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EFEITO DA OXIBENZONA NO TEOR DE HIDRATACAO TECIDUAL DA
ANEMONA-DO-MAR Bunodosoma Cangicum

Amanda Maria Gomes dos Santos
RESUMO

As anémonas-do-mar pertencentes ao filo Cnidéria, podem ser facilmente encontradas na regido
mesolitoral, entre fendas e frestas e fixas em rochas e recifes de arenito ou corais. Devido a sua
baixa capacidade de locomog¢do, as anémonas estdo sujeitas a diversos fatores bioticos e
abidticos. A espécie Bunodosoma cangicum € amplamente distribuida no litoral paraibano, sendo
encontrada na zona entre-marés numa area sujeita a variacdo de salinidade e ao acesso de
banhistas. O filtro solar € um dos produtos mais utilizados por banhistas para proteger-se dos
raios solares e possui em sua composi¢cdo muitos compostos quimicos, dentre eles a oxibenzona.
Esses compostos quando dissolvidos na agua podem afetar a biota aquética, alterando as
condicdes fisioldgicas dos organismos. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
oxibenzona na regulacdo hidrica das anémonas Bunodosoma cangicum coletadas na Praia
Formosa em Cabedelo-PB. Afim desse objetivo, os animais foram expostos a agua do mar (35%o)
sem ou com oxibenzona (1 uM). Também, os animais foram submetidos a salinidade diminuida
(25%o) e salinidade aumentada (45%o) na auséncia e presenca de oxibenzona. Apds a exposi¢cdo
a capacidade de manutencdo do teor de hidratacdo do disco podal e dos tentaculos foi analisada.
Os resultados demonstram que as anémonas apresentam uma boa capacidade de regulagéo de
agua tecidual em ambos os tecidos mesmo na presenca de oxibenzona, e que esse composto
portanto ndo interfere nos mecanismos de regulacao de agua tecidual, a0 menos na concentracdo
testada no presente estudo.

Palavras-chave: Bunodosoma cangicum. Oxibenzona. Teor Hidrico. Osmoconformador.

ABSTRACT

Sea anemones belonging to the phylum Cnidaria, can be easily found in the mesolittoral region,
between crevices and fixed in rocks and sandstone or coral reefs. Due to their low mobility
capacity, anemones are subject to several biotic and abiotic factors. The species Bunodosoma
cangicum is widely distributed along the Paraiba coast of, being found in the intertidal zone in
an area subject to salinity variation and accessible by bathers. Sunscreen is one of the products
most used by bathers to protect themselves from the sun's rays, in its composition it has many
chemical compounds, including oxybenzone. These compounds when dissolved in water can
affect aquatic biota, changing the physiological conditions of organisms. This study aimed to
evaluate the effect of oxybenzone on tissue water regulation of Bunodosoma cangicum anemones
collected at Praia Formosa in Cabedelo-PB. For this purpose, the animals were exposed to
seawater (35%o) without or with oxybenzone (1 puM). Also, the animals were subjected to
decreased (25%o) and increased (45%o) salinity in the absence and presence of oxybenzone. After
exposure, the ability to maintain the hydration content of the pedal disc and tentacles was
analyzed. The results show that anemones have a good capacity to regulate tissue water content
in both pedal disc and tentacles, even in the presence of oxybenzone, and that this compound,
therefore, does not interfere with tissue water regulation mechanisms, at least at the concentration
tested.

Keywords: Bunodosoma cangicum. Oxybenzone. Water content. Osmoconforming.



1 INTRODUCAO

As anémonas-do-mar sdo polipos solitarios pertencentes a Classe Anthozoa e a Ordem
Actiniaria ou Corallimorpharia (FAUTIN & ALLEN, 1992). De grande importancia para o
meio marinho devido as interacdes ecoldgicas que exercem, as anémonas-do-mar habitam
diferentes ambientes, desde regides de entre-marés, recifes costeiros rasos, costdes rochosos e
até mesmo ilhas oceénicas e atéis (e.g. MELO & AMARAL, 2005). Por serem animais
bentbnicos, as anémonas-do-mar estdo sujeitas a fatores externos como o tipo de substrato,
assoreamento, acdo das ondas e mudancgas de maré, entre outros, fatores estes que vao, em
grande parte, condicionar a sua distribuicdo (GOMES, et al., 1998; AMADO, et al. 2011). A
anémona Bunodosoma cangicum Belém & Preslercravo 1973, € uma espécie geralmente
encontrada no mesolitoral entre fendas e frestas, em areas parcialmente cobertas por sedimento
e fixas ao substrato rochoso (MELO & AMARAL, 2005).

