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Atividade da anidrase carbonica de ostras Crassostrea brasiliana em
condicdes naturais dos ciclos de maré e exposicao aérea — um estudo em
recifes costeiros

Ignécio Evaristo Monteiro Neto, Tacyana Pereira de Oliveira & Enelise Marcelle Amado

RESUMO

Anidrase carbonica (AC) ¢ uma metaloenzima presente na maioria dos seres vivos que catalisa
a hidratacio reversivel de CO2 em HCO; e H'. E fundamental em processos fisiologicos como
respiracao, transporte i0nico, regulacao acido-base e calcificagdo. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a influéncia de fatores ambientais como a variagdo da maré ¢ sazonalidade na atividade
da AC (AAC) da hemolinfa, branquia e manto de ostras Crassostrea brasiliana. As ostras foram
coletadas nos recifes da praia do Cabo Branco em 3 pontos. Ponto 1, o mais proximo da linha
da praia, fica na regido entre-marés, o ponto 2 intermediario, € o ponto 3 o mais distante da
linha da praia. As ostras amostradas nos pontos 1 e 3 ficam expostas ao ar em mar¢ baixa e
submersas em mar¢ alta, enquanto as do ponto 2 sempre estdo submersas. A hemolinfa,
branquia e manto dos individuos foram coletados in situ e transportados ao laboratorio para a
andlise da AAC. Os resultados demonstraram que a sazonalidade e variagdo da maré afetou
principalmente a AAC da hemolinfa. Dessa forma, foi observado que a exposicdo aérea exerce
de fato influéncia na AAC da hemolinfa, branquia e manto das ostras que sofrem maior tempo
de exposicdo aérea, sendo essas ostras também de menores tamanhos e com menor indice de
condi¢do quando comparada as ostras que nao sofrem com a exposigao aérea.

Palavras-Chave: Hemolinfa. Branquia. Manto.
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INTRODUCAO

A anidrase carbonica (AC) ¢ uma metaloenzima, confirmada presente em quase todos
os seres vivos, que catalisa a hidratacdo reversivel do dioxido de carbono produzindo
bicarbonato e proton H, utilizando o zinco como co-fator. Essa enzima possui um papel
fundamental em varios processos fisiologicos como respiragdo, transporte idnico, regulacao
acido-base, calcificagdo (Henry, 1988; Henry, 1996) e eliminacdo de residuos nitrogenados
(Lionetto et al, 2000).

As primeiras evidéncias indiretas da presenca da anidrase carbonica nos tecidos de
diversos moluscos apareceram em um estudo na primeira metade do século passado (Freeman
e Wilbur, 1948). A presenca dessa enzima nos tecidos, principalmente no manto, foi
diretamente relacionada ao processso de formacdo da concha, sendo a anidrase carbonica
postulada como responsavel por gerar o substrato para a deposi¢do de carbonato de calcio
(CaCO0:3). Confirmando, estudos posteriores demonstraram que ostras expostas a acetazolamida,
um potente e especifico inibidor da AC, tiveram comprometimento da formacdo de suas
conchas (Wilbur e Jodrey, 1955). Na década de 70, Nielsen e Frieden (1972) analisaram a
atividade da anidrase carbonica em diversos tecidos de 21 moluscos, através de uma
metodologia que envolve monitoramento do pH, uma vez que o produto da atividade da enzima
¢ aliberagdo de H'. Como resultado encontraram que a atividade da AC era mais alta em ostras
(Crassostrea virginica e Ostrea equestris) do que em outros bivalves ou gastropodes, sendo a
atividade da AC na hemolinfa 10 x mais alta do que nos outros tecidos. Se até o momento era
considerado que o principal papel da AC em moluscos era na formacao da concha, o esperado
seria encontrar maior atividade da enzima no tecido que forma a concha, ou seja, no manto.
Mas a alta atividade encontrada na hemolinfa levou os autores a sugerirem que AC em ostras
possa ter importante fungdo na respiracao.

A participacdo da anidrase carbonica em processos respiratorios € plausivel porque
moluscos bivalves, como as ostras, que habitam regides entre-marés estdo sujeitos a periodos
regulares de exposi¢do aérea, dependendo de sua distribui¢do e do ciclo da maré. Assim,
durante a maré baixa esses animais passam alguns periodos do dia com suas conchas fechadas
¢ portanto com o processo de troca de Oz por CO: interrompido. Talvez, a alta atividade da
anidrase carbonica na hemolinfa reflita uma alta concentracdo dessa enzima para atuar na

remogao do CO; durante os periodos de exposi¢ao aérea, onde as valvas estdo fechadas.
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Essa questao da alta atividade da AC na hemolinfa nunca foi de fato esclarecida, e alguns
trabalhos atuais com AC em moluscos se dedicaram a analisar os efeitos da hipoxia ou anoxia
na expressdo de AC em tecidos como a branquia e o manto. David et a/ (2005), demonstraram
que ostras Crassostrea gigas quando em exposi¢do a hipoxia por um periodo de 24 dias
apresentaram uma grande variacdo na expressao da Anidrase CarbOnica, ora “upregulated” e
ora “downregulated”, onde foi registrado aumento na expressdo de mRNA entre o 7-10 dia em
branquia e manto, e posteriormente expressao diminuida entre o 14-17 dia nas branquias; e
manto chegando a uma expressao maxima no 24 dia de exposi¢do. Ivanina (2010) visualizou
que a expressao de mRNA da anidrase carbonica nao foi significativamente afetada pela anoxia
(I, 3 e 6 dias) em hepatopancreas de Crassostrea virginica. Ivanina traz que a resposta
transcricional da AC a deficiéncia de oxigénio ¢ especifica de cada tecido, tendo em vista que
30% de saturacdo do ar como observado por David (2005) resultou numa upregulation de
transcritos da AC em branquia e manto de C.gigas, mas nao em hepatopancreas.

