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RESUMEN: En el presente trabajo se determiné la concentracion de los iones Na*, K* y Ca*? en hembras adultas de Emerita
portoricensis durante el ciclo de muda en condiciones de laboratorio. Las etapas analizadas fueron: intermuda, premuda, y
postmuda, esta Gltima fue evaluada a 12, 24, 48 y 72 horas. A cada organismo se le extrajo la hemolinfa para realizar las
determinaciones id6nicas. El Na* y K* se analizaron por fotometria de Ilama y el Ca*? por colorimetria. Se observaron
diferencias significativas para los electrolitos evaluados: Na*, Fs = 37,360, p<0,001; Ca®, Fs = 51,452, p<0,001 y K*, Fs =
3,923; p<0,05. El Na* y K*, aumentaron durante la etapa de premuda y luego cayeron a las 12 horas de postmuda, a las 24 horas
de este periodo, el Na*aumentd nuevamente, mientras que el K*, aument6 a las 48 horas. El Ca*? alcanz6 su valor mas alto en
la etapa de premuda y luego cayd drasticamente en la postmuda. Estas variaciones electroliticas, evidencian que en el
organismo estudiado existen mecanismos de regulacién ionica relacionados con el ciclo de muda, caracterizado por un
aumento marcado en los niveles de los tres iones durante la premuda.

Palabras claves: regulacién ionica, ciclo de muda, Emerita

ABSTRACT: The present study determined the concentration of the ions Na*, K* and Ca*? in adult females of Emerita
portoricensis during the molting cycle in conditions of laboratory. The analyzed stages were: intermolt, premolt, and
postmolt; this last stage was evaluated at 12, 24, 48 and 72 hours. To each organism hemolimph was extracted to make the
ionic determinations. The Na *and K *was analyzed by flame photometry and Ca*?by colorimetry. For electrolytes evaluated
were observed significant differences: Na*Fs = 37.360, p<0,001; Ca*?Fs = 51.452, p<0,001 and K*Fs = 3,923; p<0,05. The
Na*and K*increased during the stage of premolt and soon they fell to the 12 hours of postmolt,, Na* increased again to the 24
hours of this period, whereas the K* increased a to the 48 hours. The Ca*2reached its higher value in the stage of premolt and
soon it fell drastically in the postmolt period. These electrolytic variations evidence that in the organism studied existed
mechanisms of ionic regulation related to the cycle of molt, characterized by an increase marked in the levels of three ions

during the premolt stage.
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INTRODUCCION

Uno de los aspectos de la fisiologia de los crustaceos
es el ciclo de muda, este proceso determina la vida de los
crustaceos. Su metabolismo, comportamiento y
reproduccion son afectados directa o indirectamente por
un periddico reemplazo del integumento y acumulacion de
metabolitos. Este reemplazo periodico del exoesqueleto va
acompafiado de cambios internos que ocurren a nivel de la
cuticula, hepatopancreas, orina y hemolinfa (Passano,
1960; GuperLey 1977; Chang, 1995; PraTooMcHAT et al.
2002). Asi, la fisiologia del crustaceo esta intima vy
continuamente relacionada con las sucesivas etapas del
ciclo de muda, siendo, la hibernacién, la maduracién de

ovarios y el transporte de los huevos, en las hembras, las
Unicas interrupciones en esta serie de eventos de
recurrencia periddica (PAssano, 1960).

Gracias a una serie de estudios realizados en una gran
variedad de crustaceos, se ha demostrado la interrelacion
que tiene el ciclo de muda con los diferentes procesos
metabolicos que suceden a lo largo de la vida de estos
organismos, como por ejemplo, la regulacién idnica y
osmotica (HENRY & KorRMANIK, 1985; PEQuEux, 1995; WANG
et al, 2003), la formacion de musculos y la regulacion del
metabolismo de metales (EnceL, 1987; ENcEL et al., 2001) y
de los aminoacidos libres (WHEATLY & AYERs, 1995;
DooLEy et al 2002), asi como también con la actividad
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bioldgica de diferentes enzimas como son la anhidrasa
carbonica (HEnrRY & KormaNik, 1985), las hormonas
hiperglicemicas, y la hormona inhibitoria de la muda
(CHuNnG & WEBSTER, 2003) que son, solo algunos de los
factores que experimentan cambios durante el proceso de
muda de un crustéceo.

