
SOLUÇÃO PERFUSORA PARA CALL1NECTES DANAE  SMITH (Crustacea — Decapoda)
por Paulo Sawaya

(L aborató rio  de F isiologia Geral e Anim al —  D epar­
tam ento  de Zoologia da U niversidade de São Paulo)

(Com 9 gráficos)
P ara  o estudo das reações dos sistemas nervoso, muscular e cardíaco dos Crustáceos, têm sido propostas soluções isotônicas, cuja concentração vaçia de um para outro animal. P ara  os de água doce, acuradas pesquisas foram  realizadas e, pelo menos p ara  certos Decápodos, estabeleceu-se um a solução adeqüada para  as perfusões. A m istura indicada por van Harreveld (1936, p. 428) p ara  Astacus trowbridgii e Cambarus clarkii foi submetida a cui­dadoso estudo por parte  de Cole, Helfer & W iersm a (1939, p. 393).. Tais autores concluíram de suas experiências que a referida so-^ lução é mais satisfatória para  perfusão do coração de Cambarus clarkii que a de Lindem an (1928, p. 591) ou a dupla de Ringer.P ara  os Crustáceos marinhos, especialmente os europeus, os diferentes líquidos perfusores aconselhados baseiam-se, em ge­ral, na composição m ineral do sangue, principalm ente de Carci- 

nus, de Câncer, de Maja etc., segundo os dados resultantes das indagações, entre outras, de Bethe (1929, p. 34), de Bethe & Ber- 
ger (1931, p. 571), etc. P ara  alguns representantes americanos desta classe de Artrópodos, conhece-se o teor iônico do sangue pelas dosagens feitas principalm ente por H. W. Smith, as quais foram , em 1940 (p. 575), publicadas por W  H. Cole.Ainda recentemente, ao pesquisar a ocorrência da acetileo- lina no tecido cardíaco de C.danae  (Sawaya 1943, p. 266), tive oportunidade de anotar que êste Decápodo talvez, também, apre­sentasse capacidade de regulação osmótica e iônica, a exemplo do que acontece com muitos Crustáceos marinhos, como, por ex., Carcinus, Cancer, etc. (Schlieper 1929, p. 156; 1935, p. 334; Bethe 1930, p. 437; Batem an 1933, p. 355; Krogh 1939, p. 73; W ebb 1940,
p. 126).Esta suposição encontra apôio ainda no fato de C.danae  ocor­re r  tam bém  na agua doce, tal como sucede com C.ornatus) (Brues 1927, p. 566), pois foi capturado em pleno rio Itanhaem , em lo­cal distante da desem bocadura no m ar, onde a salinidade é bai­xíssima.Além do mais, durante as referidas investigações verifiquei, m uitíssim as vezes, que a solução preconisada por Pantin  (1934,



p. 14), então empregada nas perfusões dos corações de C .danae  provenientes de regiões de baixa salinidade, determ inava ligeiras alterações do ritm o e da freqüência dos batim entos cardíacos, o que não acontecia com os exemplares colhidos em zonas abertas, como, por ex., a práia de Caiobá, no Estado de Paraná, onde a salinidade é bem maior. De um modo geral, os Callinectes per- fundidos com aquêle soluto, depois de algum tempo, em média 15 a 20 minutos, recobravam  a freqüência e o ritm o cardíacos normais. Somente depois disso, é que se tornava possível o uso das substâncias cuja atividade sôbre o coração dêsse anim al cons­titu ía o objetivo principal daquelas pesquisas.
Com exceção das referências da salinidade de Caiobá, as ou­tras resultam  de dosagens ocasionais, visto não ter sido ainda possível um estudo sistemático de tais medidas. Não obstante, pareceu-me, desde logo, que a concentração iônica do sangue do C.danae  dependeria da concentração do meio em que o animal 