Nesse contexto, Zhang et al (2012) investigou o genoma de Crassostrea gigas
submetidas a desafios ambientais e descreve uma hipoxia funcional como consequéncia do
fechamento da concha quando as ostras ficam emersas em periodos de maré baixa, sendo visto
que a exposicao aérea induziu resposta de um grande nimero de genes (4420).

E evidente que periodos de emersio que naturalmente ocorrem durante o ciclo das marés
representam um grande desafio fisioldgico para moluscos bivalves. Embora existam estudos
com exposi¢cdo aérea em laboratorio, poucos estudos tém sido desenvolvidos in situ para
procurar entender os mecanismos fisioldgicos utilizados por esses individuos para lidarem com
o periodo natural de exposicdo. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia
do ciclo sazonal de marés na atividade da enzima anidrase carbonica da hemolinfa, branquia e
manto de ostras Crassostrea brasiliana dos recifes da praia do Cabo Branco — PB em pontos
de coleta sob diferentes condi¢des de maré.. O trabalho ¢ inovador sendo o primeiro a analisar
a atividade da AC com uma abordagem ecofisiologica, com amostragens realizadas /n situ sob
influéncia de condigdes que as ostras enfrentam em seu habitat natural.

Tivemos como hipotese que ostras dos pontos 1 e 3 as quais estdo em exposi¢ao aérea
em mar¢ baixa teriam maior atividade da AC devido ao maior acimulo de CO; durante periodo
de exposi¢do onde os individuos mantém as conchas fechadas para evitar ressecamento
tecidual, assim como ostras desse ponto teriam menor indice de condi¢do por terem taxa de

filtragdo interrompida durante maré baixa.
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METODOLOGIA
Amostragem

As coletas foram realizadas no inverno (agosto de 2015) e no verdo (margo de 2016),
nos recifes da praia do Cabo Branco (7°8°46.55”’S e 34°47°53.15”0), Jodo Pessoa - PB em 3
pontos no periodo diurno. O ponto 1 ¢ o mais proximo da linha da praia, fica na regido entre-
marés distante 22 metros da barreira do Cabo Branco. O ponto 2 dista 232 metros da barreira e
o ponto 3, o mais distante da linha da praia, fica a 367 metros da barreira (Figura 1). As ostras
amostradas nos pontos 1 e 3 ficam naturalmente expostas ao ar em mar¢ baixa e submersas em

mar¢ alta, enquanto as do ponto 2 sempre estdo submersas nas duas marés.

A amostragem foi realizada em duas etapas nos trés pontos, tanto no inverno quanto no
verdo: (1) Mar¢ baixa, 3 horas apds as ostras comecarem a ficar expostas na mar¢ baixando e
(2) Mar¢ alta, 3 horas apos estarem submersas na mar¢ subindo. Dessa forma, com utilizacao
de um transecto de 20 metros disposto paralelamente a barreira (Figura 2), eram coletadas 2
ostras em intervalos de 4 metros. Assim, 60 ostras foram amostradas em cada estac¢do, sendo
20 em cada ponto, 10 em maré baixa e 10 em maré alta. Totalizando amostragem de 120
individuos, 60 desses no inverno ¢ 60 no verao. A medida que cada ostra adulta foi retirada do
topo dos recifes com auxilio de um “facao”, no proprio local de coleta realizou-se a extragao
da hemolinfa através do mtsculo adutor com o auxilio de uma seringa de 1 ml e uma agulha de
0,60 x 25 mm. Posteriormente a branquia e o manto foram extraidos com auxilio de pinga e
tesoura cirrgicas retas, e cada amostra foi imediatamente colocada no gelo e transportadas ao
laboratorio, onde foram armazenadas em freezer -20°C para posterior ensaio da atividade da

Anidrase Carbonica.
Biometria e Indice de Condicdo

Para a biometria e indice de condicao foram coletadas 10 ostras em cada ponto amostral,
sendo amostradas 2 ostras a cada 4 metros em um transecto de 20 metros disposto no topo dos
recifes. Em laboratorio realizou-se a medida e a pesagem dos individuos. Com o auxilio de um
paquimetro foi realizada a medida do comprimento, largura e altura de cada um dos individuos.
Apos a medida, os individuos foram sacrificados e em uma balanga analitica (SHIMADZU
AUY220) a concha e o conteudo visceral total (tecidos moles) foram pesados. A andlise do
indice de condicao ocorreu de acordo como Lucas e Beninger (1985) que consiste na seguinte

relag¢do: peso do conteudo visceral total / peso da concha * 100.
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Analise da Atividade da Anidrase Carbonica