La influencia que tiene el ciclo de muda sobre la
concentracion de los electrolitos en la hemolinfa de los
crustaceos, ha demostrado una elevacion general en la
presion osmotica en los fluidos corporales durante la
premuda, asi como también en la concentracién de las
proteinas y de muchos de los constituyentes i6nicos de la
hemolinfa (RoBerTsoN, 1960; DUARTE & RomERO, 1982; WANG
et al. 2003), siendo el sistema nervioso central, el encargado
de regular este proceso a través de hormonas
neurosecretoras especializadas (PAssano, 1960; CHuNG &
WEBSTER, 2003). La actividad neurosecretora causa cambios
en el integumento, hemolinfa y hepatopancreas; una de las
alteraciones que ocurre en la hemolinfa es un aumento en la
concentracion de Na*y Ca*?, los cuales se han demostrado
estar sujetos de forma directa, en el caso del Na* o de forma
indirecta, en el caso del Ca*?, a este control hormonal
(DiancMAN, 1970; Heir & FINGERMAN, 1975).

Debido a esa interrelacion que tiene el ciclo de muda
con los procesos metabdlicos anteriormente nombrados,
éste tiene influencia sobre enzimas claves del metabolismo
que dependen de la concentracion de los diferentes iones;
dos ejemplos de estas enzimas son la fosfoglicerato
quinasa y la piruvato quinasa, ambas enzimas son claves,
tanto para la glicélisis como para la gluconeogénesis, rutas
metabdlicas que para los crustaceos juegan un rol vital en
la sintesis de quitina, asi, los cambios en los niveles i6nicos
pueden afectar estas y otras enzimas regulatorias, en
Cancer magister, se ha sefialado que el K* es un potente
activador de ambas enzimas, mientras que el Ca*? es un
fuerte inhibidor de ambas (GuperLEY, 1977), mientras que,
en langostas, otra enzima, la fosfofructoquinasa, es
activada por la disminucién de la concentracion del K*
(SucbEM & NEwsHoLME, 1975).

Aunque se ha estudiado la regulacion iénica del fluido
extracelular en relacién con el ciclo de muda en algunos
crustaceos (BUrsey & LANE, 1971; GUDERLEY, 1977; TowLE
& MANGUN, 1985; WHEATLY, 1985; WHEATLY & AYERS, 1995)
hasta ahora no se han realizado trabajos sobre la
concentracién de iones Ca*?, Na* y K* durante el ciclo de
muda de Emerita portoricensis.
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E. portoricensis es un crustaceo perteneciente a la
familia Hippidae que habita comuinmente en playas y
sublitorales arenosos, siendo muy comuin en Venezuela
(SasTrE, 1990). Las especies del genero Emerita son
crustaceos decapodos que viven enterrados en la arena
formando agregaciones (Errorp, 1965, 1976). En la region
cefalica presentan apéndices sensitivos que le sirven
para la filtracién de fitoplancton y zooplancton, ademas
de alimentarse de detritus organicos de origen vegetal
(Osorio et al., 1967; Diaz, 1980).

Debido a que no se han estudiado los aspectos idnicos
del ciclo de muda de los miembros de esta especie, se
analizaron las concentraciones de Na*, Ca*? y K* en la
hemolinfa de E. portoricensis durante las etapas de
intermuda, premuda y postmuda (12, 24, 48 y 72 horas
posteriores a la muda).

MATERIALES Y METODOS
Captura de los ejemplares y zona de muestreo

Se capturaron ejemplares hembras adultas de E.
portoricensis con tallas promedio de 3,80 £ 0,77 cm, en
la zona intermareal en el sector El Guapo, Estado Sucre, a
64° 10’ Long. Wy 10° 28’ Lat. N. El Golfo de Cariaco es
una depresion tectonica al norte de la falla de El Pilar, las
regiones circunvecinas son aridas y las fuentes
sedimentarias son una combinacién de fuentes edlicas,
biogénicas y terrigenas con abundante materia organica
(MoreLock, 1982). El muestreo fue realizado durante los
meses de julio y agosto del afio 2002, lapso de tiempo
durante el cual la temperatura del agua oscilo entre 24 y
27 °C, y la salinidad se situd entre 36,6 y 37,6 %o.

