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RESUMO

Estuarios sdo ambientes dinamicos, que apresentam oscilagbes de varios fatores,
tais como, salinidade, temperatura e pH. Estes corpos d'agua sdo alimentados por
rios que transpassam grandes cidades e sofrem com o despejo de dejetos, como
esgoto e descarte de fabricas, comprometendo a capacidade homeostatica dos
animais estuarinos. Sendo assim, a condigao fisiologica de ostras Crassostrea sp. foi
utilizada como parametro para inferir sobre a qualidade do ambiente. Moluscos
bivalves sdo considerados organismos "sentinela" devido possuir caracteristicas
como habito séssil, e o habito filtrador, que promove a acumulagdo poluentes em
seus tecidos. Foram escolhidos dois ambientes de estudo, um estuario impactado do
Rio Paraiba do Norte, e o Estuario do Rio Mamanguape, que esta inserido em uma
Area de Protegdo Ambiental (APA). Foram realizadas analise morfométrica, indice
de condigao (IC), teor de hidratagao tecidual (TH) das branquias e musculo e a
atividade da enzima anidrase carbdnica (AC) nas branquias e manto. Os resultados
demonstraram que as ostras do estuario do Rio Mamanguape sdo maiores, porém, o
indice de condicao, o teor de hidratacao tecidual e a atividade da AC nas branquias
e manto foram maiores nas ostras coletadas no estuario do Rio Paraiba do Norte.
De acordo com os dados, a dificuldade de regulagao do teor hidrico nos tecidos das
ostras do estuario Paraiba, ja que ndo conseguiram manter o volume celular, bem
como uma maior atividade enzimatica da anidrase carbdénica, que pode ser uma
suposta defesa contra a presenca de poluente, sugerem que a fisiologia das ostras
estdo comprometidas em relagao as ostras do estuario do Mamanguape. Com isso,
concluimos que existem diferengas entre as ostras coletadas nos dois estuarios
estudados e que a fisiologia das ostras do rio Paraiba do Norte esta prejudicada,
uma vez que este estuario € conhecido por possuir um maior impacto ambiental.

Palavras — chave: indice de condicdo; teor de hidratagdo tecidual, anidrase
carbdnica, poluigao.



ABSTRACT

Estuaries are dynamic environments, that is, animals that inhabit them suffer from
many variations of various factors, such as salinity, temperature and pH. Estuaries
are fed by rivers that trespass big cities and suffer from the dumping of waste, such
as sewage and disposal plants, which can also affect the physiology of the animals
living there. Thus, the physiological condition of oyster Crassostrea sp. was analyzed
to infer the quality of the environment in which they live. Bivalve molluscs are
considered great environmental sentinels because they are sessile and filter feeders
that accumulate pollutants in their tissues. We choose two kinds of environments, a
polluted area, the estuary of the Rio Paraiba do Norte, and another located within the
a protected area, the estuary of the Rio Mamanguape. In addition to morphometry,
the following physiological parameters were analyzed; condition index (Cl), tissue
hydration content (TH) of gills and muscle and the activity of the enzyme carbonic
anhydrase (CA) in the gills and mantle. The results showed that the oysters are
bigger in the estuary of the Rio Mamanguape, the largest condition index was found
at the estuary of the Rio Paraiba do Norte, the tissues have a higher degree of
hydration in oysters in the estuary of the Rio Paraiba do Norte, as well as the highest
activity of AC in the gills and mantle were found in these animals. The data reveal a
greater disturbance of physiology in oysters from the Rio Paraiba do Norte estuary
because a higher hydration of the tissues showed a dysregulation of cell volume
maintenance, and increased the enzyme activity could be an alleged defense against
presence of pollutants. Thus, we conclude that there are differences between the two
estuaries oysters collected and studied the physiology of oysters from Rio Paraiba do
Norte is impaired, since this estuary is known to possess a greater environmental
impact.

Key — words: Condition index; Tissue hydration content; Carbonic Anhydrase;

pollution
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1. INTRODUGAO

1.1. Respostas fisiolégicas de animais no ecossistema estuarino

Estuarios caracterizam-se como ambientes semifechados de agua, como
a foz de um rio ou uma baia costeira, com salinidade intermediaria, sendo a
acédo da maré, um regulador fisico importante que promove a mistura entre a
agua doce e a salgada proporcionando um aporte de energia para o ambiente
(Jackson, 2013).

As oscilagbes de maré, ocasionam mudangas complexas no ambiente
aquatico estuarino, principalmente na salinidade, temperatura e pH, tornando-o
um habitat desafiador para os animais. Essas mudancas acarretam efeitos no
balango osmatico e térmico, nas trocas respiratorias e também influencia nas
estratégias de alimentagdo dos animais (Willmer et al., 2005; Heilmayer et al.,
2008). Além das oscilagdes de mare, as variagdes de salinidade que ocorrem
nos estuarios podem ser geradas pela pluviosidade ou por correntes marinhas
diluidas. Um dos disturbios osméticos é a perda de agua para o ambiente, caso
a sua concentragcao osmaoticas esteja superior a do animal, ou o inverso também
pode ocorrer (Schmidt-Nielsen, 2002).

Os animais que vivem no estuario sofrem influencia de varios paradmetros
mutaveis, porém, temperatura e salinidade sdo os fatores abidticos mais
importantes, e existe uma complexa co-relagao entre eles, onde a temperatura
possui influéncia na salinidade, e a salinidade pode modificar os efeitos da
temperatura, havendo um efeito sinérgico entre eles (Yanfang & Shichun, 2006;
Heilmayer et al., 2008; Kloh, 2011). A elevacdo da temperatura ocasiona um
aumento das reagdes quimicas que estdo intimamente relacionadas com o
metabolismo do animal, além de influenciar na obtengdo e excrecdo de
quimicos através da membrana (Nikinmaa, 2014). A salinidade por sua vez,
afeta o balango osmotico e hidrico do animal, pois suas mudangas no meio
acarretam perda ou ganho de agua, sendo assim, se o animal esta num meio
hiperténico, suas células perdem agua para o meio, porém, se o animal esta
num meio hipoténico, o corpo incha pela entrada de agua (Burton, 1983;
Heugens et al., 2001).