As amostras de branquias e mantos foram homogeneizadas utilizando homogenizador
(HOMO MIX) a 10% peso/volume com tampao tris-fosfato (225 mM Manitol, 75 mM
Sacarose, 10 mM Tris Base, 10 mM NaH2PO4), pH 7,4. Ap6s centrifugacdo (2000 x g, 5 min,
4°C) na centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5810R), foi retirado o sobrenadante dos eppendorfs.
Parte do sobrenadante foi utilizado para a determinacdo do teor total de proteina, e parte para o
ensaio da enzima. O ensaio da anidrase carbOnica foi realizado seguindo o método estabelecido
por Vitale et al (1999) baseado em Henry (1991), onde a queda no pH de uma mistura de 7,5
ml do tampao tris fosfato + 50 ul do homegeneizado tecidual ou da hemolinfa + 1 ml de agua
destilada saturada com gas carbonico (substrato para a enzima) foi monitorado durante 20 s
com leituras a cada 4 s, utilizando um medidor de pH de bancada (pH Meter pHS-3E). Para
cada amostra, a taxa da reagdo catalisada (RC) foi estimada pelo coeficiente angular de uma
regressao linear (R*>0.99) estabelecido entre pH e tempo (4 a 20 s). A taxa da reacdo nao
catalisada (RNC) foi determinada usando apenas a solucdo tampao de homogeneizacdo do
tecido sem o homogeneizado. Foi calculado atividade especifica da anidrase carbonica (AAC)

como: AAC = [(RC/RNC) -1] / mg de proteina (Vitale et al., 1999).

O teor total de proteina dos homogeneizados de tecidos foi determinada de acordo com
o método colorimétrido de Bradford (1976) utilizando dilui¢ao de 1:2, e albumina bovina como
padrao. A quantificagdo de proteinas foi dada pela leitora de microplascas (Spectra Max® 13-
Molecular Devices). Para hemolinfa, as andlises seguiram mesma metodologia, porém, a
hemolinfa ndo foi homogeneizada pelo homogenizador (HOMO MIX), nem passou por
centrifugacdo. Antes do ensaio da AC para cada amostra, a hemolinfa foi apenas
homogeneizada no VORTEX QL-901, assim como todos os sobrenadantes dos

homegeneizados de branquia e manto.
Fatores Abioticos

Fatores abidticos como salinidade, temperatura ¢ pH foram medidos com o auxilio de
uma sonda multiparamétrica (HI 9821 - HANNA), e turbidez da dgua com utilizagdo de um
turbidimedro (TB-1000 MS TECNOPON). A variac¢do de mar¢, sazonalidade, pH, temperatura
e turbidez da agua foram analisados a fim de verificar se influenciam na AC da hemolinfa e

tecidos.
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Analise dos Dados

Os dados foram analisados através de estatistica descritiva e foram apresentados como
média (+ erro padrdao). Todos os dados tiveram a normalidade testada através do teste de
Shapiro-wilk para definicdo do teste estatistico a ser utilizado. Desta forma, os dados da
Anidrase Carbonica da hemolinfa, brinquia e manto ndo apresentaram distribuicdo normal.
Também foi testado a homogeneidade das variancias utilizando o teste de Levene, e os dados
apresentaram variacdo nao homogeénea.

Desta forma, para verificar a ocorréncia de diferenca entre a atividade da anidrase
carbonica entre os pontos amostrais, maré e sazonalidade foi realizado o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis.

Os dados relacionados a Indice de Condigdo apresentaram distribui¢do normal e
homogeénea, sendo realizado teste paramétrico ANOVA One-Way.

Para ambos os testes foi utilizado o programa Statistica 10, utilizando nivel de

significancia de p < 0,05.

Figura 1. Desenho amostral representando pontos 1, 2 e 3 nos recifes da Praia do Cabo Branco-PB.

OCEANO CONTINENTE

Ilustragdo: AQUINO NETO, P.J.
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Figura 2. Transecto de 20 metros paralelo a barreira do Cabo Branco para amostragem das ostras nos recifes.

Foto: MONTEIRO NETO, LE.

RESULTADOS

Dados abioticos

A temperatura apresentou variacdo entre o inverno e o verdo. A salinidade demonstrou
pouca variagao tanto em relacdo as marés quanto estacdo do ano. Quanto ao pH, foi observado
valores mais altos na mar¢ alta e no verao. Em relacdo a turbidez da 4gua (NTU) foi observado
grande variacdo, apresentando valores mais altos na maré alta e no inverno (Tabela 1, Figura
3). Os recifes do Cabo Branco apresentam nos pontos de coleta as respectivas alturas: Ponto 1
(23.4cm + 8.6), Ponto 2 (48cm + 6.3), Ponto 3 (97.2cm =+ 13.2). A pluviosidade média
encontrada em agosto de 2015(inverno) foi de 52,3mm e em marco de 2016 (verdao) de 148mm

(AESA, 2016).
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Figura 3. Aumento da turbidez na coluna d’agua devido ao desmoronamento da Barreira do Cabo

Branco, Jodo Pessoa — PB.

Foto: MONTEIRO NETO, L.E.
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Tabela 1. Dados abioticos dos pontos amostrais em maré baixa (M.B) e maré alta (M.A), no inverno e verdo, na praia do Cabo Branco. A salinidade mostrou-se variar pouco
entre marés alta e baixa, e inverno e verdo. As temperaturas, assim como pHs , foram maiores no verdao em todos os pontos. A turbidez foi maior nas marés altas no ponto 2 e
maior no inverno em todos os pontos.