Aclimatacion de los ejemplares

Una vez trasladados al laboratorio, fueron colocados,
en 4 acuarios que estaban previamente preparados, 20
ejemplares por cada acuario, los acuarios tenian 10 L de
capacidad y contenian sedimento esterilizado. Las
condiciones que se establecieron para el estudio fueron:
temperatura: 25 £ 2 °C; salinidad 36 %o; fotoperiodo: 12/
12; concentracion de iones en el agua de mar de los
acuarios: Na* 460; K* 10; Ca*? 18, 9 (mEq. I*). Los
organismos permanecieron por un periodo de aclimatacion
de 15 dias, al concluir este periodo de tiempo se
comenzaron a evaluar las diferentes etapas de muda del
organismo; los ejemplares, durante el transcurso tanto
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del periodo de aclimatacion como del bioensayo, fueron
alimentados ab libitum con nauplios de Artemia sp con
una densidad de 2 nauplios/ml de agua. (GARcia et al.
2000).

Caracterizacion de las etapas de muda

Las etapas de muda fueron determinadas por medio
de tres técnicas, basadas en la observacion de cambios
morfolégicos. Dos métodos utilizan el criterio
macroscopico: dureza y color del caparazon (MorivyAsu &
MALLET, 1986) y region interna del telsén; el tercer método
esta basado en la observacion del primer peredpodo
(pata nadadora) bajo el microscopio (Sampebro et al,
2003); con este ultimo método es posible observar los
cambios morfoldgicos internos en el tegumento.

Luego de transcurridos los 15 dias correspondientes al
periodo de aclimatacion, se empezaron a monitorear los animales
diariamente para determinar las etapas de muda. Los animales en
etapa de ecdisis fueron colocados en acuarios individuales para
evaluar el periodo de postmuda a 12, 24, 48 y 72 horas. Tanto
para la etapa de intermuda como para la premuda se observé
bajo la lupa el 1¢ segmento del 1* par de patas nadadoras
(peredpodos) (Passano, 1960; MaNcum, 1985; VicH &
FINGERMAN, 1985, Sampepro et al. 2003).. Todos los cambios
ocurridos en el exoesqueleto fueron observados bajo una lupa
WarszawaPZO.

Extraccién de la muestra de hemolinfa

Los ejemplares en las diferentes etapas de muda fueron
removidos de los acuarios, lavados rapidamente con agua
destilada y secados con papel absorbente. Se tomaron
muestras de hemolinfa (aproximadamente 0,3 — 0,4 ml) por
puncién de la membrana artrodial en la base del primer par
de peredpodos con una jeringa hipodérmica. Las muestras
fueron colocadas en viales y se dejaron coagular, se
centrifugaron a 15.000 rpm x 15 minutos para separar el
suero del grupo de células, el suero se coloco en viales y
se congeld a —15 °C hasta el momento de hacer las
determinaciones de los iones Na*, K* y Ca*2. Se analizaron
un total de 63 muestras y los grupos presentaron de 9 a
11 organismos por etapa de muda.

Antes de determinar las concentraciones de Na*y K,
se diluyeron las muestras con agua desionizada (1:400).
Se usaron los siguientes patrones: Na* 140 mEq. I'*; K* 5
mEq. I'y Ca*2 14 mEq. I'*. Las determinaciones de Na*y K*

se realizaron en un fotémetro de llama Ciba-Corning 22 y
expresadas en mEq. I'2. Las de Ca*? fueron realizadas por
métodos colorimétricos (CHIRON/ Diagnostics
Corporation, East Walpole, Massachusett, U.S.A.), leidas
en un espectrofotdmetro ASTRA — 570 a 550 nm y
expresadas en mEq. I

Analisis estadistico

Se utiliz6 un andlisis de varianza sencillo para establecer
si existian diferencias significativas entre la concentracion
de los iones en las etapas de muda y se aplicd una prueba
a posteriori de Duncan para la comparacion multiple de
las medias de los electrolitos.

