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REGULACAO HIDRICA DE OSTRAS (Crassostrea brasiliana) DOS RECIFES DA
PRAIA DO CABO BRANCO, JOAO PESSOA, BRASIL

Mikaelle Cristina Medeiros Chaves”
RESUMO

A ostra Crassostrea brasiliana (Lamarck, 1819) pertencente ao Filo Mollusca, possui ampla
distribuicdo no litoral brasileiro, sendo encontrada fixada a rochas e raizes da zona entre-
marés. Sdo animais osmoconformadores que variam a concentragdo osmotica de seus fluidos
corporais de acordo com a varia¢do de salinidade do ambiente. Tal variagdo expde os tecidos
do organismo a variacdes osmdticas, e para manter a hidratacdo tecidual as células devem
ativar mecanismos de regulacdo de volume celular. O estudo teve como objetivo investigar a
capacidade de regulacdo hidrica das ostras C. Brasiliana dos recifes da Praia do Cabo Branco,
uma vez que a regido tem sofrido impactos do desmoronamento da Barreira do Cabo Branco,
e da urbanizacao do entorno. Para tanto, as ostras foram coletadas em 2 pontos dos recifes, um
proximo (Ponto 1) e outro distante da barreira (Ponto 2), e foram submetidas a desafios
osmaticos in vivo e in vitro. As capacidades de manutencdo da hidratacéo tecidual e regulacéo
de volume celular foram analisadas diante de uma condi¢cdo hiposmdtica e uma
hiperosmotica. Os resultados indicam que existe diferenca nas respostas a variacdo de
salinidade entre as ostras dos diferentes pontos de coleta, mas a proximidade com a barreira
parece ndo ser um fator relevante. As diferencas encontradas entre as ostras dos dois pontos
de coleta aparentemente devem-se mais a influéncia do ambiente fisico natural, em funcéo da
posicao que elas ocupam nos recifes.

Palavras-chave: Osmoconformador. Branquia. Musculo adutor. Teor hidrico. Regulacéo de
Volume Celular.

ABSTRACT

The oyster Crassostrea brasiliana (Lamarck, 1819) belongs to the Mollusca Phylum, is
widely distributed on the Brazilian coast, found attached to rocks and roots of the intertidal
zone. They are osmoconformers animals that vary the osmotic concentration of their body
fluids according to environmental salinity variations. Such variation exposes body tissues to
osmotic challenges, and to maintain tissue hydration cells must activate cell volume
regulation mechanisms. The study aimed to investigate the water regulation capacity of C.
brasiliana oysters from the Cabo Branco Beach reefs, since the region has been impacted by
the collapse of the Cabo Branco Barrier and from the surrounding urbanization. To this end,
the oysters were collected at 2 points of the reefs, one near (Point 1) and one far from the
barrier (Point 2), and were submitted to osmotic challenges in vivo and in vitro. The ability to
maintain tissue hydration and to perform cell volume regulation were analyzed upon
hyposmotic and a hyperosmotic conditions. The results indicate that there is a difference in
the responses to salinity variation between oysters from different collection sites, but
proximity to the barrier does not seem to be a relevant factor. The differences found between
the oysters of the two sites apparently are due to the influence of the natural physical
environment, due to the position they occupy in the reefs.

“ Aluna de Graduagdo em Ciéncias Biologicas na Universidade Estadual da Paraiba - Campus V.
Email: mikacristinamedeiros@gmail.com
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1 INTRODUCAO

Ostras sdao moluscos pertencentes a Classe Bivalvia, apresentando uma concha com
duas valvas unidas por um musculo adutor forte, cabeca rudimentar, manto e branquias
(BRUSCA & BRUSCA, 2007). O género Crassostrea possui 48 espécies descritas
(MolluscaBase, 2019), trés delas podendo ser encontradas no Brasil. Os espécimes do género
Crassostrea possuem um alto interesse comercial devido ao valor alimenticio de sua “carne”.
Sdo eurihalinas e euritérmicas, porque apresentam boa capacidade de regulacdo hidrica e
suportam variacdes na temperatura do ambiente (GALVAO, 2000a; CHRISTO, 2006). A
espécie Crassostrea brasiliana (LAMARCK, 1819) possui ampla distribuicdo no litoral
brasileiro desde a costa do litoral paraibano até Santa Catarina, podendo ser encontrada em
estuarios, manguezais e rochas da regido entremarés (DO AMARAL; SIMONE, 2014).