Nos ambientes que estdo sujeitos as variacbes diarias das marés relativas ao ciclo lunar,
quando a maré esta baixa existem periodos de condi¢Ges hiperosmoticas (alta salinidade),
devido a evaporacdo da agua das pocas que se formam nas rochas e da agua nas fendas, e
também periodos de condic¢des hiposmoticas (baixa salinidade) devido as chuvas, que diluem a
agua do mar dessas pogas (WILLMER et al., 2000). Assim, os animais que ali vivemsao
capazes de tolerar essas variagdes de salinidade. As anémonas sdo animais osmoconformadores,
ou seja, apresentam osmolaridade do fluido corporal em conformidade com a osmolaridade do
meio externo. As espécies que vivem em locais com flutuacdo de salinidade apresentam
variacdo da concentracdo osmdtica do seu fluido do celentéro de acordo com a salinidade
ambiental, e enfrentam tal desafio regulando dgua e osmadlitos em seus tecidos (AMADO et al,
2011).

O fato de ndo sustentarem gradientes significativos entre seu liquido extracelular e o
meio externo, significa que os animais osmoconformadores possuem alta permeabilidade
osmdtica e ibnica nos seus epitélios de contato com o meio, e auséncia de transporte ativo de
sal através destes epitélios. Por isso, se varia a salinidade da agua do mar, varia também a
osmolalidade/concentra¢do do liquido extracelular, o que expde as células desses animais a
desafios osmoticos. Deste modo, o volume celular é regulado de maneira que a célula retorne
ao seu volume normal apds um distdrbio osmético, e permanega relativamente estavel, para
poder desempenhar suas diferentes funcGes. Quando a célula, depois de inchar, utiliza
mecanismos para diminuir seu volume, este processo é chamado de reducdo regulatéria de
volume (RVD). Tais mecanismos envolvem o transporte de solutos osmoticamente ativos para
fora da célula e assim a &gua segue por osmose. Por outro lado, mecanismos utilizados para
restabelecer o volume perdido - devido a um choque hiperosmético — envolvem o acimulo de
osmolitos no meio intracelular e recebem o nome de aumento regulatério de volume (RVI)
(HOFFMANN & DUNHAM, 1995).

Portanto, nos invertebrados osmoconformadores a capacidade de regular o volume das
células é muito importante, e determinante do seu grau de eurihalinidade. (FREIRE et al. 2008;
VEIGA et al., 2016; MUCCIOLO et al., 2021). Os osmoconformadores eurihalinos podem
tolerar mudancas significativas de salinidade do ambiente externo e podem sobreviver a
diluicdo ou concentracdo do liquido extracelular atraves da regulacdo dos osmolitos organicos
e inorganicos em seus tecidos (RI10S, 2017).

Estudos ja foram realizados em anémonas a respeito das suas respostas a variagdo de
salinidade, mostrando que diferentes espécies de anémonas do mar osmoconformam em meio
hiperosmético e hiposmético. Em muitas espécies, quando as anémonas sdo expostas a variacao
de salinidade, seu fluido do celéntero rapidamente (dentro de 6 h) se equilibra com 0 novo meio
(PIERCE e MINASIAN, 1974; BURSEY e HARMER, 1979; BENSON-RODENBOUGH e
ELLINGTON, 1982). Por sua vez, a dilui¢cdo ou concentracdo do fluido do celéntero representa



um desafio de regulacdo do volume celular para células e consequentemente de hidratacdo
tecidual (KIRSCHNER, 1991; SCEMES et al., 1991; RUIZ e SOUZA, 2008). Podemos assim,
esperar que as espécies osmoconformadoras que sobrevivem em habitats caracterizados por
mudangas rapidas de salinidade, como o habitat entre mares, possuam a capacidade de ativar
mecanismos eficientes de regulacdo de volume celular, 0 que mantém o teor de 4gua em seus
tecidos (KIRSCHNER, 1991; FOSTER et al.,, 2010). Sabe-se que anémonas, quando
submetidas a estresse osmotico, utiliza mobilizacdo de osmolitos organicos para manter seus
volumes celulares (BENSON-RODENBOUGH E ELLINGTON, 1982; HOWARD et al.,
1987; DEATON e HOFFMANN, 1988).