RESULTADOS
Determinacion de la concentracién de los iones

El andlisis de los valores promedios del contenido de
Na*, Ca*?y K* en la hemolinfa de E. portoricensis en
diferentes estadios de muda arrojé resultados
estadisticamente diferentes. EI Na* presentd un valor de
Fs=37,360; p<0.001 (Tabla 1) y el K* conun Fs = 3,92; p<
0,05 (Tabla2)yel Ca*? de Fs=51,45; p<0,001 (Tabla 1).

Los niveles de Na* presentaron sus menores
concentraciones durante la intermuda (431 mEq.l') y se
incrementaron en la premuda (449 mEq.l), posteriormente
comenzaron a descender hasta las 24 horas de postmuda
(434 mEq.I"") y ya a las 72 horas alcanzaron su maximo
valor (451 mEq.I*). El K* presentd los niveles mas bajos
durante el periodo de intermuda (8,91 mEg.I?) y a medida
que el organismo comenz6 a entrar en la fase de premuda
los niveles se incrementaron (9,31 mEq.l?), inclusive
permanecieron altos durante las primeras doce horas de
la postmuda (9,37 mEq.I*), para posteriormente bajar a las
24,48y 72 horas (9,21; 9,04; 9,24 mEq.I* respectivamente),
observandose que los niveles de Na*, y K* hasta las 72
horas de postmuda no lograron alcanzar valores similares
a los hallados en la intermuda (Fig. 1y 2).

Las concentraciones de Ca*? alcanzaron su maximo
valor durante la fase de premuda (18,30 mEg.It?), después
de la ecdisis estos valores comienzan a descender desde
las 12 horas: 17,27 mEq.It*; 24 horas: 14,64 mEq.I; 48 horas:
13,79 mEq.l"%; hasta las 72 horas: 13,28 mEq.l?, para
posteriormente subir hasta 14, 07 mEq.I*? durante la
intermuda (Fig. 3).

61



ANTON ET AL.

Tabla 1. Resumen estadistico de electrolitos en hemolinfa de Emerita
portoricensis durante su ciclo de muda. Los valores en paréntesis
representan el rango de los datos y N tamafio de la muestra

Estado de muda N Na* K* Ca*?
Intermuda 9 (429 - 434) 8,7-9,1) (13,4-14,8)
Premuda 11 (442 - 458) 8,9-9,6) (16,5-19,0)
Postmuda 12 horas 11 (435 - 446) (9,2-9,5) (16,0 - 18, 4)
Postmuda 24 horas 11 430 - 438) (8,8-9,8) 13, 1-16,3)
Postmuda 48 horas 10 (439 - 451) (8,7-9,5) (12,8 -14,9)
Postmuda 72 horas 11 (448 - 460) 9,0-9,8) (12,6 - 14, 0)
Fs 37,365 3,92 %% 51, 45 * * *
# p>0.01
#4p>0.001
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Fig.1. Variacion de Na* (mEg/l) en hemolinfa de Emerita
portoricensis durante el ciclo de muda. Las barras representan los
valores promedios con su desviacion estandar. Las letras italicas
representan la formacién de grupos de acuerdo a Duncan (p>0.05).
Intermuda; Premuda; Postmuda evaluada a 12, 24 48 y 72 horas.
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Fig.2. Variacion de K* (mEg/l) en hemolinfa de Emerita portoricensis
durante el ciclo de muda. Las barras representan los valores
promedios con su desviacion estandar. Las letras italicas representan
la formacion de grupos de acuerdo a Duncan (p>0.05). Intermuda;
Premuda; Postmuda evaluada a 12, 24 48 y 72 horas.
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Fig.3.- Variacién de Ca*? (mEg/l) en hemolinfa de Emerita
portoricensis durante el ciclo de muda. Las barras representan los
valores promedios con su desviacion estandar. Las letras italicas
representan la formacién de grupos de acuerdo a Duncan (p>0.05).
Intermuda; Premuda; Postmuda evaluada a 12, 24 48 y 72 horas.