Assim como em regides estuarinas, a regido entremarés também esta suscetivel as
variacdes de salinidade. As pocas de mare dessa regido ficam sempre expostas na maré baixa.
Em dias chuvosos a salinidade do local pode chegar préximo da agua doce. Em dias
extremamente quentes, a salinidade pode chegar a uma agua do mar hipersalina (FREIRE et
al., 2011), portanto os animais que vivem nesse ambiente precisar ser capazes de suportar
uma grande amplitude de variagdes de salinidade e térmicas. Diante dessas variagGes de
salinidade os animais devem apresentar mecanismos de regulagdo osmotica, seja a nivel
sistémico, como é o caso dos osmorreguladores, ou a nivel celular, como € o caso dos
osmoconformadores.

Animais osmorreguladores possuem a capacidade de manter a concentragdo osmotica
de seus fluidos corporeos estavel, independentemente das variacbes do meio ao qual esta
inserido. Essa manutencdo da osmolaridade dos fluidos corpoOreos protege seus tecidos
internos de um estresse osmotico. Esse processo ocorre através da Regulacdo Extracelular
Anisosmdtica (AER), onde mecanismos de transporte de sal nas membranas biolégicas séo
ativados mantendo a homeostase do fluido extracelular (EVANS, 2008a; LARSEN et al.,
2014; DAVID et al., 2016).Ao oposto disso estdo os osmoconformadores, que variam a
concentracdo osmética de seus fluidos de acordo com as mudancgas do meio externo. Por ndo
possuirem a capacidade de realizar a regulacdo osmdtica de seus fluidos extracelulares. Esses
animais sdo dependentes unicamente da Regulacdo Isosmotica Intracelular (1IR) (RIVERA-
INGRAHAM; LIGNOT, 2017). A IIR compreende dois mecanismos de ajuste a mudancas de
salinidade, quando a célula precisa aumentar de volume ap6s um choque hiperosmoético ela
realiza RVI (Regulatory Volume Increase; Aumento Regulatorio de VVolume); por outro lado,
se a célula precisa diminuir de volume apds um choque hiposmotico ela realiza RVD
(Regulatory Volume Decrease; Reducdo Regulatéria de Volume) (HAUSSINGER, 1996;
STRANGE, 2004).0s dois meios de regulacdo osmdtica resultam em um aumento do gasto de
energia do organismo. Na osmorregulacdo o gasto se deve principalmente a manutencdo dos
gradientes de ions e a ao controle da permeabilidade da membrana, por exemplo. Ja na
osmoconformacdo, esse maior gasto ocorre devido ao aumento das taxas de respiracao para a
producdo de osmolitos organicos. A taxa de respiracdo aumenta conforme a salinidade externa
aumenta, porém também existe aumento do gasto de energia em choques hiposmoticos
(RIVERA-INGRAHAM; LIGNOT, 2017).

As ostras sdo animais osmoconformadores, essa condigdo impOe diversos desafios
diarios aos organismos, ja que a salinidade de regifes entremarés e estuarinas, principalmente,
podem variar em poucas horas. Essa variacdo expde tecidos internos a choques osméticos, e
para tolerar alteragdes de salinidade, os osmoconformadores dependem dos mecanismos de
regulacdo de volume celular. Além dos desafios osmoticos, a poluicdo presente no ambiente



aquatico gera diversos disturbios fisiolégicos nos animais, especialmente na capacidade de
invertebrados manterem sua hidratagcéo tecidual ou de realizar a regulacdo de seu volume
celular corretamente, esse assunto vem sendo amplamente abordado na literatura. Foi visto
que o cadmio gerou uma alteracdo na capacidade de resposta homeostéatica em células
digestivas de Mytilus galoprovancialis, atuando na Na*/K*ATPase (TORRE et al., 2013;). Ja
0 chumbo, por exemplo, leva alteracbes nas células branquiais de caranguejos marinhos,
prejudicando a Reducdo Regulatéria de Volume, inibindo a Na*/K*ATPase ¢ alterando canais
de Ca?>* (AMADO et al., 2012).