Por possuirem uma tolerancia e resisténcia para grandes variagdes,
alguns animais conseguem habitar ambientes desafiadores, como os estuarios.
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Os animais vivem em diferentes zonas no ambiente e a partir do seu habitat
podem ser classificados de acordo com a sua capacidade de suportar
alteragdes de salinidade. Sao chamados de eurialinos os animais que suportam
amplas variagbes de salinidade, ja os estenoalinos suportam apenas estreitas
variagoes de salinidade (Gilles, 1987; Moyes & Schulte, 2010).

Animais eurialinos possuem multiplos mecanismos para sobreviver em
tais ambientes, como os estuarios. Estes mecanismos podem ser
comportamentais, mecanicos (Audesirk & Audesirk, 1985; Michalec et al., 2010)
ou fisiolégicos (Burton, 1983). Animais que possuem conchas podem fecha-las
quando as condigbes sdo adversas para, protegerem-se de choques osmoticos
ou contra a dessecagao. Outros mecanismos que ajudam na sobrevivéncia dos
animais sao alteracbes na permeabilidade da membrana, mecanismos de

transporte iGnico e adaptagdo osmdética da célula (Willmer et al., 2005).

A regulagao osmdtica dos fluidos corpdreos é de suma importancia para
que os animais tolerem as oscilagdes naturais de salinidade do ambiente
estuarino. Diante de um estresse osmético os animais podem apresentar duas
estratégias: a osmorregulagdo, onde o animal mantém a concentragdo
osmotica da hemolinfa diferente da concentragdo osmotica do meio externo,
impedindo que as células sofram um choque osmético; ou a osmoconformacao,
na qual os animais permitem que a concentragdo osmotica do fluido
extracelular se iguale com a concentragdo osmética do meio, promovendo um
choque osmaético na célula que leva a variagdo do volume celular (Schmidt-
Nielsen, 2002; Larsen et al., 2014). Em animais osmoconformadores devido a
auséncia de transporte ativo entre o meio interno e externo, ocorre uma maior
permeabilidade osmdtica e ibnica dos seus epitélios, e a concentragao do fluido
extracelular acompanha a variagdo da salinidade do meio (Yu et al., 2013;
Larsen et al., 2014).

Para manter o funcionamento o6timo de seu organismo, animais
osmoconformadores possuem uma capacidade de regular o seu volume celular
em funcdo das alteragbes osmoticas do meio externo que afetam o meio
interno. Essa capacidade de regulagéo existe para os dois tipos de meio, hipo e
hiperosmotico. Quando o meio esta hipotbénico as células tendem a inchar e o
animal deve realizar o processo de RVD (Regulatory Volume Decrease), caso o
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ambiente esteja hipertdnico as células dos animais tendem a murchar e o
animal deve realizar o processo de RVI (Regulatory Volume Increase) (Wehner
et al., 2003; Larsen et al., 2014). No processo de RVD as células dos animais
liberam no fluido extracelular osmalitos como ions ou aminoacidos para que a
agua saia da célula por osmose, assim o meio intracelular atinge um novo
equilibrio osmdtico com o meio extracelular que pode estar diluido ou
concentrado (Pierce, 1982; Deaton et al.,1989; Deaton,1992; Souza & Scemes,
2000; Veiga, 2013). O processo de RVI também se da através de osmoalitos,
sendo os mais importantes a taurina e betaina, esses sdo armazenados no
interior das células dos animais para que a concentragaéo de soluto seja maior e
ocorra a entrada da agua (Yancey, 2005). Os moluscos marinhos e estuarinos
sdo animais osmoconformadores e realizam ambos os processos de RVD e RVI
quando enfrentam uma variagao de salinidade (Larsen et al., 2014).

Segundo Palmer et al. (1995) a ostra Crassostrea virginica muda a
concentragao de peptideos nas branquias dependendo da salinidade. Alguns
osmoconformadores utilizam como osmodlitos, aminoacidos quaternarios para
mudar a sua concentragao osmética intracelular e assim restabelecer o volume
celular. Em alguns bivalves, onde a concentragdo externa alterna ciclicamente
num periodo de tempo curto ha pouco ou nenhum RVD e RVI em muitas de
suas células, pois elas podem inchar ou encolher facilmente com a oscilagéo do
meio, ja que estdo bem adaptadas, sendo previsto uma economia de energia
que podera ser utilizada na tentativa de regular o volume celular em momentos
mais criticos. Porém, células do coragdo e nervos realizam esse processo

continuamente (Willmer et al., 2005).

1.2. Ag¢Oes antropicas sobre o ecossistema estuarino

As agbes antrépicas sobre o meio ambiente resultam em alteragbes, com
forte grau de impacto no equilibrio de populagdes e comunidades. O aumento
populacional e a necessidade do aumento da produgdo ocasionou uma
expanséao da industrializagdo, adicionando ainda mais impactos ao meio. Essas
mudangas afetaram toda a conformagdo da sociedade e os processos
ecolégicos, levando a uma maior fragilidade e deixando mais indefeso o meio
ambiente (Rodrigues et al., 2009; Castello, 2010).
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Devido a urbanizacdo e industrializagéo sao liberados no meio ambiente
poluentes como metais pesados, pesticidas, herbicidas, fertilizantes, dentre
outros, e a acumulagéo de poluentes em organismos aquaticos € um processo
complicado havendo uma variagdo significativa de espécie para espécie
(Skaggs & Henry, 2002; Shulkin et al., 2003).