Ponto Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3
Estacdo do Ano Inverno Verao Inverno Verao Inverno Verao
Mare M.B M.A M.B M.A M.B M.A M.B M.A M.B M.A M.B M.A
Salinidade - 31,3 - 31,13 32,18 31,98 32,6 32,8 - 31,98 - 32,8
(SAL)
Temperatura 29 26,96 30 30,24 26,72 26,96 31,69 29,32 29 26,96 30 29,3
O
pH - 8,27 - 8,55 8,03 8,48 8,81 9,06 - 8,48 - 9,06
Turbidez (NTU) - 51,25 - 38 8,82 16,2 0,87 9,5 - 21,17 - 93




indice de Condicdo
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Os dados de biometria estdo representados como média + erro padrao (Tabela 2).

O indice de condic¢ao das ostras dos 3 pontos amostrais ¢ apresentado como média e erro

padrdo (Figura 4).

Tabela 2. Dados biométricos e de indice de condi¢do de C. brasiliana dos trés pontos amostrais, sendo

Comp. = comprimento, Larg. = largura e Alt. = altura.

Comp. (mm) | Larg. (mm) | Alt. (mm) [Peso da|Peso da
Concha (g) | Viscera (g)
Ponto1 [ 3646+144 |235+13 |13.03+1 [6.8+0.5 1.17 £0.1
Ponto2 [3955+1.6 [29,5+1.7 |[14.1=+1 9.8+ 1 1.8+0.21
Ponto3 [3798+145 |258+1.1 [11.1£0.7 |7.01£0.6 |1+0.1

Figura 4. Diferenga do Indice de Condigao das ostras Crassostrea brasiliana entre os pontos amostrais no
recife da Praia do Cabo Branco - PB. Letras
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Atividade da Anidrase Carbonica

Os valores encontrados no inverno e verdo para a atividade da enzima anidrase

carbonica na hemolinfa e nos tecidos analisados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Médias da atividade da Anidrase Carbonica na Hemolinfa (/ml de hemolinfa), Branquia (/mg de
proteina) e manto (/mg de proteina) de Crassostrea brasilianano Inverno e no Verdo. B1- maré baixa ponto
1; B2-mar¢é baixa ponto 2; B3- maré baixa ponto 3; Al- maré alta ponto 1; A2- mar¢ alta ponto 2; A3- maré
alta ponto 3. (Dados apresentados como média + erro padrdo).

Estacoes do Atividade da Anidrase Carbonica
ano
B1 B2 B3 A1 A2 A3
Inverno

Hemolinfa 5871158  87.86+11 167.8+10.5 62.2+8.13 31.946.57 36.66+9.68
Branquia 6.5+1.5 6.55+1.3 8.742.5  1.57+0.43 2574051 5.56+0.97

Manto 1.52+0.39  3.86+0.71 3.87+1.05 3.09+£0.34 3.55+0.66  6.73+£1.18
Verao
Hemolinfa 73.76t7.1 52.69+9.48 45.25+891 71.46+10.8 18.56+4.7 93.19+6.71
Branquia 3.27£1.92 - 4.43+2.38  9.10£2.74 3.73+0.86  8.77£1.65
Manto 17.44+4.27 3.35+0.83 4.42+1.16 7.01£1.53 1.23+0.24  2.92+0.6
Hemolinfa

No inverno foi identificada maior AAC da hemolinfa do ponto 3 quando
comparado aos pontos 1 e 2 na maré baixa (H (228) = 16,327, p =.0003). Na mar¢ alta a
diferenca encontrada foi apenas entre o ponto 1 e ponto 2 (H (2, 26) = 6,629, p
=.0363).Comparando cada ponto entre maré baixa e maré alta foi visualizado diferenca
(aumento) na AAC da hemolinfa apenas no ponto 3 (H s, s4y = 30,08, p =.0000) (Figura 5

Inverno).
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No verdo, em maré alta, foi observado maior AAC nos pontos 1 e 3 em relagao
ao ponto 2 (H 2,27y = 13,727, p = .0010). Na comparacdo da AAC de cada ponto entre
maré baixa e mar¢ alta foi obtido diferenca (diminui¢do) apenas no pontos 3 (H (554 =
26,056, p =.0001) (Figura 5 Verao).

Entre inverno e verdo foi observado diferenca na AAC no pontos 3 tanto em maré
alta (H s, 53y = 28,3718, p = .0000) como em mar¢ baixa (H (5,55 = 26,878, p = .0001)

(Figura 5 Inverno e 5 Verdo).

Figura 5. Diferenca da Atividade da Anidrase Carbdonica da Hemolinfa (/ml de hemolinfa) dos pontos
amostrais em relagdo a maré alta e maré baixa nas estagdes de inverno e verdo. Letras minusculas
representam diferenca entre os pontos na maré baixa, letras maiusculas representam diferenga estatistica
entre os pontos na maré alta. * indica diferenga em cada ponto entre maré¢ baixa e maré alta. # indica
diferenca em cada ponto entre inverno e verao.
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Branquia

No inverno nao houve diferenca da AAC entre os pontos na maré baixa. Na maré
alta observou-se maior AAC no ponto 3 quando comparado ao ponto 1 (H (2,24) = 9,1008,
p =.0106) (Figura 6 Inverno).

Em relagdo a sazonalidade foi observado diferenga na AAC apenas no ponto 1 em
mar¢ alta (H (s, 46)=23,77, p=.0002) sendo a AAC mais baixa no verdo do que no inverno

(Figura 6 Inverno e 6 Verao).