Além de desafios osmoticos, muitas vezes animais que vivem em ambientes rasos como
as pocas de marés devem também lidar com interferéncias humanas nesses ambientes.
Atualmente o mercado de producéo e o consumo de dermocosmeéticos e itens de higiene pessoal
estdo aumentando de forma significativa em todo o mundo, atingindo de forma inesperada altos
niveis, trazendo assim, consequéncias de importancia elevada para a contaminacdo do meio
ambiente. O lancamento desses produtos também esta relacionado com a rapida expansdo do
turismo nas areas costeiras marinhas (WILKSON, 2004). Foi demonstrado que 0s compostos
quimicos contidos em filtros solares e outros produtos de cuidados pessoais atingem niveis
detectaveis em sistemas de agua doce e salgada (DAUGHTON & TERNES 1999; GIOKAS et
al. 2007).

Como os filtros solares séo lipofilicos, seus filtros UV podem bioacumular em animais
aquaticos (GIOKAS et al. 2007) e causar efeitos semelhantes aos relatados para outros
compostos xenobidticos (BALMER et al. 2005). Estudos identificaram filtros UV, como
oxibenzona, octocrileno, octinoxato e salicilato de etilhexila em quase todas as fontes de agua
ao redor do mundo e indicam que esses filtros ndo sdo facilmente removidos por técnicas
comuns de estacdo de tratamento de &guas residuais (SCHNEIDER & LIM, 2018). Em algumas
regibes marinhas, a oxibenzona foi encontrada em concentragcdes como 2200 ng/L (BRAT. et
al., 2015), 580ug/L ¢ em ponto especifico na Ilhas Virgens chegou a 1395 mg/L (DOWNS et
al., 2016). Varios estudos testaram os efeitos toxicos da oxibenzona, bem como de filtros
solares que contém oxibenzona em sua composi¢do, em organismo marinhos, principalmente
corais, e encontraram alteracdes no crescimento populacional (MCCOSHUM et al., 2016),
deformacdes morfoldgicas e toxicidade celular (DOWNS et al., 2016), efeitos genotoxicos e
mutagénicos (ZHAO et al., 2013; DOWNS et al., 2016), distarbios endocrinos (WEISBROD
et al., 2007) e muitos outros efeitos nocivos. Compostos como a oxibenzona estdo impactando
negativamente corais, algas e até micro-organismos. Em anémonas-do-mar os efeitos da
oxibenzona ainda sdo pouco estudados e envolvem distdrbios do comportamento
(MCCOSHUM et al., 2016).

A presenca dos filtros UV no meio ambiente, essencialmente os organicos, €
preocupante, principalmente por apresentarem propriedades criticas como bioacumulacédo
(DIAZ-CRUZ et al., 2008). Varios filtros UV estdo atualmente em uso, entretanto sua
seguranca, eficacia e perfil toxicologico ainda ndo estdo claros. De acordo com a literatura
publicada, os efeitos toxicoldgicos dos filtros UV levantam preocupac@es sobre sua seguranca
a longo prazo (UREK et al., 2013). Alguns estudos tém demonstrado que alguns poluentes
impactam negativamente a resposta de invertebrados marinhos a variacdo de salinidade,
inclusive alterando a capacidade de regulacdo de volume celular e manutencdo do teor de
hidratacdo tecidual (AMADO et al., 2012; MORABITO et al., 2013; PATEL & BIELMYER-
FRASER 2015). No entanto, nada se sabe a respeito do impacto da oxibenzona na tolerancia a
salinidade de espécies osmoconformadoras. Desta forma, é importante conhecer o modo que
estes organismos reagem frente a exposi¢do por poluentes, visto que sdo animais de pouca
mobilidade que ndo possuem a capacidade de fuga das adversidades, ficando expostos a
poluicéo.