Para monitorar os ambientes sao utilizados varios artificios, como o
monitoramento da qualidade da agua e estudos do solo. Porém, esses estudos
nao contemplam os efeitos que tais poluentes acarretam nos individuos, e para
uma analise mais acurada comegaram a ser realizados estudos nos animais,
para saber o efeito direto desses poluentes nos organismos (Shulkin et al.,
2003; Jorge et al., 2013; Morabito et al., 2013; Monroy et al., 2014; Nikinmaa,
2014). Nesse contexto alguns animais sdo otimas espécies sentinelas, pois,
tem a capacidade de acumular os poluentes nos seus tecidos (Hansen et al.,
2007). Um bom exemplo de animal sentinela sao as ostras, que por serem
animais sésseis, filtradores, bem distribuidos e possuirem uma ampla
tolerédncia a fatores abidticos sdo excelentes biondicadores de qualidade
ambiental (Hansen, 2003; Oehlmann & Oehlmann, 2003).

A influéncia dos poluentes nos tecidos animais podem ter efeitos
deletérios, como por exemplo, lesionar tecidos dos animais, principalmente o
branquial (Domingos et al., 2007), afetar a atividade de varias enzimas
(Azevedo, 2005; Bianchini et al., 2005; Caricato et al., 2010 Lionetto et al.,
2012), influenciar na capacidade dos animais serem infectados por parasitas
(Wilson & Burnett, 2000; Sabry et al., 2013), aumentar a mortalidade (Lanning et
al 2006), diminuir a capacidade de reproducao (Rebelo et al., 2005) e alterar o
balango osmo-iénico (Amado et al., 2006; 2010).

Os impactos causados no meio ambiente ocorrem devido a varios
fatores, um exemplo desses fatores € a falta de saneamento basico em varias
cidades. A cidade de Bayeux possui apenas 6% da sua area saneada, e isso
acarreta um grande aporte de esgoto para o rio, uma vez que, as casas
ribeirinhas liberam os seus dejetos diretamente nas aguas do rio, além disso,
proximo a este rio existe uma fabrica de cimento, que despeja seus dejetos no
corpo aquatico (Monteiro, 2014).

1.3. Crassostrea sp.
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Os moluscos fazem parte de um grupo animal morfologicamente diverso
que apresenta uma grande diversidade de bauplans (Brusca & Brusca, 2007).
Moluscos de agua-doce sao osmorreguladores mantendo a concentragéo
osmoética da sua hemolinfa diferente da concentragdo osmotica do meio externo
(Moyes & Schulte, 2010). Os moluscos marinhos sdo osmoconformadores onde
a hemolinfa corresponde a aproximadamente de 30 a 80% das partes moles e a
sua composicao idnica se assemelha ao meio, porém, a hemolinfa tende a ser
mais concentrada em ambientes instaveis, como os costdes rochosos e o0s
estuarios, em relagdo a ambientes estaveis como o oceano (Larsen et al.,
2014).

As ostras sdo da familia Ostreoidae, pertencentes a classe Bivalvia e sao
animais abundantes em todo o mundo. Sua distribuicdo € ampla, desde o
Caribe até a América do Sul (Rios, 1994). No bauplan dos bivalves podemos
constatar a existéncia de duas conchas, musculos adutores para o fechamento
das valvas, cabeca rudimentar, existéncia de uma cavidade do manto vasta,
também a presenca de sifées inalante e exalante (Cummings & Graf, 2010). As
ostras sdo osmoconformadoras e eurialinas e devem sobreviver através da
conformagédo com a salinidade do meio (McMahon & Bogan, 2001; Brusca &
Brusca, 2007).

Os bivalves possuem uma grande importancia como alimento, pois é rica
em carboidratos, possui poucos lipideos e uma grande quantidade de agua
(Wakamatsu, 1973). Sua producao na aquicultura € em maior escala na regiao
sul do Brasil, porém, em toda a regido costeira existem comunidades que
utilizam esses animais como fonte de renda e alimentagéo (Christo, 2006). Além
da sua importancia econbémica, as ostras possuem uma grande importancia
ecoldgica, pois, providenciam a varias populagbes de peixes, crustaceos e
invertebrados um local seguro que funciona como bergarios, também
representam alimento e habitat; sao filtradores naturais de fitoplancton, detritos,
bactérias e contaminantes e sdo sequestradoras de carbono (Volety et al.,
2014).

O género Crassostrea ja foi utilizado diversas vezes como bioindicadoras
(Silva et al 2005; Silva et al., 2006). Lee e colaboradores (1996) usaram a ostra
Crassostrea gigas para monitorar a poluigdo por metais em uma area costeira
de Taiwan; Silva et al (2001) realizaram experimentos com a ostra Crassostrea
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rhizophorae para monitoragdo de metais no estuario Potengi, Natal; Zanette et
al (2006) estudaram as ostras através de biomarcadores bioquimicos em
branquias em diferentes estuarios no Brasil; Volety et al (2009) estudaram a
Crassostrea virginica para indicar a saude ambiental da costa sudoeste da
Florida, USA.

1.4. Parametros fisiolégicos analisados

Para a andlise da condigéo fisiolégica dos animais, alguns parametros
fisiologicos foram escolhidos. Um que contemplasse a saude do animal como
um todo, como € o caso do indice de condicao; um que demonstrasse o desafio
osmotico que esses animais enfrentam no estuario, como é o caso do teor de
hidratagao tecidual; e a atividade de uma enzima que possui fungao crucial em

varios sistemas fisioldégicos, como a anidrase carbénica.

1.4.1. indice de Condigao (IC)

O indice de condi¢ao representa um parametro utilizado para avaliar a
condigdo do animal perante o meio, sendo utilizado para averiguar como as
ostras estdo se desenvolvendo, indicando se o despéndio de energia esta
direcionado para o crescimento das conchas ou visceras. Quanto maior a
proporgdo das visceras em relagdo a concha, melhor o estado fisiolégico do
animal (Lawrence & Scott, 1982; Lucas & Beninger, 1985). Assim, temos uma
relagdo entre concha e viscera, onde o primeiro parametro nos diz se o animal
esta crescendo em tamanho, e o segundo, no caso as visceras, nos diz se o
animal esta aumentando o seus 6rgéos para um melhor desempenho.