Localizada na capital do estado da Paraiba, Jodo Pessoa, a Praia do Cabo Branco é um
ponto turistico bem conhecido da cidade. Na parte mais ao sul da praia se localiza a Barreira
do Cabo Branco, que vem sendo fonte de debate politico e cientifico devido a sua alta
vulnerabilidade a erosdo, agravada principalmente pela construcdo civil em sua superficie e a
retirada da vegetacdo nativa. Algumas tentativas de contencdo da erosdo ja foram
experimentadas ao longo dos anos, porém nenhuma apresentou um resultado satisfatorio o
suficiente (REIS, 2008). O desmoronamento da barreira atinge diretamente a vida dos
organismos que pertencem a localidade. Esse impacto ocorre devido as caracteristicas do tipo
de solo. Os sedimentos que se desprendem se solubilizam na agua tornando-a barrenta,
impedindo a penetracdo de luz e dificultando o processo de alimentagdo de animais
filtradores, aumentando as chances de morte. A area tambem sofre com a polui¢do, como
esgoto domestico em contato com o mar e lixo depositado na faixa de areia. Os efeitos da
poluicdo do habitat podem gerar impactos enormes na capacidade de regulacdo osmotica dos
animais que ali vivem.

Diversos trabalhos vém sendo realizados com o intuito de avaliar a capacidade de
regulacdo hidrica de animais marinhos como biomarcadores de dregradacdo do ambiene
aquatico (DA SILVA, et al., 2005; MOREIRA, et al., 2016; NACEUR, et al., 2016; DAVID,
et al., 2018). Este trabalho teve como objetivo analisar a capacidade de manutencdo da
hidratacdo tecidual e de regulacdo de volume celular das ostras C. brasiliana diante de
desafios salinos. Avaliar se existe diferenca de resposta entre ostras que ocupam diferentes
posicBes nos recifes do Cabo Branco: ostras que ocupam uma regido proxima a barreira e,
portanto, estdo mais susceptiveis aos efeitos do desmoronamento, e ostras que ocupam uma
regido mais distante da barreira e da linha da praia. Dessa forma espera-se encontrar
diferencas na capacidade das ostras de diferentes pontos de responder as variacGes de
salinidade.

2 METODOLOGIA
2.1 Area de estudo.

O estudo foi realizado nos recifes da Praia do Cabo Branco, no Estado da Paraiba. A
praia do Cabo Branco é uma praia urbana que possui aproximadamente 5,1 km de extensao.
Os recifes estdo localizados na extremidade Sul da praia (7°08'46.1"S 34°47'55.1"W), no
limite com a praia vizinha, a Praia do Seixas (Figura 1). A regido dos recifes é constituida de
um terraco de abrasdo marinha do tipo arenito-ferruginoso que é margeado pela barreira
(MANSO, 2008). Os terracos sdo resultado de processos naturais e antrépicos que alteram a
paisagem e a tornam wvulneravel a riscos socioambientais (FURRIER; DOS SANTOS
SOUZA; DE LAVOUR, 2017). Localizado na regido entre-marés, o recife apresenta
diariamente periodos de maré baixa e maré alta.