habita e, conseqüentemente, as perturbações do funcionamento do coração do Crustáceo correriam  por conta do elevado teor dos ions da solução perfusora utilizada. Estes fenômenos estão inti­m am ente relacionados com a regulação iônica e a osmótica, la r­gam ente estudadas nos Crustáceos, suscitando tais indagações uma série de problemas que se acham na ordem do dia. W ebb (1940, p. 107), por ex., ao investigar a regulação iônica em Carcinu$ maenas, estabeleceu a íntim a relação entre os dois processos de regulação, iônico e osmótico, os quais são aí largam ente estuda­dos à luz de modernos processos de pesquisa da composição m i­neral, concomitantemente, do sangue e do liqüido em que vive 
êsse Decápodo. Tais pesquisas, como é sabido, dependem, em prim eiro plano, do conhecimento da composição de tais flúidos. Em bora ainda não me seja possível encetar a análise dêsses fe­nômenos reguladores em C.danae, valí-me da oportunidade feliz de contar com a valiosa cooperação do Dr. Rubens Salomé Pe­reira, que, empregando métodos colorimétricos, alguns originais, me proporcionou a avaliação dos elementos m inerais do sangue daquêle Callinectes. Esta m edida prelim inar indispensável levou- me ao 'estudo com parativo de algumas soluções perfusoras usuais, inclusive aquela proposta pelo Dr. R. Salomé Pereira, resultante de suas determinações da composição m ineral do sangue total, e que constam do presente Boletim, à p. 147. Aguardo a próxim a oportunidade para o estudo, também comparativo, com a solução a ser preparada segundo as dosagens dos elementos m inerais do plasma.

M étodos.
C .danae  de am bos os sexos e de d iversas idades, m edindo 4 a 8 cms. 

de com prim ento , cap tu rados no canal da baia  de Santos, foram  p re p a ra ­dos p a ra  os testes de perfusão, expondo-se o coração  conform e a técn ica  
já  usada an te rio rm en te  (Saw aya l . c . ,  p . 265) Logo que o co ração  era  exposto, transfixava-se o p e ricá rd io  com um  gancho de m etal conjugado 
com  a alavanca do qu im ógrafo . O btinha-se o reg istro  das pulsações nor-



m ais, com  o órgão im erso no p ró p rio  sangue, e, a seguir, fazia-se a p er- 
fusão com  as soluções recentem ente p re p a rad as . O pH do sangue era  de­
te rm in ad o  em cada an im al, aprox im adam ente  a 7,5, e o da solução a se r p e rfu n d id a  então  era  ajustado ao m esm o. Tal cu idado  era  essencial, v isto  se r o co ração  de C .danae  m uito sensível a pequenas oscilações do pH , 
com o acontece, p o r ex., com Carcinus (B atem an 1933, p . 365)Os Callinectes eram  pescados no canal em fren te  ao F o rte  Augusto, e 
logo operados no laborató rio  da secção da F auna  M arinha, localizado no p réd io  do In stitu to  de Pesca de Santos Em  alguns casos foram  re t ira ­das as v ísceras, p rinc ip a lm en te  o hépato-pâncreas, cuja secreção é tóx ica p a ra  o co ração . Devido, porém , à pouca resistência  de C .danae  a esta operação , reso lvi m an ter os órgãos in tátos, tendo  o cu idado  especia l de 
não  os lesar d u ran te  a re tira d a  da carapaça, afim  de ev ita r a in fluência  de seus líqu idos sôbre o co ração . No p resen te traba lho  foram  com putados un icam en te  os resu ltados obtidos com  o coração in  situ , m antidos os de­m ais ó rgãos. As soluções perfusoras acham -se m encionadas na T abéla I .

A solução em pregada p o r W elsh (1939a, p. 232) é com posta na base da com posição  m in era l do sangue de Carcinus, com ajuste do pH p a ra  7, 
não con tando , porém , o Na do b icarb o na to . Este au tor traba lhou  com Pa- 
nulirus, e, verificando  m ais ta rd e  que a m istu ra  não era  in te iram en te  ap ro ­
p riad a , a lte ro u  o teo r do K e do Mg e elim inou a u réa  da fórm ula an te­r io r  (1939, p . 204), tendo  com o resu ltado  a fórm ula fig urad a  na tabéla  I . O soluto aconselhado  p o r P an tin  (1934, p . 14) apenas d ifere do de W elsh p o r co n te r m enos CaCl2. Ambos acham -se den tro  dos lim ites da concen­tração  do sangue de Carcinus maenas, conform e os dados de Bethe (1929, p .  350) D avenport (1941, p . 179), ao p e rfu n d ir corações de Cancer, de­
po is  de te n ta r  o em prego das soluções de W elsh e de P an tin , resolveu m o­
d if ic a r a m olaridade  dos com ponentes e a ju n ta r dex trose.