O IC tem sido utilizado tanto para propdsitos comerciais, como para ter
conhecimento sobre a qualidade do produto para o mercado, mas também para
propositos ecofisiolégicos. Sabe-se que as ostras sao influenciadas por diversos
fatores, como a salinidade, que afeta o balango osmdtico do animal,
disponibilidade de alimento, compromete a quantidade de energia do animal,
temperatura, esta intrinsecamente ligada ao metabolismo, e também a
poluentes que desregulam varias enzimas que levam o animal a sua fisiologia
otima (Heugens et al., 2001). Todos esses fatores podem afetar o crescimento
do animal. Assim, através do IC podemos inferir sobre como o local onde a
ostra se encontra, esta afetando sua fisiologia.
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Existem na literatura alguns trabalhos utilizando o IC como indicadores da
condicdo do ambiente. Roesijadi & Anderson (1979) analisando o indice de
condicdo em Macoma inquinata expostas a 6leo, demonstraram uma diminuigao
do IC, e aumentou a mortalidade; Li et al (2009) analisaram a ecologia das
ostras Crassostrea gigas em diferentes parametros ambientais, os resultados
demonstraram um aumento do IC durante o ano, porem uma diminuigdo antes
da desova e um aumento um més depois; Rebelo e colaboradores (2005)
analisaram o indice de condi¢cdo nas ostras Crassostrea rhizophorae em uma
lagoa poluida, foi relatado uma mudanca do IC de uma estagdo para outra,
onde a estacdo chuvosa apresentou o maior IC, e as causas para esse
resultado foram a liberagdo de gametas e disponibilidade de matéria organica e
que metais pesados e parasitas ndo possuiram tanta influéncia. Domingos e
seus colaboradores (2007) estudaram ostras Crassostrea rhizophorae em 3
estuarios do Brasil, em diferentes regides, com diferentes graus de impactos ou
poluentes diferentes e chegaram ao resultado que o IC em todos os locais de
coleta foram semelhantes, sendo o0 maior encontrado no estuario de Itamaraca

no verao.

1.4.2. Teor de hidratagao tecidual

A analise do teor de hidratagao tecidual pode ser utilizado para observar
a capacidade do animal de regular seu volume celular em fungdo da salinidade
do meio, pois o grau de hidratagdo do tecido reflete o volume de agua das
células. Sabemos que a poluicao afeta os mecanismos de transporte iGnico e
consequentemente afeta a regulagdo do volume celular (Franklin et al., 2001;
Amado et al., 2012; Morabito et al., 2013; Machado & Soares, 2014), e por isso,
analisar as alteragbes na capacidade de manutencdo do teor de hidratagcdo
tecidual pode ser um indicador da presenca de poluentes no ambiente. A
analise desse parametro ja foi utilizada em muitos trabalhos fisiologicos. Entre
os trabalhos realizados temos Shumway (1977) que analisou a mudanca da
quantidade de agua nos tecidos em oito espécies de bivalves em diferentes
meios; Gilles (1987) descreveu na sua revisdo a regulagdo de volume celular
em invertebrados eurihalinos; Amado (2010) na sua tese mensurou o teor de
hidratagdo tecidual para comparar a capacidade de regulagéo de volume celular
em dois tipos de crustaceos, com estratégias osmorregulatérias diferentes;
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Veiga (2013) também na sua tese analisou o teor de hidratacao tecidual afim de
relatar a capacidade de regulagdo de volume em moluscos usados na
malacocultura no Brasil. Entretanto, estudos utilizando a capacidade de
regulacao de agua tecidual como biomarcador de poluicdo ambiental ndo foram
encontrados na literatura, embora possa representar uma abordagem bastante

interessante, conforme sugere Ayrapetyan (2012).

1.4.3. Anidrase Carbonica (AC)

A anidrase carbdnica representa uma das enzimas necessarias para
sobrevivéncia de diversos animais sendo encontrada tanto em procariotos como
eucariotos, e € mantida em toda a historia evolutiva dos seres vivos, desde
bactérias até mamiferos. Suas fungdées envolvem o equilibrio acido-base,
secrecgao, calcificagdo, fotossintese, respiragéo, transporte iénico, entre outros, e
ocorre pela hidratacdo do CO2 que tem como formula: CO2 + H20 - HCOs + H*
(Bundy,1977, Henry, 1996; Tripp et al., 2001).

A AC é dividida em 5 familias que ndo sao relacionadas evolutivamente,
elas sao as familias a, B, y, 6 e €. A familia a € a mais estudada sendo
encontradas 16 isoformas em animais, e difere das demais em propriedades
cinéticas, distribuicdo no tecido e localizagao subcelular, bem como s&o inibidas
de formas diferentes (Tripp et al., 2001). A familia B é na sua grande maioria
encontrada em plantas superiores, y encontrada apenas na bactéria
Methanosarcina thermophila (Alber & Ferry,1994), a &-AC foi encontrada na
diatomacea marinha Thalassiosira weissflogi (Caricato et al.,2010).

Mesmo com diferengas estruturais, os sitios de ligacdo de todas as
classes funcionam, geralmente, com um atomo de zinco para catalise, porém
algumas classes usam outros metais além do Zn, como a classe y que também
utiliza o ferro e o cobalto e a classe & utiliza o zinco e o cadmio (Caricato et al.,
2010). Metais como Ag*, Cd*?, Cu*?> e Zn* sdo conhecidos por inibirem a
atividade da AC (Lionetto et al., 2012).