Figura 1: Imagem de satélite da area de estudo. Recifes da
praia do Cabo Branco, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

llliyedMar Restaurante

2.2 Coleta e Manuseio dos Exemplares

As coletas das ostras foram realizadas nos meses de marco e abril (2018) e setembro
de (2019), durante marés de sizigia em dois pontos do recife: o Ponto 1, mais préximo da
linha da praia, a 22 metros de distancia da barreira; e o Ponto 2, mais distante da linha da
praia, a 367 metros da barreira, ambos os pontos ficam naturalmente emersos na maré baixa.
Os animais foram coletados manualmente e de maneira aleatéria, com auxilio de um facéo.
Em marco de 2018 foram coletados 33 animais do Ponto 1. JA no més de abril foram
coletados 32 animais do Ponto 2. Em setembro de 2019, foram coleados 25 animais de cada
um dos pontos. A taxa de mortalidade era de aproximadamente 2 ostras durante o periodo de
aclimatacéo.

Figura 2: Representacdo dos locais de amostragem nos recifes
da praia do Cabo Branco, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

QOCEANG

Fonte: llustracdo adaptada e reproduzida de Monteiro Neto,
|.E., 2016.
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Os animais foram entdo transportados em caixas plasticas com &gua do local de coleta
até o Laboratério de Ecofisiologia Animal (LEFA), do Curso de Ciéncias Bioldgicas, no
Campus V da Universidade Estadual da Paraiba. No laboratorio a salinidade foi verificada
com o auxilio de um refratdmetro (RTS-101ATC) e as caixas foram equipadas com aeradores
de aquério (CX - 1000 AQUARIUM AIR PUMP) e mantidas com agua do local de coleta em
temperatura ambiente (25-26 °C), fotoperiodo natural. As ostras foram alimentadas com
aproximadamente 3 g de racdo de peixe a cada dois dias, e mantidas em um periodo de
aclimatagdo de no minimo 4 dias antes da realizacdo dos experimentos.

2.3 Experimento in vivo
2.3.1 Exposi¢do dos animais & variacao de salinidade

Neste experimento foram preparadas trés &guas experimentais de diferentes
salinidades usando agua destilada e sal marinho para aquarismo. As aguas experimentais
15%o, 30%0 € 45%o receberam, respectivamente, 15, 30 e 45 gramas de sal para cada litro de
agua destilada. Todas as aguas tiveram sua salinidade conferida com o auxilio do refratbmetro
e foram colocadas nos aquarios experimentais (2L cada), que receberam um aerador cada. A
agua experimental de 30%., mais proxima da salinidade natural do local de coleta, foi
considerada como a salinidade controle. As ostras foram distribuidas igualmente entre os
aquarios, com um intervalo de uma hora entre cada aquario. Depois de 6 horas de exposicao
as ostras foram retiradas da agua e tiveram suas conchas desarticuladas com auxilio de uma
faca, ocasionando na morte do animal (Figura 3). A branquia e o0 musculo adutor foram entéo
retirados com uma tesoura cirargica, para analise do teor de hidratacao tecidual.

Figura 3: Demonstracdo do desenho experimento.

15%o 30%o 45%o
N=18 N=18 N=18
6h 6h 6h

i“_‘ l:‘,_‘1 i"
o 1: J ,)/1 i 11 ,_‘) N o 11 f,) /1

Fonte: Elaborado pela autora.
2.3.2 Teor de hidratacao tecidual

Apos a retirada, branquia e o musculo adutor foram gentilmente secados em papel
filtro e colocados em tubos de eppendorfs, anteriormente identificados e pesados. Os tubos
agora possuindo os tecidos foram novamente pesados em balanca analitica com 0,1 mg de
precisdo (SHIMADZU AUY 220) resultando no peso Umido (Pu). Em seguida desidratados
em estufa a 60 °C durante 24 horas e entdo pesados novamente para a obtencdo do peso seco
(Ps). O valor do peso do eppendorf foi subtraido de Pu e Ps para o calculo do teor de
hidratacdo do tecido (Th) através da seguinte formula:

Th (%) = (Pu—Ps) x 100
Pu
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2.4 Experimento in vitro
2.4.1Andlise da Capacidade de Regulacao de Volume Celular