Figura 6. Diferenca da Atividade da Anidrase Carbonica da Branquia (/mg de proteina) dos pontos
amostrais em relagdo a maré alta ¢ maré baixa nas estagdes de inverno e verdo. Letras minusculas
representam diferenca entre os pontos na maré baixa, letras maiusculas representam diferenga estatistica
entre os pontos na maré alta. * indica diferenga em cada ponto entre maré baixa e maré alta. # indica
diferenga em cada ponto entre inverno e verdo.
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Manto

Na mar¢ alta observou-se maior AAC no ponto 3 em relagdo ao ponto 1 (H 223 =
7,3266, p =.0256) (Figura 7 Inverno).

No verdo, em mar¢ baixa, a AAC do ponto 1 foi mais alta quando comparada ao
ponto 2 (H 2.23) = 8,5132, p =.0142). Em mar¢ alta, a AAC dos pontos 1 e 3 foram mais
altas do que a AAC do ponto 2 (H 2,21)=8,6111, p =.0135) (Figura 7 Verao).

Entre as estagdes, a AAC do ponto 1 em maré baixa (H (s,43)= 15,6603, p=.0079)

foi maior no verdo quando comparado ao inverno (Figura 7 Inverno e 7 Verao).

Figuras 7. Diferenca da Atividade da Anidrase Carbonica do Manto (/mg de proteina) dos pontos amostrais
em relagdo a maré alta e maré baixa nas estagdes de inverno e verdo. Letras minfsculas representam
diferenga entre os pontos na maré baixa, letras maitsculas representam diferenca estatistica entre os pontos
na mar¢ alta. * indica diferenca em cada ponto entre maré baixa e maré alta. # indica diferenca em cada
ponto entre inverno e verao.
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DISCUSSAO

A anidrase carbonica ¢ uma das mais importantes enzimas para o funcionamento
de um organismo vivo, e estd presente em numerosos processos metabolicos que
envolvem CO;. A AC tém sido frequentemente estudada ha décadas em diferentes
moluscos. Entretanto, ao nosso conhecimento nao existe na literatura nenhum estudo em
ambiente natural. Esse trabalho, ¢ o primeiro a analisar a atividade da enzima anidrase
carbonica da hemolinfa, branquia e manto de ostras marinhas, Crassostrea brasiliana,
com as amostragens realizadas /in situ sob influéncia do ciclo das marés.

Alguns estudos t€ém demonstrado que dados obtidos em experimentos de respostas
fisiologicas a hipoxia realizados em laboratorio diferem de dados obtidos para condi¢ao
natural (Spicer, 2014). De fato, nossos resultados ndo seguiram um padrao e apresentaram
uma variabilidade na atividade da enzima, ora “upregulated”, ora “downregulated”, em
diferentes condigdes, o que torna dificil tecer uma conclusdo definitiva. Essa dificuldade
¢ compreensivel, uma vez que nesse trabalho em ambiente natural a Unica varidvel

controlada foi o tempo em que as ostras ficaram submersas ou emersas antes de serem
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coletadas. Entretanto, existe uma consisténcia entre os resultados: as variagdes na
atividade da enzima s6 foram encontradas nos pontos de amostragem em que as ostras
ficam expostas durante a maré baixa (pontos 1 ou 3), mas nunca no ponto onde elas ficam
o tempo todo submersas (ponto 2). Além disso, a atividade da AC das ostras submersas
sempre foi mais baixa ou igual & das ostras que ficam emersas. Também, os valores
obtidos da atividade da AC na hemolinfa corroboram resultado observado por Nielsen &
Frieden (1972), onde a AAC na hemolinfa foi cerca de dez vezes maior que na branquia
e manto.

As ostras que se encontram emersas da agua, em exposi¢ao ao ar, (pontos 1 e 3
em maré baixa), utilizam o mecanismo de manter a concha fechada para evitar o
ressecamento tecidual, podendo gerar um aumento na concentragdo de CO; no seu
interior, o que pode acarretar numa maior atividade da enzima anidrase carbonica, ja que
0 CO; ¢ substrato da enzima. A AAC aumentada na hemolinfa de individuos do ponto 3
em mar¢ baixa no inverno, pode ser uma estratégia utilizada pelas ostras para tornar o seu
interior menos instavel quanto as altas concentragdes de CO2, o que pode ser toxico para
os individuos. Varios estudos demonstram que ostras em exposi¢ao ao ar sao acometidas
a condi¢do de acidose respiratoria como observado por Booth et al (1984), Dwyer &
Burnett (1996) e Michaelidis et a/(2005) levando a uma diminui¢do do pH na hemolinfa.
Dwyer & Burnett (1996) observaram que Crassostrea virginica desenvolveu acidose
respiratoria induzida por exposicdo aérea, sendo a fonte primaria dessa acidose a retencao
de CO; produzido metabolicamente durante o periodo de valva fechada.

Contrario as ostras dos pontos 1 e 3, os bivalves do ponto 2 podem manter suas
conchas abertas tanto em maré baixa quanto em mar¢ alta, uma vez que estdo sempre
submersas e ndo necessitam de mecanismo de fechamento das valvas para evitar a
desidratagao dos tecidos. Dessa forma esses animais ndo acumulam CO; em seu interior,
sendo portanto menos dependentes da atuagdo da AC para lidar com esse acimulo e seus
efeitos.