Como m uito  bem  se pode vêr na  tabéla re fe rid a , a solução p roposta  p o r  R . Salom é P e re ira  d ifere  sensivelm ente das trê s  ou tra s. A p ro p orção  
dos sais co rresp o n de  à cêrca  de m etade. Tendo um  pH próxim o a 6, foi 
o m esm o ajustado  p a ra  7,5 à custa do N aH C 03. No côm puto do Na não foi levado em conta êste elem ento p roven ien te  do b icarbonató , po r se r m í­n im a a q u an tid ad e  necessária  p a ra  o ajuste do pH . T ratando-se de um a 
m istu ra  de concen tração  tão baixa  em relação  ,às dem ais, e, não obstante 
p re su m ir tra ta r-se  de um  crustáceo  de pressão  osm ótica variável, foi a jun- 
tada  à solução de R . Salom é P e re ira , a exem plo do que fez D avenport, a dex trose, afim  de se ev itarem  as variações da p ressão . Não obstante o 
teo r m uito  baixo  do NaCl, como adeante se verá, §j coração  dos C .danae  
func ionou  m elho r com o soluto de R . Salomé P e re ira  que com os dem ais. 
E ste  fato, aliás, está de acôrdo  com os resu ltados obtidos p o r Viale (1927, 
p . 1513) sôbre a ação da pressão  osm ótica e do NaQl sôbre^ o autom atis- m o ca rd íaco , em bora êste au to r não m encione o an im al sôbre cujo co­
ração  fez as ex p eriên c ias .

Resultados
De acôrdo com as verificações de Bethe (1929, p. 350), Nagel (1935, p. 468) e principalm ente W ebb (1940, p. 126), em Carcinus norm ais, a composição iônica do sangue está sujeita a oscilações dependentes de vários fatores, especialmente, da salinidade da água em que vivem. Em média, o teor 'em Ca e K do sangue é
*) A gradeço aos S rs. P a iva  C arvalho, F ran cisco  de A ndrade Ram os 

e D r, A yrton G onçalves, o auxílio  p restado  d u ran te  as ex p eriên c ias  aqui 
re la ta d a s .
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mais elevado que o do meio externo, ao passo que o do Mg é m e­nor. Em vários outros Crustáceos, Bethe & Berger (1931, p. 173), Robertson & W ebb (1939, p. 155), Robertson (1939, p. 396) et altera, m ostraram  que também há flutuação de tais valores nas mesmas condições.
As m edidas indicadas por êstes autores, com paradas com as da concentração dos referidos elementos na água do m ar, leva­ram -nos à conclusão de que, entre a concentração m ineral do sangue e a da água, há uma diferença que varia de um a para  outra espécie.
Quanto a C .danae, não encontrei dados positivos sôbre a con­centração iônica do sangue. C.hastatus (hoje C.sapidus), porém, constituiu objeto de pesquisas por parte de H. W. Smith (ap. Cole 1940, p. 575), o qual fez as dosagens dos elementos m inerais no plasm a sanguíneo. Comparados os resultados dessas diferentes dosagens nos Decápodos estudados por Bethe & Berger (l.c.) por Robertson & W ebb (l.c.), por Robertson (l.c.) e por W ebb (l.c.) 

e nos Callinectes por H. W. Smith (Cole l.c.), com aquêles pro­venientes das análises em C.danae  por R. Salomé Pereira  (l.c.), notam -se sensíveis diferenças, conforme a indicação na tabéla II. Este fato deve ser levado à conta, não somente da variação pró­pria  de cada animal, como também, do m aterial empregado. Ro­
bertson & W ebb (l.c., p. 156) e Robertson (l.c., p. 394), convem notar, adeantam  que os valores indicados por Bethe & Berger e outros autores deixam muito a desejar, em virtude dos métodos precários utilizados nas determinações.

Com os Callinectes, em particular, as diferenças dos resulta­dos são sensíveis. Isto póde ser atribuído, principalmente, ao fato de H. W- Smith ter feito as dosagens do plasma enquanto R. Sa­lomé P ereira o fez do sangue total. Embora não tenha sido pos­sível encontrar dados referentes aos ions existentes nos elemen­
tos figurados do sangue dos Callinectes, seria talvez de se lem­b ra r que no sangue hum ano, como é sabido, com certos ions co­mo o Na e o Ca, a concentração no sôro é m aior que no sangue total, visto como tais elementos ocorrem em quantidades m eno­res nos glóbulos (Kramer & Tisdall 1922, p. 245). O contrário dá-se com o K. Possivelmente, as dosagens dêstes ions no sôro sanguíneo de C.danae, que se acham em andamento, virão escla­recer êste ponto. E ’ de esperar que se mostre um a distribuição desigual dos ions entre sôro e glóbulos, tal como é norm al em muitos animais. Estas divergências ainda poderiam  ser relacio­nadas com as condições do local em que foram  capturados os Callinectes aqui estudados, i.é, no canal de Santos, em fren te  ao 
Forte Augusto.Na lite ra tura  disponível não encontrei dados sôbre a compo­
sição m ineral da água do m ar nessa região. Graças, porém , à gentilesa da Cia. Docas de Santos, foi-me possível valer dos re ­
sultados das dosagens relatadas pelo Dr. Mendonça *), era 1941,