A anémona Bunodosoma cangicium por permanecerem em areas costeiras sofrem com
0 passar do tempo com a a¢do antropoldgica com o grande fluxo de turismo e desenvolvimento
de atividades recreativas nos litorais e estdo sujeitas a variadas formas de contaminacdo que
podem afetar suas atividades fisioldgicas. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi analisar
se a substancia oxibenzona, em uma concentracdo ambientalmente realistica, tem alguma
influéncia na capacidade de regulacdo hidrica da espécie Bundosoma cangicium exposta ou nao
a variacdo de salinidade.

2 METODOLOGIA
2.1 Area de Estudo.

O presente estudo foi realizado na regido entre - marés da Praia Formosa, municipio de
Cabedelo, no Estado da Paraiba, Brasil (6°58°25°’S34°49°41 W) (figura 1 e 2). Os exemplares
foram coletados de alguns substratos artificiais presentes na faixa de areia chamados de
“gabides” (figura 3). Estes “gabides” sdo estruturas artificiais de granito amontoado em blocos,
presos dentro de uma armacéo de ferro, com a finalidade de diminuir a dinamica de sedimentos
na praia (SANTOS, 2020). Cerca de oito “gabides” foram selecionados de forma aleatoria para
as coletas dos animais.

Figura 1: Localizagdo da Praia Formosa (circulo vermelho) no mapa da cidade de
Cabedelo - PB.
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Fonte: Google Imagens, 2020.
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Figura 2: Praia Formosa — Cabedelo, PB.

Fonte: Fotografia da autora.

Figura 3: Visualizag¢do dos “gabides”, onde os exemplares
ficavam localizados para as coletas.

— T A _‘._.g;}__" I B

Fonte: Fotografia da autora.
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2.2 Coleta e Manuseio dos Exemplares

As anémonas foram coletadas no ano de 2019 e no de 2021, em meses alternados em
cada ano, durante as marés baixas onde ficavam expostas na faixa de areia da praia, em
elevagoes entre 0,1 e 0,6 cm. Os animais foram coletados de forma manual e de maneira
aleatoria onde eram retirados os animais adultos, com um auxilio de uma pequena faca e
martelos. Em cada “gabido” (total de 08 ao todo) eram retiradas cerca de 02 a 03 anémonas,
que ficavam aderidas as pedras (figura 04). Eram coletadas de 12/18 anémonas a cada ida ao

campo. Ao final da fase experimentos, foram totalizadas 06 coletas na regido de Praia Formosa.

Figura 04: Exemplar de Bunodosoma Cangicum, aderida ao substrato.

Fonte: Fotografia da autora.

Posteriormente, os animais foram transferidos em recipientes plasticos com agua do mar
para o Laboratério de Ecofisiologia Animal (LEFA), do Curso de Ciéncias Bioldgicas, no
campus V da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). Onde os exemplares foram dispostos
em aquario, conferida a salinidade (33-35%o) e colocados aeradores (CX — 1000 AQUARIUM
AIR PUMP) e filtros, mantidos em temperatura ambiente (25-26 °C). As anémonas eram
alimentadas até a saciedade com filé de peixe uma vez por semana. Ficavam cerca de 4 dias em
periodo de aclimatagdo para posteriores experimentos. (Figura 05)
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Figura 05: Animais em laboratorio.
& - %

Fonte: Fotografia da autora.

2.3 Experimento In Vivo
2.3.1 Exposi¢ao dos animais a agua do mar com e sem oxibenzona.

Neste primeiro experimento as anémonas foram expostas a &gua do mar em béqueres de
2L. Foram utilizados dois béqueres como simuladores de aquarios, onde as anémonas foram
expostas por 6 horas a 4gua do mar com salinidade controle 35%o ¢ também expostas em outro
aquario a oxibenzona na concentracdo de 1uM (228 ug/L). Esta concentracdo foi escolhida
baseado nas concentragGes utilizadas em estudos anteriores com diversos organismos marinhos
(BLUTHGEN et al.,2012; ZHONG et al.,2019; CONWAY et al.,2021 ). Apds o tempo predito,
os animais foram sujeitados a retirada de fragmentos do disco podal e dos tentaculos para a
analise do teor de hidratacédo tecidual. A fim de otimizar o uso de animais em experimento no
laboratério, o presente experimento foi realizado em paralelo com o experimento de outro
projeto do nosso grupo de pesquisa que analisava a atividade do mecanismo de resisténcia a
multixenobidticos (MXR) nas anémonas expostas a oxibenzona. Portanto, além da oxibenzona,
as anémonas neste experimento foram também submetidas ao fluorescente rodamina b a
concentracdo de (1 uM), uma substancia nao citotoxica que € utilizada como substrato para
estudar o mecanismo MXR (BARD, 2000; SKJOLDING et al., 2021).