Um maior acimulo de CO» ¢ a consequente acidificacdo da hemolinfa ¢ esperado
ocorrer em func¢do de metabolismo aerébico, ¢ embora ndo exista na literatura
informagdes sobre consumo de oxigénio durante exposi¢do aérea em C. brasiliana,
consumo de O durante a exposicdo aérea pode ocorrer em outras espécies de bivalve.
Crassostrea rizophorae, por exemplo, apresenta “air-gaping” (abertura da concha)
durante periodos de emersao (Littlewood, 1989ab) e um estudo que analisou a razao entre

consumo de oxigénio na respiragdo aérea/respiragdo aquatica sugerem alta aerobicidade
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durante as primeiras 2 horas de exposicao aérea (Littlewood, 1989a). Em Mytilus edulis
os niveis de oxigénio do fluido da cavidade do manto cairam rapidamente durante a
emersao por 24 horas, entretanto, nunca alcangou anoxia, o que pode indicar algum
consumo de oxigénio nesses mexilhdes durante a emersdo (Sadok et al, 1999).

Contrariamente, em Crassostrea virginica durante um experimento de exposicao
aérea o consumo de oxigénio no ar foi menor do que 0,1% do consumo de oxigénio na
agua do mar sugerindo que durante a exposi¢ao aérea as ostras fecham suas conchas e se
isolam do ambiente (Willson e Burnett, 2000). Entretanto, apesar do baixo consumo de
Oz nesses periodos, uma acidificagcdo da hemolinfa de ostras em exposi¢do aérea também
pode ocorrer em fungdo da entrada de produtos do metabolismo anaerdbico na hemolinfa
desses animais, uma vez que estudos sugerem transicdo para o metabolismo anaerobico
durante os periodos de exposi¢do aérea (Ahmad e Chaplin, 1984; Widdows e Shick,
1985). Dessa forma, tanto em animais que realizam metabolismo aerébico, quanto os que
realizam metabolismo anaerdbico, a AC da hemolinfa pode ser importante para o
tamponamento do pH da hemolinfa, e isso explicaria a alta atividade da AC na hemolinfa
dos animais mais sujeitos a exposicao aérea e consequentemente mais sujeitos a uma
condicao de acidose.

Em Crassostrea virginica (Dwyer & Burnett, 1996), e em Mytilus edulis e Mytilus
galloprovincialis, a exposi¢do aérea levou a uma redu¢do do pH da hemolinfa,
apresentando também diminuicao da PO> e aumento da PCO» e da concentragao de HCO3"
, resultando em acidose, a qual foi parcialmente compensada pela mobilizacdo de Ca**
provavelmente das reservas de CaCOs3 da concha (Booth et al, 1984; Michaelidis et al,
2005). A anidrase carbonica estd envolvida na calcificagcdo e descalcificagcdo, quando
bicarbonato e céalcio se combinam (reversivelmente) para formar carbonato de calcio.
Assim, a atividade aumentada da AC de C. brasiliana no ponto em que ficam mais tempo
em condicdo de exposicdo aérea (ponto 3) pode estar relacionada com o tamponamento
da hemolinfa, mobilizando tanto bicarbonato como calcio estocados na concha. Essa
mobiliza¢do de ions Ca?* da concha para compensacio do pH da hemolinfa pode levar a
um comprometimento do crescimento do animal. De fato, Michaedilis et al (2005),
encontraram que exposicao a hipercapnia levou a um comprometimento do crescimento
de Mytilus galloprovincialis possivelmente relacionado com uma redugdo na taxa
metabolica e dissolu¢ao de CaCO3 da concha como resultado de uma acidose extracelular.

E possivel que isso também esteja ocorrendo com Crassostrea brasiliana. Nossos

resultados indicam menor morfometria e indice de condi¢ao (tanto o peso da concha como
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o0 peso dos tecidos moles estdo diminuidos) nas ostras do ponto 3. Sdo as ostras desse
ponto que apresentaram maior atividade da AC, provavelmente devido a altura do recife
como agravante da condicdo aérea, ja que essas ostras passam mais tempo expostas e
portanto sofrendo as consequéncias de uma possivel acidose. Os resultados de IC
corroboram com Roegner e Mann (1995) que encontraram a taxa de crescimento (area da
concha) de ostras Crassostrea virginica intertidais menor quando comparadas com ostras
imersas da zona subtidal. Porém, no nosso estudo o tinico ponto que apresentou diferenca
foi o ponto 3, possivelmente devido a distribui¢do das ostras se dar em recifes mais
elevados, sofrendo com acidose prolongada e menor taxa de filtragao.

Entretanto, esse aumento na atividade da enzima na maré baixa quando
comparado a mar¢ alta observado no ponto 3 no inverno, ndo ocorreu no verdao. No verao
o observado foi justamente o inverso: menor atividade da enzima na mar¢ alta, quando
comparado com a maré baixa no ponto 3. Essa diferenca pode ser significado de algum
evento relacionado a sazonalidade, como temperatura, precipitagdo de chuvas ou ainda a
algum evento pontual de interferéncia antropica. As ostras do ponto 3 apresentaram
atividades alteradas em relacdo a sazonalidade em maré alta e em mar¢ baixa, e de acordo
com Child & Laing (1998) mudangas de temperatura associada a sazonalidade podem ter
efeitos profundos sobre a biologia do bivalve. No entanto, as ostras que lidam com
exposicao aérea apresentaram atividade da AC na hemolinfa bem mais alta do que as
ostras que ficam submersas, o que ainda sugere a importancia dessa enzima para esses
animais durante os periodos de emersao.