*) R elató rio  do D r João C arneiro  de M endonça à C ia. D ocas de San­
tos, à qual agradeço  a au torização  p a ra  p u b lica r êstes dad o s.
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mas, ainda não publicados. O teor m ineral da água em frente àquele Forte é o seguinte, em m g/cm 3: Na =  9,5 - 10,4; K : 0,34 - 0,35; Ca =  0,41 - 0,50; Mg =  1,27 - 1,39. Em comparação com o 
da baia de Helgoland (local de captura de Carcinus) e do pôrto de Nova York (onde foram  colhidos os Callinectes sapidus), es­tas m edidas são menores (v. Tabéla II). Sabido é que os ani­mais eurihalinos apresentam  larga variação da concentração mi­neral do sangue, e conhecida é a capacidade dêstes animais de se ajustarem  às alterações químicas do liqüido em que vivem (Adolph 1925, p. 333). Esta depende da taxa dos elementos m i­nerais do meio que habitam , como tem sido dem onstrado por muitos autores (Pantin 1931, p. 459; Robertson 1939, p. 396; W ebb 1940, p. 111).

Muito em bora as indicações da composição m ineral do san­gue de C.danae sejam  muito baixas, a solução perfusora elabo­rad a  na base das mesmas deu resultados satisfatórios, como se verá a seguir.
A perfusão do coração de C.danae com a solução proposta por R. Salomé Pereira não produz, como se vê no gráfico n. 1, alteração da freqüência nem do ritmo. Apenas em alguns casos (4) se verificou um a ligeira aceleração dos batimentos cardíacos (gráfico n. 2). Tam bém  é evidente um efeito regulador das pul­sações, elim inando a arritm ia cardíaca, apontada no gráfico n. 3. Deixando-se um coração pulsar durante cêrca de meia hora, quan­do os batim entos já  apresentam  sensível modificação do ritm o, a  intervenção dêste soluto perfusor provoca o restabelecimento da norm alidade das pulsações (gráficos n. 4 e 5).
Quando se perfundem  os corações do crustáceo com as mis­turas que foram  empregadas por Davenport, em Panulirus e por Pantin, em Carcinus, notam-se certas alterações da freqüência e da intensidade dos batimentos. Sob a influência do soluto, na concentração de Davenport, há, às vezes, aumento da intensi­dade (gráfico n. 6) e da freqüência (gráfico n. 7), outras vezes, dim inuição ainda da freqüência e da intensidade (gráfico n. 8). Na concentração aconselhada por Pantin, tais modificações não se m ostram  tão pronunciadas. Muitas vezes, à perfusão com êste soluto, durante longo tempo, estas alterações chegaram  mesmo a desaparecer (gráfico n. 9). O mesmo se deu com o emprego da 

solução de W elsh.
Como se vê, a reação do coração a tais soluções não é tão 

pronunciada de molde a poder estabelecer um a nítida divergên­cia entre elas, não obstante a sensível diferença das respectivas concentrações. Tal resultado, ao meu vêr, provem, principalm en­te, do fato de ser C.danae  eurihalino, como já  foi apontado em m inhas observações anteriores (Sawaya 1943, p. 266), i.é, possui, 
como vários outros Crustáceos m arinhos, larga capacidade osmo- reguladora. Com esta asserção concorda tam bém  o fato, que aqui refiro  de passagem, de alguns C.danae  trazidos de Santos e dei­



xados no laboratório em água da torneira, terem  reagido tão bem, como aquêles m antidos em água do m ar, à solução de R. Salomé Pereira.
P ara  as pesquisas com êste crustáceo, poder-se-ia recomen­dar, pois, o emprego do líquido perfusor baseado na concentra­ção iônica do sangue tal como é proposto por R. Salomé Pereira, um a vez que, como aqui foi evidenciado, não causa tal perfusão as perturbações, embora não acentuadas, que ocorrem com as ou­tras soluções.
Finalm ente, tendo sido aproveitadas as análises de R. Salomé Pereira, com seus resultados prelim inares, os trabalhos em con­tinuação, principalm ente referentes às dosagens dos iôns no plas­m a sanguíneo, possivelmente virão com pletar as presentes obser­vações.