2.3.2 Exposicao a variagao de salinidade na presenca e auséncia de oxibenzona.

Para o experimento de variacdo de salinidade, foi utilizado trés aguas construidas a
diferentes valores de salinidade, com o uso de agua destilada e sal marinho proprio para
aquarismo nas proporcgdes adequadas. Foram obtidas as salinidades 25%o, 35%o (considerada a
salinidade controle) e 45%o. Para o preparo dessas aguas, cada litro de agua destilada recebia
respectivamente 25,35 e 45 gramas de sal marinho para aquarismo. Cada agua foi conferida
com o refratdmetro e colocadas em Beckers de 2L como um aquério experimental, onde cada
um recebeu aeradores (Figura 06). Foram distribuidos cerca de 6 animais em cada aquério, e
ficaram expostos por cerca de 6 horas. Apds o tempo de exposicdo foram retirados os seus
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tecidos que foram armazenados para posterior determinacdo do teor de hidratacdo. O
experimento foi realizado duas vezes, na primeira sem o composto quimico e na segunda foi
adicionada a oxibenzona na concentracdo de 1uM. Tais experimentos eram independentes e
foram realizados com animais diferentes em cada bateria experimental.

Figura 06: Experimento com variacdo de salinidade

e ——
Fonte: Fotografia da autora.

2.3.3 Teor de Hidratacéo Tecidual

Apds a exposicao dos animais as condigcdes experimentais relatadas acima, foi medido
o0 teor de hidratacdo tecidual dos fragmentos de tecido coletados. Para a analise do teor de
hidratacdo tecidual, foram retirados fragmentos de duas estruturas anatémicas dos animais: o
disco podal e os tentaculos. O disco podal é a base de sustentacdo das anémonas, e os tentaculos
s80 as estruturas responsaveis pela captura de alimentos e presas. Duas partes importantes dos
animais a serem estudadas. No experimento foram retiradas partes dessas estruturas com um
auxilio de uma tesoura e colocados em microtubos de 1,5ml, que anteriormente foram pesados
e identificados. Em seguida os tubos agora com parte dos tecidos dos animais foram pesados
novamente em balanca analitica com 0,1 de precisdo (SHIMADZU AUY 220) o que resultou
no peso Umido (Pu). Posteriormente foram desidratados em estufa a temperatura de 60 °C graus
por 24 horas, depois pesados novamente e obtendo o peso seco (Ps). Desta forma para obter a
férmula do teor de hidratacdo tecidual (Th), o valor do peso do eppendorf foi subtraido do Pu
(peso Umido) e Ps (peso seco), expressa da seguinte forma:

Th (%) = (Pu —Ps) x 100
Pu

2.4 Andlise Estatistica

Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média. Os dados
apresentaram distribuicdo normal e homogénea e foram comparados com teste t ou ANOVA
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de uma via, seguido de Holm-Sidak como pds teste. Tanto para as analises estatisticas como
para o desenvolvimento dos gréficos foi utilizado o software SIGMAPLOT 11.0.

3 RESULTADOS
3.1 Exposicao dos animais a 4gua do mar com e sem oxibenzona.

Quando as anémonas foram submetidas a 4gua do mar com ou sem oxibenzona (1puM)
houve reducdo no teor de hidratacdo tecidual quando a oxibenzona estava presente (Gréfico
01). O valor médio de hidratacdo nos organismos controles (agua do mar era de 88,60 + 0,52%
para o disco podal e de 94,63 + 1,39 % para os tentaculos e quando submetidos a oxibenzona,
0 percentual baixou para 82,47 + 0,91% de hidratacdo no disco podal (p=0,001) e 86,15 + 0,94%
nos tentaculos (p<0,001).