Nos ultimos anos a anidrase carbdnica vem sendo utilizada como
biomarcador de contaminagdo aquatica e € sensivel a presenca de certos
poluentes no meio (Jensen, 2003; Blanchard & Grosell, 2006; Grosell et al.,
2007). Na literatura citamos alguns trabalhos realizados para diversos fins com
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essa enzima, tais como, Nielsen & Friden (1972) analisaram as propriedades
quimicas e cinéticas da anidrase carbdnica em ostras; Marin & Luquet (2004)
analisaram as proteinas das conchas dos moluscos, onde a anidrase carbdnica
atua na biomineralizagdo; Skaggs & Henry (2002) analisaram o efeito dos
metais Ag*, Cd**, Cu** e Zn* na atividade da anidrase carbdnica em dois
crustaceos eurialinos, Callinectes sapidus e Carcinus maenas, em C. sapidus
houve inibicdo pelos 4 metais, ja C. maenas se mostrou mais resistente aos
poluentes; Ren et al (2014) analisaram a AC no manto de Hyriopsis cumingii, foi
isolado uma aCA cDNA e submetido a varios parametros para analisar sua
expressao, diferencas na expressao foi observada nas diferentes idades onde a
maior expressao foram nos individuos com 1 ano e o local com maior expressao
foi o centro do manto, sobre a exposigcao do ar foi observado que a expressao
de HcCA foi up-regulated no dia 2 e down-regulated no dia 3. Caricato e seus
colaboradores (2010) estudaram o efeito do cadmio na enzima anidrase
carbbnica na glandula digestiva do bivalve Mytilus galloprovincialis in vivo e in
vitro e pela primeira vez foi demonstrado um aumento, de cerca de 40%, na sua
atividade pela presenca de um metal pesado.

Uma vez que os poluentes presentes no ambiente aquatico podem afetar
varias fungdes fisiolégicas dos animais, a intencao desse trabalho foi analisar a
condicéo fisioldgica de ostras Crassostrea sp. de dois ecossistemas estuarinos
para inferir como as mesmas enfrentam os estresses ambientais.

2, OBJETIVOS

2.1. Geral
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Comparar a condicéo fisioldgica de ostras (Crassostrea sp) em dois estuarios

paraibanos, um sob maior e outro sob menor influéncia antrépica.

2.2. Especificos

¢ Analisar a morfometria e o indice de condi¢do de individuos coletados em 2

locais de cada estuario

e Analisar o teor de hidratagao tecidual das branquias e musculo de individuos

provenientes de 2 pontos de cada estuario
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¢ Analisar a atividade da enzima Anidrase Carbdnica nas branquias e no manto
de individuos coletados em 2 pontos de cada estuario
3. METODOLOGIA

3.1. Local de estudo

Fig. 1 Mapa de localizagédo das areas de estudo, estuario do Rio Mamanguape (A) e estuario do
Rio Paraiba do Norte (B). Fonte: Nishida et al., 2003.

3.1.1. Rio Paraiba do Norte

O Rio Paraiba do Norte possui uma extensdo de 380 km, onde é dividido em
Bacia do Alto Paraiba, do Médio Paraiba e do Baixo Paraiba. A Bacia do Baixo
Paraiba é onde encontramos as fei¢cdes estuarinas que se estendem por 20 km,
0 seu curso esta inserido nas cidades de Jodo Pessoa, Bayeux, Santa Rita,
Lucena e Cabedelo. Situado entre as latitudes 6°54°14” e 7°07°36” S e as
longitudes 34°58°16” e 34°49'31” O. Sul, e 06°56'58” e 07°08’18” Oeste. O



estuario do rio Paraiba do Norte, encontra-se préximo a areas urbanas
industrializadas, abriga mais de 1 milhdo de habitantes no seu entorno (IBGE,
2010), acarretando um grande impacto ambiental devido a sua proximidade com
a regiao metropolitana de Jodo Pessoa, por esse motivo suas aguas encontram-
se num estado de poluicdo onde foram registrados impactos nas comunidades
de peixes, por exemplo (Rodrigues et al., 2009). Alguns rios desaguam na
Bacia do Baixo Paraiba, quatro pela margem esquerda (Rios Paroeira, Tiriri,
Ribeira e da Guia) e outros trés pela margem direita (Rios Sanhaua, Tambia e
Mandacaru), que contribui com o aporte de agua superficial com pouca
salinidade, como também leva material particulado e poluentes. Ao longo de sua
extensao o estuario apresenta areas de mangue ja bastante descaracterizadas,
principalmente nas proximidades de aglomerados de ocupagdo urbana. O
desmatamento ocorre devido a construgao de loteamentos, criacdo de camarao,
ou mesmo para a exploragdo do calcareo presente na regido (Guedes, 2002;
Silva et al., 2011 (a)).

Foram escolhidos dois pontos para a coleta de exemplares. A escolha se
deu pela diferenca de salinidade, pois € um parédmetro que define muitos
processos fisioldogicos em animais osmoconformadores, como também para
analise de diferentes fontes de poluicdo. Os pontos foram nomeados como
ponto 1 e ponto 2. O ponto 1 é o local mais proximo da ocupagao urbana, onde
existe uma fabrica de cimento, e uma salinidade entre 11 e 16. Ja o ponto 2 fica
proximo a um porto e a ocupagdo humana se encontra na outra margem do
estuario, e a salinidade é relativamente igual a do mar.

Fig 2. - Local de coleta — Cabedelo — estuario do rio Paraiba do Norte, PB — ponto 2.
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Fig 3 — Local de coleta — Bayeux — estuario do rio Paraiba do Norte, PB — ponto 1.

3.1.2. Rio Mamanguape

O Estuario da Barra do Mamanguape, litoral norte do Estado da Paraiba,
esta situado entre as coordenadas 06°43'02"" Sul e 35°67°46"" Oeste, possui
cerca de 25 km de extensdo e 2,5 km de largura, e uma area de 14.460
hectares. O estuario abrange os municipios de Marcacdo e Rio Tinto e esta
inserido numa Area de Protecdo Ambiental (APA da Barra de Mamanguape).
Tem um ciclo de maré semidiurna, com uma aplitude de variagdo maxima de
2,5 metros nas marés sizigiais. Na APA existem cerca de 6000 ha de mangues,
representando a maior area conservada de mangues no Estado da Paraiba,
além de remanescentes de Mata Atlantica e Mata de Restinga (Embrapa, 2008).
O Rio Mamanguape € o de maior importancia na drenagem da porg&o oriental
do Estado da Paraiba, com uma diversidade de relevo, clima, tipos de ocupagéo
e atividades econdmicas que diferenciam as regides em seu curso (Alves et al.
2005; Rocha et al., 2008). E considerado um estuario bastante preservado,
apesar de apresentar alguns focos de influéncia antrépica, como
desmatamento, cultivo de cana de agucar e carcinocultura que ocorrem em seu
entorno (Nishida et al., 2004, Silva, et al., 2011 (b)).

