise de 5

moles de ATP (IP et al., 2003). Ainda que estas arraias sejam expostas ao ambiente
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salino elas sdo incapazes de acumular uréia em seus tecidos (GRIFFTH et al., 1973;
TAM et al., 2003). O mesmo resultado foi observado neste estudo.

Em resumo, diferentemente da espécie D. sabina, a arraia cururu (Potamotrygon
sp.) ndo acumula uréia no plasma e ndo tem suas bombas ibnicas afetadas pela
salinidade ambiental. Além disso, esta espécie osmorregula por meio de seus principais
eletrdlitos (Na* e CI"). Este trabalho vem contribuir com informacdes relevantes sobre a
trajetoria evolutiva do grupo, bem como auxilia na compreensdo das estratégias
osmorreguladoras dos grupos de condrictios estenohalinos que eventualmente estdo
expostos as variaces extremas de salinidade ambiental, tais como aqueles que vivem

nas regides estuarinas.
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6. CONCLUSOES

A arraia cururu (Potamotrygon sp.) quando mantida na agua salgada foi incapaz de

acumular uréia no plasma;

e A osmorregulacdo foi realizada principalmente por meio dos ions sédio e cloreto,
porém esta arraia acumula Na* (48 h), CI- (24 h), Ca*™ (168 h) e Mg*? (96 h) no
plasma devido & elevada concentragdo destes ions no meio externo;

e O elevado gradiente salino ndo afeta a atividade da Na*/K*ATPase e NEM-sensivel

v-H*-ATPase.
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