Gréfico 01: Teor de hidratacdo tecidual de Bunodosoma Cangicum submetida a 4gua do mar
(35%0) com ou sem oxibenzona por 6 horas. As barras indicam a porcentagem de agua nos
tecidos. * indica diferenca significativa entre as condi¢fes experimentais (teste t, p < 0,05, n = 5-
15).
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3.2 Exposicao a variacao de salinidade na presenca e auséncia de oxibenzona.

Os resultados do teor de hidratacdo tecidual das anémonas expostas as diferentes
salinidades estdo apresentados em dois graficos, no primeiro (Gréafico 02) nos mostram 0s
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valores para o experimento sem adi¢do da oxibenzona e no segundo gréfico (Grafico 03) os
resultados sdo com a acdo da oxibenoza..

Na auséncia da oxibenzona houve um aumento de hidratagéo tecidual no disco podal
das anémonas expostas a salinidade mais baixa, 25%. (F=7,274, p=0,006). O teor de hidratacdo
tecidual na salinidade 25%. foi 88,42 + 1,24%, na salinidade 35%. (controle) foi de 82,05 *
1,09% e na salinidade 45%o foi de 81,09 + 1,94%. Em relacdo aos tentaculos, ndo houve
diferenca significativa e o teor de hidratacdo tecidual na salinidade 25%. foi de 88,81 + 2,27%,
na salinidade 35%o (controle) foi de 86,31 £+ 1,04% e na salinidade 45%. 0 valor foi 83,51 +
1,54%.

Gréfico 02: Teor de hidratacdo tecidual de Bunodosoma Cangicum submetida as salinidades
experimentais 25%o, 35%0 e 45%o por 6 horas sem oxibenzona. As barras indicam a porcentagem
de &gua nos tecidos. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as condigdes
experimentais (One Way ANOVA, p <0,05,n =6).
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Com a presenca da oxibenzona na concentracdo de (1uM), ndo houve alteracdo no teor de
hidratagcdo tecidual em nenhuma das diferentes salinidades. No disco podal, na salinidade 25%o
a porcentagem foi de 82,20 + 1,94%, na salinidade 35%o (controle) foi de 82,34 + 2,72% e na
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salinidade 45%o foi 79,99 + 0,77%. Ja nos tentaculos, na salinidade 25%. 0 valor foi 84,45+
1,11%, na salinidade 35%o(controle) o valor foi 84,88 + 1,43% e na 45%o. foi de 85,79 + 1,52%.

Graéfico 03: Teor de hidratacdo tecidual de Bunodosoma Cangicum submetida as salinidades
experimentais 25%o, 35%0 e 45%0 com oxibenzona (1uM) por 6 horas. As barras indicam a
porcentagem de agua nos tecidos. Nao houve diferenca significativa entre as condicGes
experimentais (One Way ANOVA, p > 0,05, n = 3-6).
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4 DISCUSSAO

As anémonas sdo habitantes frequentes das zonas entre-marés e por possuirem
superficies corporais altamente permeaveis, a exposi¢do ao ar ou as variacdes de salinidade que
ocorrem naturalmente nesses ambientes por si sO representam um grande desafio fisioldgico.
Além dos fatores naturais, a presenca de poluentes representa um desafio ainda maior, e requer
o desenvolvimento de estratégias de tolerancia a esses fatores.

As anémonas sdo pouco utilizadas como modelo biologico para estudos de
contaminacdo aquética, onde, na maioria das vezes, os estudos visaram analisar a utilizacdo e
propriedade das toxinas presentes nos nematocistos, a relagdo simbiotica desses animais com
as zooxantelas, em alguns casos utilizando contaminantes a fim de observar se ha diminuigdo
da simbiose ou bioacumulagdo (HARLAND & NGANRO, 1990; CLINE et al., 1995;
MARTINEZ et al., 2002; GREENWOOD et al., 2003; MITCHELMORE et al., 2003a;
MITCHELMORE et al., 2003b, HOMNA et al., 2003; KUO et al., 2010; WOLENSKI et al.,
2013). Embora a resposta de varias espécies de anémonas a variacao de salinidade esteja bem
caracterizada (PIERCE & MINASIAN 1974; BURSEY e HARMER, 1979; BENSON-
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RODENBOUGH, & ELLINGTON, 1982; DEATON & HOFFMAN 1988; AMADO et al.,
2011; GLON et al., 2019), pouco se sabe sobre a influéncia de poluentes na tolerancia desses
animais a variacao de salinidade.