Para analisar a capacidade de regulacdo de volume celular, células branquiais foram
isoladas e submetidas a choques osmoticos de diferentes intensidades. As alteragcdes do
volume celular foram avaliadas utilizando a técnica de fluorescéncia chamada “Fluorescence
Self-quenching”, descrita por HAMANN et al, 2002; CAPO-APONTE et al, 2006 e adaptada
por AMADO et al. 2010. A técnica consiste em analisar a intensidade de fluorescéncia em
certos fluor6foros que quando em altas concentracdes sofrem o processo de auto-extingdo, ou
seja, a intensidade da fluorescéncia diminui com o aumento da concentracdo do fluoréforo.
Tal propriedade fisica dos fluor6foros pode ser utilizada de maneira diretamente proporcional
para medir alteracbes do volume de agua nas células. Na pratica quanto menor o volume de
agua na célula maior sera a concentracdo de fluordforos, levando a auto-extingdo, e quanto
maior 0 volume de dgua menor a concentracdo. Sendo assim quanto menos &gua na célula
menor a emissao de fluorescéncia, e quanto mais dgua na célula, maior seré a fluorescéncia.

Para a anélise, apos a coleta e aclimatacdo dos animais, as branquias foram removidas

com uma tesoura, apés a desarticulacdo das conchas com auxilio de uma faca, e colocadas em
10 ml de Tampéo Fosfato Salino (PBS) e em seguida transferidas para uma placa de petri
contendo 10 ml de PBS + EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-acético), utilizando um bisturi
e uma pinca o tecido foi fragmentado, e em seguida a dissociacdo foi realizada
mecanicamente com auxilio de uma pipeta de Pasteur. As células branquiais recém-
dissociadas foram centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5810 R, Alemanha) a 290g por 5 min
a 20°C.
O composto anterior foi substituido por solucdo salina isosmoética para moluscos (470mM
NaCl, 10mM KCI, 54mM MgSQO., 10mM CaCl., 5mM glicose, 5mM Hepes, 2mM NaHCO:,
pH 8,2), e entdo distribuido em uma placa preta de 96 pocos especifica para fluorescéncia
(Optiplate 96-well, Black), em uma densidade de aproximadamente 10* células por poco. A
auto-fluorescéncia dessas células foi medida de maneira a confirmar se as células estio
equivalentemente distribuidas nos pocos em uma leitora de microplacas (Spectra Max 13x,
Molecular Devices). A placa foi entdo centrifugada a 290 g por 5 minutos para substituir a
salina isosmotica por solucdo salina isosmdtica acrescida do fluoréforo Calceina-AM (10uM).
As células ficaram incubando nessa solucdo por uma hora, com leituras a cada 3 minutos para
acompanhar a emissdo de fluorescéncia do fluoréforo.

Apos o periodo de incubacdo, a placa foi novamente centrifugada e a solugcdo de
calceina foi substituida por solugdo salina isosmotica. A fluorescéncia isosmdtica foi entdo
lida a cada 30 segundos por 5 minutos na leitora de microplacas com excitacdo de 485nm e
emissdo de 530nm para analisar a estabilidade da emissao de fluorescéncia. A placa foi
centrifugada novamente e entdo as céelulas foram submetidas as seguintes condicGes: controle
isosmadtico (900 mOsm), choque hiposmotico (450 mOsm), choque hiperosmotico(1350
mOsm). A fluorescéncia foi lida novamente a cada 30 segundos durante 10 min. Para analise
das variacGes de volume celular, os valores absolutos de fluorescéncia foram transformados
em valores relativos, onde 1 significa o volume inicial.

As solucdes utilizadas neste experimento foram adaptadas de Veiga (2013) para
invertebrados marinhos, a composi¢do permaneceu a mesma, apenas a osmolaridade foi
corrigida (Tabela 1). Uma solucdo € Isosmotica aos fluidos extracelulares dos animais, e,
portanto utilizada como controle, outra é Hiposmoética e tem -50% de concentragdo em
relacdo a isosmotica, e a Hiperosmotica tem +50% a mais na concentracdo, baseada na
isosmotica.
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Tabela 1: Composicdo osmotica das salinas utilizadas para o experimento de Regulacéo
de Volume Celular.