Foram escolhido dois pontos dentro do rio Mamanguape, mas nesses
locais ndo foi observado influéncia antropica, pois a extensao do rio estudado se
encontra dentro da APA, sendo sua area preservada. Nesse caso foi utilizado
como critério apenas a salinidade e de locais que se assemelhassem com a

salinidade do rio Paraiba do Norte, sendo o ponto 1 o local com o menor valor
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para salinidade e o ponto 2 o local com uma salinidade relativamente alta, ou
seja, semelhante a salinidade do mar. Uma particularidade da coleta no rio
Mamanguape é que o ponto 2 é um cultivo de ostras, onde as ostras séo
cultivadas em gaiolas que os

pescadores chamam de velas.

Fig 4 — Local de coleta — APA —rio Mamanguape — pontos 1 e 2.

3.2. Coleta e manuseio dos exemplares

As ostras foram coletadas como dito, ou nas raizes das arvores ou no
costao rochoso, foi utilizado um facdo para a retirada dos exemplares e
posteriormente colocadas em caixas no barco com agua ate todos os
exemplares estarem submersos. Essa retirada foi feita pelos pescadores e com
a precaugao para nao danificar os exemplares.

As caixas foram levadas para o LEFA (Laboratério de Ecofisiologia Animal)
— UEPB. Durante as coletas, em todos os pontos, a salinidade e a temperatura da

agua foram medidas através de uma sonda (HI 9821 com GPS). Foram escolhidos
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10 individuos de cada ponto para serem abertos para a analise dos seus tecidos

(manto, branquia e musculo).

3.3. Morfometria
Com o auxilio de um paquimetro foram medidas a largura, altura e
comprimento dos exemplares para uma caracterizagdo do tamanho dos animais.

| | £ ;%;‘"Muwm,ﬁ; =
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Fig 5 — Demonstragdo da medigdo da morfometria (altura, largura e comprimento) dos exemplares
coletados.

3.4. indice de Condigdo

Apés a morfometria, a concha foi aberta com o auxilio de uma faca e o
conteudo visceral total foi retirado e pesado, como também a concha (Lucas &
Beninger, 1985). Para calcular o IC foi utilizada a formula: Peso visceral total
(PT) / Peso concha (PC) x 100.

3.5. Teor de hidratacao tecidual

Foram analisados o teor de hidratagdo da branquia e do musculo adutor.
Esses tecidos foram retirados e pesados para determinar o peso umido (PU).
Em seguida foram colocados na estufa por 24 hrs a 60°C e pesados novamente
para obtencdo do peso seco (PS). O teor hidrico foi calculado através da

seguinte equacgao:

Th (%) = (PU - PS) x 100
PU



Por um erro metodoldgico foram perdidas duas amostras de musculo das
ostras coletadas no ponto 1 do rio Paraiba do Norte. Para essa condigéo, o n
foi, portanto, = 8. E por um delineamento da amostra, também foram retiradas
para os outros parametros estudados.

3.6. Analise da enzima Anidrase Carbonica

Para a determinacdo da atividade da enzima Anidrase Carbdnica foi
utilizado o método de Vitale e colaboradores (1999). A metodologia consiste na
observagao da alteracdo do pH da amostra estudada. A atividade da enzima
aumenta a concentracdo de H* na amostra, através da hidratagdo do CO2 que
resulta em ions H* e ions HCOs', portanto, quanto maior a produgao de H*,
menor sera o pH da solugdo analisada. A amostra consiste num
homogeneizado do tecido a ser analisado em tampéo tris-fosfato (225mM
Manitol, 75mM Sacarose, 10mM tris base e 10mM NaH2PO4, pH 7,4) onde é
acrescentado agua deionizada saturada com gas carbénico (substratos para o
funcionamento da enzima).

A preparacdao do homogeneizado se da pelo descongelamento do tecido
(brdnquia ou manto), a sua pesagem e posterior homogenizacao a 5%P/V em
tampéo tris-fosfato utilizando um micro-homogenizador (Homomix). O
homogeneizado foi centrifugado a 800 g e o sobrenadante foi retirado. Uma
amostra do sobrenadante foi utilizada para a medida da atividade da AC e uma
outra aliquota foi utilizada para a dosagem de proteinas totais segundo método
de Bradford (1976). O resultado foi expresso pela atividade da enzima por mg

de proteina total do tecido analisado.

3.7. Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrao da média. Para
a analise dos parametros teor de hidratagdo tecidual e atividade da anidrase
carbbnica foi utilizado o teste t para realizar as seguintes comparagdes:
comparagao entre os tecidos do mesmo ponto em cada estuario (branquia x
manto), comparagado do mesmo tecido entre os dois pontos do mesmo estuario
(ex.: branquia ponto 1 x branquia ponto 2) e comparagao do mesmo tecido entre
os pontos de estuarios diferentes (ex.: branquia ponto 1 Paraiba x branquia
ponto 1 Mamanguape). Para o indice de condigdo e morfometria foi utilizado o
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teste Kruskal-Wallis one way ANOVA on ranks seguido de Tukey test para
correlacionar todos os pontos. O software utilizado foi o Sigma plot® versao
11.0

4. RESULTADOS

4.1. Dados abidéticos

No ponto 1 do rio Paraiba do Norte a salinidade encontrada foi de 12,82
e no rio Mamanguape esse valor foi de 22,5, no ponto 2 as salinidades foram
mais altas, pois estdo mais proximos ao mar, no rio Paraiba do Norte o valor
encontrado foi de 26,7 e no rio Mamanguape 32,33. Outros parametros
abidticos também foram medidos, entre eles a temperatura e o pH, esses
valores estdo representados na tabela 1. A escolha dos pontos de coleta, como
ja mencionado, levou em consideragdo a salinidade. Foram escolhidos 2 pontos
sendo um caracteristicamente de maior salinidade e outro de menor salinidade.
Entretanto, na ocasido da coleta se observarmos os dados abidticos,
constatamos que ha uma diferenca na salinidade entre os pontos que
supostamente deveriam ser parecidos (ponto 1 x ponto 1 e ponto 2 x ponto 2).
Isso provavelmente ocorreu pela pluviosidade do més em que foram realizadas
as coletas. No més de setembro nas cidades de Bayeux e Jodo Pessoa, choveu
188 mm e 235,9 mm, respectivamente. Nao ha informagdes a respeito da
pluviosidade da cidade de Cabedelo no site da AESA. Em Mamanguape o
indice de pluviosidade foi de 23,4 mm, demonstrando uma maior diluicdo da
agua nos locais de coleta do rio Paraiba do Norte em relagdo aos locais do rio
Mamanguape (AESA, 2015).