O teor de hidratacdo pode refletir a nivel tecidual o volume celular, pois a quantidade
de 4gua dentro de cada célula altera o peso do tecido como um todo (GALVAO et al., 2009Db).
A manutencdo do teor hidrico constante é sinal de que as func¢Bes de regulacdo de volume
celular operam satisfatoriamente (LANG, 1987; 2007). Tipicamente, invertebrados marinhos
osmoconformadores quando submetidos a um estresse osmdtico ndo alteram seu teor de
hidratacdo tecidual ou apresentam mudancas menores do que as esperadas se nenhum
mecanismo de regulacdo estivesse envolvido (PIERCE & MINASIAN, 1974; DEATON &
HOFFMAN 1988; FOSTER et al., 2010; AMADO et al., 2015; CASTELLANO et al., 2018).
Disturbios na regulacao de volume celular ou na manutencdo do teor de hidratacdo tecidual ja
foram registrados em cnidarios, crustaceos e moluscos na presenga de poluentes como metais
pesados (AMADO et al., 2006; AMADO et al., 2012; MORABITO et al., 2013; DAVID et al.,
2018), indicando que tais substancias podem romper o equilibrio de agua nesses animais e que
distdrbios da regulacdo hidrica pode ser um bom biomarcador de contaminacdo aquatica
(DAVID et al., 2018).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que quando as anémonas foram
submetidas a oxibenzona sem o desafio salino (grafico 1) houve uma reducdo no teor de
hidratacdo tanto do disco podal como dos tentaculos. No entanto, esse resultado deve ser
interpretado com cautela, pois como mencionado na se¢do materiais e métodos nos primeiros
experimentos, as anémonas eram submetidas tambem ao fluorescente rodamina B. As
rodaminas e seus derivados sdo corantes muito utilizados em microscopia de fluorescéncia
(FREDERICE, 2009) e também para avaliacdo da atividade do mecanismo MXR (mecanismo
de resisténcia & multixenobioticos) (KURELEC 1992; KURELEC et al., 2000). Embora seja
utilizada h& décadas nesses ensaios, e considerada ndo citotoxica, recentemente um estudo
avaliou o uso seguro dessa substancia em ecotoxicologia aquética e encontrou certa toxicidade
da rodamina B para organismos aquaticos, porém em uma concentracao de 30 a 50 vezes mais
alta do que a usada nesse experimento (SKJOLDING et al., 2021). Apesar da ndo toxicidade na
concentracdo utilizada, o corante pode sim ter influenciado nos valores do teor de hidratacédo
tecidual dos dois tipos de tecidos. Essa influéncia fica evidente quando comparamos os valores
de hidratacdo tecidual da condi¢do controle do Grafico 1 (ou seja, salinidade 35%0 sem
oxibenzona) com os valores de hidratagao tecidual da salinidade 35%o0 do Grafico 2 (também
sem oxibenzona). O resultado dessa comparacdo é que os valores de hidratacdo sdo
significativamente mais altos quando a rodamina esta presente (Grafico 1). Ou seja, 0 tecido
ndo perdeu agua na presenca de oxibenzona, mas sim esta mais hidratado na condicéo controle
(sem oxibenzona), o que leva a interpretacdo errdnea que houve reducédo de hidratagéo tecidual
na condicdo experimental. Isso fica ainda mais evidente porque ndo houve diferenca estatistica
quando comparamos o teor de hidratagdo da condicdo oxibenzona (Gréafico 1) como o teor de
hidratacdo da salinidade 35%0 com oxibenzona (Grafico 3). Logo, a hidratacdo tecidual dos
animais “controle” do experimento 1 pode estar alterada pela presen¢a de rodamina que ao
entrar na célula cria um gradiente osmotico para a entrada de agua.