Reagentes Solugdo Isosmética | Solucdo Hiposmotica | Solugdo Hiperosmotica
(mM) (100%) (-50%) (+50%)
NaCl 470 235 705
KCL 10 5 15
MgSO 54 27 81
CaCl. 10 5 15
Glicose 5 5 5
Hepes 5 5 5
NaHCO: 2 2 2

2.5 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média. Todos os dados
foram testados para normalidade e homocedasticidade. Para a analise do teor de hidratagdo
tecidual foram usados os testes oneway ANOVA seguido de Holm-sidak method quando a
distribuicdo se mostrou normal e Kruskal-Wallis oneway ANOVA on ranks seguido de Tukey
test quando a distribuicdo se mostrou ndo normal (brangquia ponto 2). Para a analise de
regulacdo de volume celular os dados foram tratados estatisticamente em cada tempo
experimental através de oneway ANOVA seguido de Holm-sidak method ou Kruskal-Wallis
oneway ANOVA on ranks seguido de Tukey test.

3 RESULTADOS
3.1 Teor de hidratacao tecidual

Quando as ostras do Ponto 1 foram submetidas a variacdo de salinidade, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas no teor de hidratacdo tecidual da branquia (Grafico 1). Os
valores obtidos para a salinidade de 15%o foram de 86,5 = 0,7%, com um N de 18. J& na
salinidade de 30%o 0s valores foram 85,7% + 0,5, com um N de 18. Ja em 45%o, 0 N foi de 17,
e os valores foram 85,2% + 0,5.
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Gréfico 1: Teor de hidratacdo tecidual da branquia de Crassostrea
brasiliana do Ponto 1 apds exposicdo em diferentes condicGes
experimentais.
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Também ndo houve diferenca estatistica no teor de hidratacdo tecidual do musculo
adutor das ostras do Ponto 1 (Gréfico 2). Para a exposi¢dao de 15%o, os valores encontrados
foram de 83% + 0,6, com um N de 16. Os dados obtidos para a salinidade de 30%o, resultaram
nos valores de 81,8% + 0,5, para um N de 18. Na exposi¢do de 45%o, 0 musculo adutor, com o
N de 18, apresentou o valor de 81,3% = 0,6.

Grafico 2: Teor de hidratacdo tecidual no masculo adutor de Crassostrea

brasiliana do Ponto 1 ap0s exposicdo em diferentes condicdes

experimentais.
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Nas ostras do Ponto 2, houve uma redugcdo do teor de hidratacdo tecidual nas
branquias, apos a exposi¢do de 45%..A andlise estatistica demonstrou que ocorreu uma
diferenca significativa. De acordo com essa andlise, a branquia exposta a condicdo
experimental de 45%. € diferente estatisticamente tanto quando comparada a condi¢do de
15%o, quanto & condigdo experimental de 30%. (Grafico 3). Os valores obtidos para a
exposi¢cdo da branquia na condicdo de 15%o0 foram de 86,2% £ 1,0, com o N de 18. Na
exposi¢édo de 30%o 0 resultado obtido foi de 85,1% + 0,4, para um N de 18. E na exposicao de
45%o 0s valores encontrados forma de 82,2% + 0,6, com um N de 18.

Gréfico 3: Teor de hidratacdo tecidual da branquia de C. brasiliana do
Ponto 2 ap6s exposicdo em diferentes condigdes experimentais.

100 -
1 [T Branquia
g a
90 A a
g 1 _ b
© ] ==
S 80 -
2 ]
@
|_
o
18 1
S 70 T
o ]
S
I B
60 -
50 T T T
15%o 30%o 45%o

Ja no masculo adutor das ostras do Ponto 2, a andlise estatistica ndo apresentou
nenhuma diferenca significativa no teor de hidratacdo tecidual para nenhuma das condigcdes
experimentais (Grafico 4). Os valores obtidos no musculo para a exposi¢ao de 15%o foi de
80,9% =+ 1,1. Na exposi¢ao de 30%o os valores apresentados foram de 76,8 = 0,4. E com a
exposicao de 45%o 0s valores obtidos foram de 78,9% + 1. Cada uma das trés condigcdes
experimentais teve um N de 18.
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Gréfico 4: Teor de hidratacdo tecidual do musculo de C. brasiliana no
Ponto 2 apds exposicdo a diferentes condi¢des experimentais.
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3.2 Regulacéo de volume celular

Os dados mostraram que ndao houve aumento ou diminui¢do de volume significativo
nas ostras do Ponto 1 em nenhuma condicdo experimental ou tempo experimental analisado
(Grafico 5).