Tabela 1. Dados abidticos do local de coleta.

Estuario do Rio Mamanguape Estuario do Rio Paraiba
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 1 Ponto 2
Salinidade 22,5 32,33 12,82 26,7
pH 7,72 8,38 7,35 7,72

Temperatura 28,05°C 29°C 29,86 °C 27,47 °C

28



29

4.2. Morfometria

Os dados morfomeétricos foram utilizados para ter uma melhor observagao do
desenvolvimento da ostra, sendo assim, apds uma analise estatistica observamos
que as ostras do ponto 1 do estuario do rio Mamanguape apresentaram um maior
comprimento e largura, a altura foi estatisticamente igual nas ostras do ponto 1 e 2
do estuario do rio Paraiba do Norte e ponto 1 no estuario do rio Mamanguape e as
menores ostras foram encontradas no ponto 2 do estuario do rio Mamanguape, a
largura foi estatisticamente igual nos pontos 2 do estuario do rio Paraiba do Norte e
Mamanguape. Os dados sdo demonstrados na tabela 2.

Tabela 2: Valores da média com os respectivos erros padrées da altura, largura e comprimento das ostras
coletadas nos dois estuarios. Letras diferentes significa diferenga estatistica, p<0,05, n= 10.

Estuario do Rio Estuario do Rio Paraiba
Mamanguape
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 1 Ponto 2
Altura (cm) 2+0,132 1+0,12° 2,15+0,172 | 2+0,122

Largura (cm) 5,25 +0,21¢ 3,1+0,12 4,4 +£0,24> | 3,05+0,142
Comprimento (cm) | 9,1 £ 0,26°¢ 535+0,172 | 6,45+0,26°> | 5,6 £0,172

4.3. indice de Condicédo

Para o indice de condigao foram obtidos os seguintes resultados: no rio
Paraiba do Norte o valor das medias do IC das ostras do ponto 1 foi de 17,96 +
1,22 e no ponto 2 foi 12,67 + 0,45. Para o rio Mamanguape o valor para as
médias do indice de condi¢do das ostras no ponto 1 foi de 12,78 + 0,44 e no
ponto 2 11,21 £ 0,63.

Segundo as analises estatisticas observamos que os valores dos pontos
1 e 2 do rio Mamanguape e o ponto 2 do rio Paraiba do Norte sdo similares,
apenas o ponto 1 do rio Paraiba do Norte foi diferente estatisticamente (Grafico
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Grafico 1: indice de condicdo das ostras Crassostrea sp. coletadas nos pontos 1 e 2 dos
estuarios dos rios Mamanguape e Paraiba do Norte. Letras diferentes indicam diferenga
significativa entre os pontos de coleta, p<0,05, n = 8-10.

4.4. Teor de hidratagao tecidual

Em relagdo as ostras de Mamanguape, nao houve diferencga significativa
entre o teor de hidratagdo das branquias das ostras coletadas no ponto 1 ou no
ponto 2. Os valores encontrados foram 83,2 + 0,4% e 81,3 + 0,98%,
respectivamente. Entretanto, o teor de hidratagdo do musculo foi menor no
ponto 2 (77,2 £ 0,16%) quando comparado ao ponto 1 (79,46 + 0,4%).

Nao houve diferenca significativa no teor de hidratagdo das branquias
(86,21 £ 0,43%, ponto 1 e 85,38 + 0,3%, ponto 2), nem no teor de hidratagao do
musculo adutor (83,24 + 0,65%, ponto 1 e 81,5 + 0,63%, ponto 2) das ostras
coletadas no Paraiba do Norte.

A comparagao entre os dois estuarios mostrou que existe diferenga no
teor de hidratacdo dos dois tecidos nos dois pontos amostrados entre o estuario
Paraiba do Norte e o estuario Mamanguape. As ostras do rio Paraiba do Norte
sao mais hidratadas do que as ostras de Mamanguape.
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Grafico 2: Teor de hidratag&o tecidual das branquias e musculo de Crassostrea sp. coletadas
nos pontos 1 e 2 dos esuarios dos rios Mamanguape e Paraiba do Norte. # indica diferenga
significativa entre os pontos dentro do mesmo estuario (mesmo tecido) e * indica diferenga
significativa entre os estuarios, p <0,05, n = 8-10.

4.5. Anidrase Carbodnica

Sobre a andlise da atividade da enzima Anidrase Carbénica (AC) foi
observado uma diferenca entre os estuarios, onde a atividade da enzima esta
maior nas branquias e manto da ostras coletadas no ponto 1 do estuario do rio
Paraiba do Norte quando comparadas com as ostras coletadas no rio
Mamanguape.

As branquias do ponto 2 do rio Paraiba do Norte apresentam o seguinte
valor para sua atividade 10,31 + 1,81 atividade especifica/mg ptn, porém, nao
houve diferenca estatistica entre o ponto 2 e o ponto 1 no mesmo estuario (7,81
1 0,74 atividade especifica/mg ptn), como também n&o houve diferenga entre as
branquias do ponto 2 no rio Mamanguape (6,96 * 1,5 atividade especifica/mg
ptn). Entretanto, ha uma diferenca quando comparada a branquia do ponto 1 no
rio Paraiba do Norte com o ponto 1 no rio Mamanguape, onde os seus valores
sdo 7,81 = 0,74 atividade especifica/mg ptn e 5 £ 0,74 atividade especifica/mg
ptn, respectivamente.