Como as anémonas sdo osmoconformadores (a osmolalidade do fluido corporal do
animal varia conforme a osmolalidade do meio externo) benténicos, de pouca mobilidade, que
habitam desde regides intermarés, recifes costeiros rasos, costdes rochosos a ilhas oceénicas e
atois (MELO & AMARAL, 2005), possuem habilidades que as fazem serem resistentes as
diversas variacOes de salinidades, como podemos observar nos resultados dos dados da segunda
parte dos experimentos. O teor de hidratagdo tecidual das anémonas diante de variacGes de
salinidades ndo sofreu grandes alteragdes. E mesmo com a adi¢do da oxibenzona, a capacidade
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de hidratacdo dos seus tecidos foram mantidos e ndo houveram diferencas estatisticas
significantes.

No experimento de variacdo de salinidade, a intensidade do choque osmético foi de
cerca de 30% tanto para cima quanto para baixo. A salinidade 25%o representa uma diluigdo
de 28,57% em relacdo a 4gua do mar (salinidade 35%o). Do mesmo modo a salinidade 45%o
representa uma concentracao também de 28,57%. Olhando por esse lado, mesmo que o teor de
hidratacdo do disco podal das anémonas submetidas a salinidade 25%o esteja elevado quando
comparado com o teor de hidratagdo das anémonas submetidas a salinidade 35%o (Gréfico 2),
ainda assim esses animais demonstram uma boa capacidade de regulacdo de &gua tecidual
diante de uma diluicdo da agua do mar, uma vez que a variagao no conteudo de agua (~7% de
aumento) do tecido foi muito menor que a intensidade do chogque osmoético (~30%) indicando
gue os animais possivelmente realizaram regulacédo parcial de volume celular. Se ndo houvesse
nenhum mecanismo envolvido, seria esperado um aumento de cerca de 30% no teor de
hidratacdo tecidual. De fato, esse fendmeno ja foi observado anteriormente. Segundo Deaton &
Hoffmann (1988) durante a aclimatacdo da anémona do mar Metridiun senile & agua do mar
diluida, houve aumento na hidratacdo tecidual. Entretanto, esse aumento foi menor do que a
intensidade da mudanca de salinidade do ambiente, indicando que essas anémonas regulam
volume parcialmente.

E importante também destacar que no presente estudo essa regulagdo parcial ocorreu na
salinidade mais baixa e apenas em um tecido, o disco podal. Nos tentaculos a regulacéo foi
total, visto que é provavel que o mecanismo de liberacdo do veneno pelos nematocistos
presentes nesse tecido seja muito sensivel as alteracdes de volume de celular, e de fato estudos
anteriores indicam que essas células apresentam uma boa capacidade de regulagdo de volume
celular (MORABITO et al., 2013). Ja na salinidade mais alta 45%o os animais nao apresentaram
dificuldade em manter seu teor de hidratagdo em ambos os tecidos.

Quando os animais foram desafiados com a variacdo de salinidade na presenca de
oxibenzona, ndo houve em nenhum dos tecidos analisados dificuldade de regulagdo de &4gua
tecidual. As anémonas responderam mantendo seu teor de hidratagdo em ambos os tecidos o
que indica que a oxibenzona, ao menos na concentracdo utilizada (1pM) e no tempo
experimental de 6 horas, ndo apresenta nenhum efeito sobre a capacidade de regulacéo de dgua
tecidual nesses animais.

5. CONCLUSAO

As anémonas Bunodosoma cangicum mostraram-se bons animais osmoconformadores,
mantendo suas atividades fisiologicas a condi¢bes adversas. A acdo da oxibenzona na
concentracdo utilizada nos experimentos nao trouxe prejuizos para a regulacdo hidrica dos
animais durante um desafio salino. As anémonas quando expostas as salinidades diferentes se
mantiveram em boas condi¢fes, mesmo com a adi¢do do composto quimico. Faz se necessario
novos estudos com concentragdes diferentes de oxibenzona e com outros compostos presentes
nos protetores solares, como o didxido de titanio também encontrados em &guas marinhas. E
importante observar a acdo desses compostos quimicos em anémonas e em demais
invertebrados marinhos fundamentais para a manutencao dos ecossistemas.
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