Gréfico 5: Grafico de regulacdo de volume celular de C. brasiliana do Ponto
1 apos exposicao a diferentes condigdes experimentais.
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Porém, as celulas branquiais das ostras do Ponto 2 apresentaram um aumento
significativo de volume a partir do tempo experimental de 7,5 min na condigdo hiposmotica
(Gréfico 6).

Grafico 6: Grafico de regulacdo de volume celular de C. brasiliana do Ponto
2 apos exposicdo a diferentes condicBes experimentais. O * indica uma
significancia estatistica entre o hiposmotico e o controle, e 0 hiposmético e o
hiperosmatico.
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4 DISCUSSAO

As ostras sdo animais osmoconformadores eurialinos, o que Ihes confere a capacidade
de manter seus fluidos corporeos isosméticos ao ambiente externo e de suportar amplas
variacOes de salinidade. Animais com tais caracteristicas devem ser bons reguladores de
volume celular. Tal mecanismo expde as células desses animais a choques osmaticos, que
podem levar a morte celular, onde tal capacidade de regulacdo protege as células da lise no
caso de um inchaco, ou de murchar de tal forma que comprometa as atividades celulares
((RIVERA-INGRAHAM; LIGNOT, 2017).

O teor de hidratacdo pode refletir a nivel tecidual o volume celular, pois a quantidade
de &gua dentro de cada célula altera o peso do tecido como um todo. Os nossos experimentos
mostram que o teor de hidratacdo tecidual das branquias é maior do que no musculo. Esse
resultado independe de ser qualquer um dos pontos de coleta ou de condicdo experimental
utilizada. Tal resultado ja era esperado, devido a funcdo das branquias de respiracao,
alimentacdo e osmorregulacdo, além do seu contato direto com meio externo (GALVAO et
al., 2009b). O teor de hidratacdo tecidual apresenta que as ostras dos dois pontos regulam
muito bem a quantidade de agua nos seus tecidos, o0 que ja € esperado para tal grupo. Porém,
no tecido branquial das ostras do Ponto 2 houve uma leve diminuicdo de hidratagédo na
exposi¢do a agua experimental de 45%o. A salinidade de 45%. possui 50% a mais sal do que a
agua experimental controle (30%o), representando assim uma condi¢do hiperosmotica para o
tecido branquial. Essa condicdo hiperosmotica fez o tecido perder dgua, o que explica a
diminuicdo da hidratagdo tecidual. No entanto, diante de um choque osmotico de 50%, a
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reducdo de hidratacdo tecidual foi de apenas 4% (quando comparado ao controle), o que
indica que houve ativacdo de mecanismos de regulacdo de volume celular para conter a saida
de &gua, porém esses mecanismos tdo foram téo eficientes como os mecanismos ativados
pelas ostras do ponto 1, que nem chegaram a perder &gua tecidual.

Essa menor habilidade de manutencdo do teor de agua nas branquias das ostras do
Ponto 2 pode estar associada as condi¢des ambientais a que esses animais estdo naturalmente
expostos. Devido ao Ponto 2 estar localizado mais distante da faixa de areia e mais proximo
da quebra de ondas, as pocgas de maré ali formadas podem ndo chegar a secar muito em dias
de calor, mantendo a salinidade mais proxima a 30%o (observagdo pessoal). Nesse caso, a
salinidade de 45%o, tornou-se um desafio osmotico muito maior do que os que as ostras
daquela area estdo acostumadas. Enquanto isso as ostras do Ponto 1, por estarem posicionadas
em um local de menor profundidade, estdo sujeitas a uma amplitude de variacdo de salinidade
natural maior. Essas diferencas na habilidade de regulacdo de hidratacéo tecidual em relacéo a
distribuicdo espacial ja foram registradas em outros osmoconformadores marinhos (AMADO
etal., 2011; AMADO et al., 2015).