Resumo
O estudo com parativo das soluções preconisadas na perfu­são cardíaca de Crustáceos m arinhos conduz aos seguintes resul­tados:
1.° A solução perfusora elaborada na base da concentração m ineral do sangue total de Callinectes danae não ocasiona alte­rações do ritm o nem da freqüência dos batimentos cardíacos dês- te Decápodo.
2.° Em comparação com os resultados obtidos com perfu- sões de outros solutos aconselhados por Welsh, Pantin, Davenport, revelou-se o soluto referido (de R. Salomé Pereira) m ais ade- qüado para  o aludido Crustáceo.
3.° Esta solução tem concentração m ineral de cêrca de me­tade daquelas indicadas pelos mencionados autores.
4.° Tal diferença é discutida no presente trabalho e é leva­da à conta da m enor salinidade do meio onde os C.danae  habi­tam, e da sua característica eurihalinidade e, também, por terem  sido as dosagens feitas no sangue-total.

Summary
Some experiments were carried out to determ ine the influence of the most usual perfusing liquids on the heart of Callinectes danae. Previous analyses have been made, with respect to the prinoipal inorganic constituents, of the blood of this Decapod, by Dr. Rubens Salomé Pereira (see this Boletim, p. 151). Based on these determ inations a perfusing solution was proposed and experimented on C.danae as well as others used by W elsh (1939a, p. 232), Pantin  (1934, p. 14) and Davenport (1941, p. 179). In a previous paper Sawaya (1943, p. 265) indicates a possible eury- halinity of this Callinectes. During the study of the occurrence of acetylcholine in cardiac tissues some hearts of Callinectes were



perfused with P antin’s solution. F or the C.danae living on the sea-shore of Caiobá (State of Paraná) open to the sea with high salinity this P antin’s solution showed to be useful, but fo r those living in the channel of Santos, w ith low salinity some troubles were observed in the perfused hearts.Several experim ents were m ade with the referred solutions (see Table I) and some points of the osmotic and ionic regulation were discussed, as pointed out chiefly by Robertson (1939, 392), W ebb (1940, p. 126). Salomé Pereira’s determ inations indicate a  very low ionic concentration of the total blood of C.danae. Notwithstanding, these results obtained by colorimetric methods are prelim inary (these studies will be continued in near fu ture 
specially determ ining ionic concentration of plasm a). However it will be possible to correlate the low concentration of the total- -blood with the salinity of the channel sea-water (see Table I I ) .

These experim ents may support the following conclusions:
1 — F or C.danae  from  the bay of Santos Salomé P ereira’s solution is m ore satisfactory for perfusing the crustacean heart than W elsh’s, Pantin’s and Davenport’s solutions.
2 — The perfusing solution based on the ionic concentration •of the C .danaerblood does not produce any trouble of the heart beats (Records 1-2).
3 — This solution corresponds in average to the half con­centration of those mencioned above.
4 — It would be possible to correlate this low ionic concen­tration  of the C.danae  blood w ith the low salinity of the sea- -w ater w here they live.
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E xplicação  dos gráficos
1. Perfusão  do coração  de C .danae  com a solução p roposta  po r R . Sa- 

lom é P e re ira .
2. Idem . Nota-se lige ira  m odificação da frequência .
3. Idem . Regulação dos batim entos ca rd íaco s.
4. Idem . R estabelecim ento  das pulsações no ritm o  no rm al.
5 . Idem . A d is tân c ia  en tre  os g ráficos co rresponde  a 10 m inutos.
6. Perfusão  do coração de C .danae  com a solução p roposta  p o r Daven­

p o r t. Aumento da in tensidade .
7- Idem . Aumento da freq u ên cia .
8 . Idem . D im inuição  da frequência  e da in ten sidade .
9 . Perfusão  do coração  de C .danae  com a solução p roposta  p o r P a n tin . 

da) volta à n o rm alid ad e . A d is tân c ia  en tre  os gráficos co rresponde  
a 20 m inu tos.