As ostras em exposi¢ao ao ar podem ter maiores AAC da hemolinfa como foi visto
nos animais do ponto 3. Porém, esse mesmo padrao ndo foi observado na ostras do ponto
1, que também enfrentam periodos de exposi¢do aérea. Além da altura dos recifes do
ponto 1 ser menor do que a altura do ponto 3, o que implica em um menor tempo de
exposicao dessas ostras em maré baixa, uma particularidade do ponto 1 pode explicar a
menor capacidade dessas ostras em regular a AAC nas duas marés. O ponto 1 € o ponto
mais proximo da Barreira do Cabo Branco, a qual vem sofrendo com o desmoronamento
e grande parte do sedimento em suspensdo na coluna de agua ¢ provinda da barreira (obs
pessoal). De fato, nossos resultados indicam maior turbidez da agua justamente nesse
ponto, entdo as ostras quando submersas recebem uma grande carga de sedimento ¢ de
acordo com Gray (2002) a mistura vertical aumenta o total de solidos em suspensao
tornando a 4gua hipoxica ou até anoxica. Portanto, durante a submersao as ostras podem

estar sofrendo hipdxia e no periodo que ndo estdo submersas as ostras estdo em exposicao
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ao ar, ou seja em hipoxia. Condi¢des de hipoxia afetam o metabolismo dos individuos,
como visto para C. gigas por David et al (2005), Kraffe et al (2013) e Sussarellu ef a/
(2012). Assim essas ostras podem estar sofrendo estresse cronico, e esse estresse pode
explicar a perda da capacidade dessas ostras do ponto 1 em regularem a atividade da AC
nos periodos entre maré baixa e maré alta, diferente do encontrado para o ponto 3 o qual
no inverno as ostras “upregulated” e no verao “downregulated” em condi¢do de hipdxia
(expostas ao ar, maré baixa).

Ainda, a alta quantidade de sedimento em suspensdo no ponto 1, pode influenciar
na bioacumulagdo de metais pelas ostras, como demonstrado por Lee et a/ (2015), que a
absorc¢do de zinco por ostras Saccostrea glomerata ocorrem predominantemente através
da ingestao dietética de particulas de sedimentos contaminados na coluna de agua, outro
fator que pode justificar a perda de regulagdo enzimatica de ostras do ponto 1, nas duas
marés e nas diferentes estacoes.

Em relagdo as branquias, a maior atividade da AC foi encontrada no ponto 3 em
maré¢ alta. A anidrase carbOnica nas branquias de molusco estd relacionada com o
processo de formacao de suas conchas porque um peptideo semelhante a calcitonina
chamado CGRP foi identificado por aumentar a atividade da AC na branquia de moluscos
bivalves (Duvail et a/, 1998; Cudennec et a/, 2006). O CGRP esta implicado no processo
de calcificacdo ativando por sua agado especifica a AC branquial que por sua vez participa
com a formagdo de ions bicarbonato (HCO3") para ser transportado para o local de
biomineralizagdo (manto) onde ocorre a deposigdo de CaCOs3 na concha (Cudennec et al,
2006). Mas a AC branquial também pode estar envolvida na excrecdo de amonia. Em
organismos aquaticos a AC branquial ¢ apontada como facilitadora do transporte de
amonia por fornecer ions H' (catalisando a hidratagdo do CO,) para o protonamento de
NH;z em NH4" (Henry, 1996; Weihrauch et al, 2009).

Embora ndo tenhamos medido a taxa de excre¢dao de amonia, ¢ possivel que a alta
atividade da AC branquial em mar¢ alta no ponto 3 inverno seja reflexo da participacdo
da AC no aumento de excre¢ao de amonia apos o periodo de exposicao aérea. Widdows
& Shick (1985) encontraram um aumento progressivo na taxa de excrecao de amonia de
Mytilus edulis durante a re-imersao ap6s um periodo de 5 horas em exposigao aérea. Esse
aumento gradual atingiu uma taxa maxima de excre¢dao apos 2 horas em que os animais
foram re-submersos. Byrne & McMahon, (1994) visualizaram que a producao de amonia
cessa em bivalves emersos e retoma durante a re-imersao, indicando uma alta confianca

no catabolismo nao protéico durante a emersao.
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Entretanto, no ponto 1 (onde as ostras também ficam emersas) ndo houve aumento
na atividade da enzima, mas nesse caso deve-se considerar a altura dos recifes, e portanto
o tempo de exposi¢do aérea. No ponto 3, o recife ¢ bem mais alto do que no ponto 1 e
embora tenhamos fixado o tempo de 3 horas ap6s o enchimento da maré para coletar os
tecidos, devido a altura dos recifes o tempo de exposicdo aérea para as ostras do ponto 3
¢ maior do que no ponto 1, o que pode refletir numa maior necessidade das ostras desse
ponto em excretar amonia logo apds a re-imersdo. O mesmo padrao ndo foi observado no
verdo, onde ndo houve diferenca na atividade da AC branquial entre os pontos de coleta.

Foi visto que em maré baixa a exposicdo aérea ndo teve efeito sobre a AAC
branquial, diferentemente de David et al/ (2005) que demonstraram em experimento
laboratorial que ostras C. gigas quando em exposi¢ao a hipoxia por um periodo de 24 dias
apresentaram uma grande variacdo na expressdo da Anidrase CarboOnica, ora
“upregulated” e ora “downregulated”, sendo registrado aumento na expressao de mRNA
entre o 7-10 dia, e posteriormente expressdo diminuida entre o 14-17 dia nas branquias,
esse trabalho ndo demonstrou diferenga na AAC em exposicdo ao ar por 3h (condicao
natural em ambiente recifal).