Estudos vém demonstrando que a resposta regulatoria de volume dos animais é
assimetrica, o aumento de volume em choque hiposmdticos gera um aumento inicial de peso
menor e um retorno mais instantaneo ao peso original quando comparado com um choque
hiperosmotico de mesma magnitude. As respostas de tecidos inteiros comparados as celulas
também se diferenciam, onde muitas vezes o tecido ndo demonstra resposta ao choque, mas a
célula responde (EVANS, 2008b).

Nos testes de regulacdo de volume celular as ostras do ponto 2 na condicédo
hiposmdtica apresentaram um aumento de volume significativo a partir dos 7,5 min. Esse
aumento também foi visto em Crassostrea rhizophorae em estuarios poluidos (DAVID et al.,
2018). Nos experimentos de Naceur e colaboradores (2016), esse aumento de volume celular
também foi visto em C. brasiliana ap0s exposicdo a baixa concentracao de hidrocarbonetos,
que danificou seus mecanismos membranares que realizam o RVD. Porém, testes para a
presenca de poluentes na regido ndo foram realizados neste trabalho. Nesse caso, as células
branquiais das ostras do Ponto 2 podem ter realizado o chamado RVD parcial, que consiste na
perda de KCI e de osmdlitos de maneira menos intensa, com a intencdo de ndo perder muito
desses compostos para 0 meio e ainda assim evitar a lise celular (HOFFMAN, DUNHAM,
1995).

Os resultados indicam que as ostras do Ponto 2 apresentam menor habilidade de
regular teor de dgua diante de variacdo hiperosmotica nas suas branquias, pois apesar de um
choque osmotico de +50%, o tecido branquial ndo chegou a perder nem 5% do volume de
agua tecidual. Enquanto nos experimentos de regulacdo de volume celular, as ostras do Ponto
2, aumentaram seu volume de &gua no choque hiposmotico. A divergéncia dos resultados
pode ser explicada pela diferenca de resposta de tecidos para células. Onde as células tém
maior facilidade de se recuperar de um choque hiposmético que de um choque hiperosmético,
tendo que levar em consideracdo que o chogque do experimento in vivo durou 6 horas,
enquanto no experimento in vitro duraram 10 minutos.

Apesar das ostras do Ponto 1 ndo demonstrarem que a proximidade com a barreira
afeta a sua capacidade de regulacdo hidrica, o desmoronamento pode influenciar outros
aspectos fisiologicos. Durante as coletas foi possivel observar que as ostras do Ponto 1
morreram apds um ressaca do mar no ano de 2018, provavelmente devido a baixa oxigenacao
da 4gua. Portanto, a barreira pode influenciar outros fatores fisioldgicos, como o crescimento
e a reproducao.
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5 CONCLUSAO

A boa capacidade de manutencdo da hidratacdo tecidual e de regulacdo de volume
celular das ostras do Ponto 1, correspondem as expectativas para o grupo. As ostras do Ponto
2, demonstraram menor habilidade em manter a hidratacdo de suas branquias com um choque
hiperosmdtico e de regular seu volume celular no choque hiposmético.Portanto,existe
diferenca entre as respostas de ostras de pontos de coleta diferentes, mas nesse caso a
proximidade com a barreira parece ndo ser um fator relevante na resposta dos organismos a
variacdo de salinidade. As diferencas encontradas entre as ostras dos dois pontos de coleta
aparentemente devem-se mais a influéncia do ambiente fisico natural, em funcdo da posicéo
que elas ocupam nos recifes. Mais estudos devem ser realizados analisando outros parametros
para determinar se o desmoronamento da barreira afeta de maneira significativa na fisiologia
das ostras do Cabo Branco.
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