DISCUSION

Hasta la fecha, en E. portoricensis no existen estudios
sobre las alteraciones electroliticas que tienen lugar
durante el proceso de muda, por lo que se presenta una
evaluacion de los niveles de Na*, Ca*? y K* en la hemolinfa
durante la intermuda, premuda y postmuda (12, 24, 48y 72
horas posteriores a la muda).

Los niveles de Na* K* y Ca*? en hemolinfa de E.
portoricensis experimentaron variaciones relacionadas
con los estadios de muda, observandose un aumento
de los electrolitos durante la premuda. Al igual que en
este estudio, Robertson (1960) reportd pequefios pero
significativos aumentos en las concentraciones de Na*
y K* en el cangrejo C. maenas durante la premuda.
Segln TowLE & ManGum (1985) en Callinectes sapidus
y Lockwoobp & AnDprews (1969) en Gammarus duebeni,
existe una captacion activa de agua durante la premuda
avanzada y postmuda temprana, la cual pudiera explicar
el aumento del nivel del Na*y K*en la hemolinfa. Otros
autores como DANDRIFRossE (1966) y CHunG et al (1999)
afirman que la captacion de agua se inicia durante la
ecdisis la cual esta asociada con el flujo de sales hacia
el interior de las células a través de las branquias.
KuLkARNI (1984), trabajando con Emerita holtuisi
determiné los valores de Na* y K* durante el ciclo de
muda, y reporté valores bastante similares a los
hallados en esta investigacion, donde el Na*evidencié
una caida de sus valores luego de la muda, mientras el
K* arrojo los mismos valores en la intermuda.
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Se ha demostrado que durante el periodo de premuda,
previo al periodo de la ecdisis ocurre la ruptura de muchos
tejidos a través de proceso oxidativos que conllevan a la
acumulacién de productos nitrogenados y una
disminucion del pH (SmiTH & DAL, 1982; WHEATLY, 1985;
Devescont & Lucu, 2003), que inducen intercambios
idnicos a través de las células branquiales para mantener
la presion osmotica (BELmAR et al., 1997). Estos
intercambios i6nicos se deben en parte a un aumento de
laactividad de Na*K*ATPasa de lamembrana de las células
ionociticas en las branquias de los crustaceos decapodos
para de esta forma mantener una concentracion intracelular
de Na*baja permitiendo al mismo, entrar apicalmente via
canales de Na* (Rainsow, 1997; Rainsow & Brack, 2002).
Por otro lado, las células respiratorias estan involucradas
en la regulaciéon &cido-basica mediante procesos de
intercambio de iones NH,* o H* por iones Na* hacia los
espacios extracelulares (CAMERON & RANDALL, 1972;
CAMERON & HEISSLER, 1983).

Posiblemente, en E. portoricensis, estos mecanismos
de intercambio ionico que realizan la células branquiales
sirven para: a) mantener el equilibrio acido-basico del
medio extracelular mediante la excrecion de iones NH,* ,
H*, CO,H", productos del catabolismo de proteinas y
compuestos nitrogenados, y b) resguardo de la
osmolaridad extracelular mediante la resorcion de iones
Na*y CI* desde el ambiente externo, y con ello., la
regulacion osmotica de los fluidos biolégicos de los
crustaceos (CAMERON, 1979; RANDALL et al., 1982; BELMAR
etal., 1997).

Con respecto al aumento del Ca*? durante la premuda,
TowLE & MANGUM (1985) y WHEATHLY (1996,1997)
postularon que el aumento del mismo podria ser debido al
efecto de dos mecanismos: i) un mecanismo de antiporte
Na*/Ca*? originado por un gradiente transcelular de Na*,
por intercambio de este catidn por otro, dando como
resultado un aumento en la concentracion de Na*en los
espacios intercelulares los cuales tienen acceso a la
hemolinfa, y esto es debido a un aumento en la actividad
de la Na*K*ATPasa (WaNg et al., 2003); de esta forma se
cree que esta enzima estd intimamente involucrada no
solo en el transporte de Na* y K* sino también en el
transporte de Ca*? a través de la epidermis, al parecer, por
generacion de concentraciones intracelulares bajas de Na*,
permitiendo el intercambio secundario de Na*y Ca*?a través
de la membrana apical de las células epidérmicas
transportadoras de iones asi como el posterior movimiento