No manto, a atividade da AC, assim como nos outros tecidos, também foi maior
nos pontos em que as ostras ficam expostas ao ar quando comparadas as ostras que ficam
sempre submersas, indicando a importancia da AC no enorme desafio fisiologico que ¢ a
exposicao aérea. Esse padrao de maior atividade aconteceu principalmente em maré alta
e uma maior atividade da AC nesses pontos pode estar ralacionada com o retorno de ions
Ca®' para sua estocagem na concha uma vez que a AC trabalha de modo reversivel, e em
moluscos a AC do manto esta principalmente relacionada com a deposi¢ao de CaCOs3 na
concha. Entretanto, no manto, uma alta atividade da AC foi encontrada nas ostras do
pontos 1 em maré baixa no verdo. Além da hipoxia resultante da exposicdo aérea,
temperaturas mais elevadas podem ter influenciado na expressdao da AC no manto, como
observado por Ren et a/ (2014) que demonstrou que a temperatura, ph e exposigao aérea
altera a expressao da AC no manto do bivalve Hyriopsis cumingi, sugerindo que AC pode
participar na regulagao do crescimento da concha, como apresentado por Marin & Luquet
(2004).
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Fatores Abioticos

A salinidade apresentou-se pouco varidvel nas diferente marés e nas diferentes
estacdes, demonstrando a estabilidade desse fator em ecossistemas marinhos como a praia
do Cabo Branco, a qual ndo recebe aporte significativo de 4gua doce provenientes de rios,
salientando que os rios Gramame e Mamuaba, os quais poderiam exercer influéncia sob
a salinidade pelo seu aporte de agua, ficam a aproximadamente 30km apresentando
barragens, o que dificulta ainda mais o aporte de 4gua doce provindos desses sistemas
(Rosa et al., s/a).

Em relacao a turbidez, foi observado um aumento em mar¢ alta e no inverno; dessa
forma acreditamos que o aumento da turbidez d’agua seja devido a mistura vertical sendo
modulada pela velocidade dos ventos e ndo devido a pluviosidade, tendo em vista que no
verdo (més de coleta) a quantidade de chuva foi maior que no més de coleta no inverno
(AESA, 2016). Foi visto que TSS ¢ bastante aumentado na area de estudo no ponto
proéximo a barreira, e assim como apresenta Reis et al (2008) a praia do Cabo Branco
apresenta um alto grau de vulnerabilidade a erosdo costeira, destacando-a como uma praia
critica quanto ao processo erosivo.

No verdo obteve-se maiores temperaturas do ar e da agua, provavelmente devido
a maiores insolacdes. Assim como o fator abidtico, pH, foi maior no verdo e nas marés
altas, demonstrando aguas mais basicas nessas condi¢des em ecossistema costeiro como
a area de estudo. O pH mais basico pode estar associado ao fato de a linha de costa de
Jodo Pessoa apresentar plataforma interna estreita, composta essencialmente por
sedimentos carbonaticos (Reis et al, 2008), onde em temperaturas mais elevadas pode ter

ocorrido aumento da dissociagdo do carbonato tornando a d4gua mais basica.

CONCLUSAO

Foi constatado que a exposicdo aérea exerce influéncia sob a atividade da anidrase
carbonica na hemolinfa, branquia e manto. Sendo na hemolinfa possivelmente
relacionado a processos respiratorios ¢ de equilibrio 4cido-base, na branquia
possivelmente ligado a excre¢do de amonia e no manto relacionado a deposi¢ao de CaCOs

na concha.
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Ostras que ficam sempre submersas nas diferentes marés apresentam um padrdo ndo

variavel na AAC da hemolinfa e tecidos.

O sedimento em suspensdo de origem aloctone pode estar relacionado com a ndo
regulacdo enzimatica, entre maré alta e maré baixa, da AC na hemolinfa de ostras situadas

na linha de praia

Ostras de recifes mais elevados as quais passam mais tempo em exposi¢cdo aérea,
apresentam menor indice de condicdo, possivelmente por apresentarem acidose

respiratoria prolongada e menor taxa de filtracdo.
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Carbonic anhydrase activity of oyster Crassostrea brasiliana in natural
conditions of tidal cycles and aerial exposure — a study on shore reefs

ABSTRACT

Carbonic anhydrase (CA) is a metalloenzyme present in several living organisms that
catalyzes the reversible hydration of CO> in HCOs™ and H'. It is essential in diverse
physiological processes such as respiration, ionic transport, acid-base regulation and
calcification. The aim of this study was to evaluate the influence of environmental factors
such as tidal cycle and seasonality in the activity of CA (CAA) in hemolymph, gill and
mantle of oysters Crassostrea brasiliana. Oysters were collected on shore reefs of Cabo
Branco Beach in 3 points. Point 1 is a reef of intertidal zone closer to shoreline, point 2
is infralittoral zone, and point 3 is a reef more distant from shoreline. Oysters sampled in
points 1 and 3 are exposed to air at low tide and submerged at high tide, while in point 2
are always submerged. Hemolymph, gill and mantle of individuals were collected in situ
and transported to the laboratory for analysis of CAA. The results showed that seasonality
and tidal changes affected mainly the hemolymph CAA. Thus, it was observed that air
exposure has an influence on CAA of hemolymph, gill and mantle, and oysters suffering
longer exposure time showed more variation on CAA and the worst condition index.

Keywords: Hemolymph. Gill. Mantle.
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