de Ca*? hacia la cuticula, siendo la estequiometria: 3 atomos
de Na* que entran, por 1 dtomo de Ca*? que sale, y ii) un
mecanismo de captacion activa de Ca*? en la membrana
basolateral producto de la actividad de la
Ca*?ATPasa.Cambios parecidos a estos han sido
reportados para H. americanus (DoNAHUE, 1993), asi como
en Penaeus duorarum (Bursey & LaNE, 1971) y C.
magister (GuperLEY, 1977). Este aumento de Ca* en la
hemolinfa durante la premuda resulta en un aumento en el
almacenamiento en el hepatopancreas (PAssano, 1960)
posteriormente los niveles del Ca*? caen inmediatamente
luego de la muda, cuando una gran cantidad de Ca* es
requerida para la mineralizacién del nuevo exoesqueleto el
cual es tomado directamente de la hemolinfa. Las
concentraciones de la hemolinfa son restablecidas por
movilizacién del Ca*? almacenado en el hepatopancreas
disminuyendo la excrecién y aumentando la captacion. El
origen del Ca*? usado en la calcificacion, durante la
premuda, al parecer, proviene de las mitocondrias de las
células del hepatopancreas las cuales pueden acumular
Ca*? (CHen etal., 1974), que luego liberan hacia la hemolinfa
como producto de la calcificacion del exoesqueleto durante
la postmuda, sin embargo mucho del Ca*? parece ser
absorbido del medio, por las branquias; este aumento
también indica que el crustaceo estd pasando por un
proceso de descalcificacion del exoesqueleto, por lo tanto,
al haber la liberacién del calcio, éste pasa a la hemolinfa
aumentando su concentracion.

La declinacion en las concentraciones de Ca* de la
hemolinfa durante la postmuda se correlaciona con
observaciones previas realizadas en C. maenas
(RogerTsoN, 1960) y Cancer magister (GuperLEY, 1977)
estos resultados sugieren que la calcificacion de la cuticula
en el crustaceo ocurre mas rapidamente que: a) la liberacién
del Ca*? almacenado, y/o b) que la captacion del Ca a
través del medio. La reduccién significativa del Ca* durante
la postmuda se debe al proceso de mineralizacién de la
cuticula, la cual es ayudada con la entrada, de forma pasiva
del Ca*?, al interior del citosol a través de canales de Ca*?
localizados en la membrana apical, para asi, de esta forma,
complementar la captacién activa (PEQueux, 1995). En
Callinectes sapidus se han reportado niveles
significativos de deposicion durante la postmuda, y que
ocurre entre las 10 y 24 horas (VicH & DENDINGER, 1982)
tiempo durante el cual, en E. portoricensis, el Ca*?
permanece bajo, aun hasta las 72 hora, lo cual indica que
la deposicion de Ca*2 permanece activa por varios dias,
quizas hasta el inicio de la intermuda. Travis (1955),
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demostr6 en Panulirus argus, que la glandula antenal
ayuda en la calcificacion por disminucién de la secrecién
urinaria de Ca*2 y Mg*, sales de carbonato y fosfato; esta
glandula es el 6rgano principalmente responsable de la
regulacién de los iones divalentes en los crustaceos
decépodos (WHEeATLY, 1985, 1997).

CONCLUSIONES

Los resultados evidencian un estrés osmético causado
por el aumento de los niveles de sodio durante la etapa de
premuda, acompafiada de un aumento de K* y Ca*. Estas
alteraciones ayudan al mantenimiento del balance ionico,
osmético y acidobasico durante esta etapa.

La disminucion de los valores del Ca*? en E.
portoricensis hasta las 72 horas posteriores a la muda,
indica que tanto el proceso de remineralizacion del
exoesqueleto como el de movilizacion del Ca*?permanecen
activos hasta ese momento.
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