Quando analisamos o manto ocorre uma diferenca na atividade da
anidrase carbdnica entre as ostras coletadas no ponto 1 do rio Paraiba do Norte
(9,38 £ 0,37 atividade especifica/mg ptn) e no ponto 1 do rio Mamanguape (4,69
+ 0,3 atividade especifica/mg ptn). Entre os pontos 1 e 2 no rio Paraiba do
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Norte, também houve diferenca estatistica, os valores da atividade da enzima
no manto sao 9,38 + 0,37 atividade especifica/mg ptn e 4,71 £ 0,46 atividade
especifica/mg ptn, respectivamente. Observamos uma diferenga entre a
atividade do manto nos pontos 1 e 2 no rio Mamanguape, onde temos 4,69 +
0,3 atividade especifica/mg ptn e 3,66 + 0,8 atividade especifica/mg ptn.
Também ocorre uma diferenga entre os tecidos, manto e branquia, no ponto 2
do rio Paraiba do Norte. Para uma melhor visualizagdo os resultados séao

demonstrado no grafico abaixo.

Anidrase Carbodnica

W branquia

o manlo

atividade especifica AC/mg ptn

Ponto 1 Panto 2 Ponto 1 Ponto 2

Mamanguape Paraiba

Grafico 3: Atividade da enzima anidrase carbdnica das branquias e manto de Crassostrea sp.
coletadas nos pontos 1 e 2 dos estuarios dos rios Mamanguape e Paraiba do Norte. # indica
diferenga significativa entre os pontos dentro do mesmo estuario (mesmo tecido) e * indica
diferenga significativa entre os estuarios, e & indica diferenca entre tecidos no mesmo ponto e no

mesmo estuario ( p <0,05, n = 8-10).

5. Discussao

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar a condi¢ao fisiolégica de
ostras encontradas em dois estuarios da Paraiba e relacionar essa condigao
com o grau de interferéncia antropica nesses ecossistemas, sem ignorar a
influéncia de fatores abidticos na fisiologia desses animais.

O tamanho das ostras foi mensurado para uma melhor observagao da
condicdo dos exemplares e apos a analise estatistica observamos que as ostras
no ponto 1 do rio Paraiba sdo maiores do que as ostras do ponto 2 no mesmo
estuario. Em Mamanguape, as ostras do ponto 1 além de serem maiores do que
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as ostras do ponto 2, também sdo maiores do que as demais. Esses dados
indicam que as ostras crescem melhor numa salinidade mais baixa. Existem
trabalhos que demonstram que fatores abidticos como salinidade e temperatura
influenciam o desempenho das ostras em relacdo ao crescimento (Mann &
Gallager, 1985; Nell & Holliday 1988; Bashevkin & Pechenik, 2015; Marr et al.,
2015). Quando as ostras dos pontos de menor salinidade dos dois estuaros séo
comparadas, Mamanguape apresenta individuos maiores em comprimento e
largura. Esse fato pode ser atribuido ao local ser um cultivo artesanal.
Entretanto, analisando os dados do indice de condi¢gdo (conforme discutido
abaixo) percebemos que o peso do conteudo visceral das ostras do ponto 1 do
Paraiba é semelhante ao peso do conteudo visceral das ostras do ponto 1 de
Mamanguape.

Em relagdo ao indice de condigao, foi observado que as ostras do ponto
1 do rio Paraiba do Norte, apresentaram um indice de condicdo mais alto do
que nos outros pontos. Como o indice de condi¢do indica a saude geral do
animal (relagédo visceras/concha), esse resultado surpreende, porque esse € o
ponto supostamente mais poluido, através de um levantamento feito na area,
onde podiamos ver certo grau de impacto. O indice de condi¢éo foi calculado a
partir de uma féormula que considera o peso visceral total do animal no
numerador da formula e o peso total da concha no denominador da férmula. Se
analisarmos os dados brutos das médias do peso das visceras sobre as médias
do peso das conchas, perceberemos que o indice foi maior no ponto 1 do
Paraiba porque o denominador (peso da concha) estd menor e ndo porque o
numerador (peso das visceras) esta maior.

PB 1 PB 2
5,3 1,6
ﬁ]: '1?,95 + 1,23 ﬁ -_ 12,? i ﬂ_.‘l'S
Mam 1 Mam 2
502 _ 12,8 + 0,44 18 _ 11,21 + 0,63
45,14 A 16,64

Como ja indicado nos dados de morfometria, as ostras dos pontos 2 sao
menores, e portanto apresentam peso das visceras e peso das conchas
também menores, porém semelhantes (entre os pontos), e por isso o indice de
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condigédo também semelhantes. No entanto as ostras do ponto 1 do Paraiba tem
0 peso das visceras semelhante ao peso das visceras das ostras do
Mamanguape, mas o peso da concha é 35% menor. Por isso um indice de
condigdo maior nesse ponto.

Analisando os dados de morfometria e indice de condicdo podemos
supor que a presenca de poluentes no ponto 1 do Paraiba estaria prejudicando
0 crescimento/peso das conchas das ostras que ali vivem. Sabe-se que a
presenca de metais no ambiente aquatico pode interferir nesse processo. Soto
et al., (2000) encontraram uma diminuigdo no peso das conchas do mexilhdo
Mytilus galloprovincialis na presenca de metais como zinco e cadmio.

O baixo peso/crescimento também pode estar relacionado com uma
baixa deposicdo de calcio na concha. Essa deposicdo de calcio esta
intrinsecamente ligada a atividade da anidrase carbdnica do manto, pois é essa
enzima que catalisa a deposigao de calcio nos animais com conchas (Freeman,
1960; Yu et al., 2006; Werner et al., 2013; Bharti et al., 2014). Alguns estudos
encontraram prejuizo no crescimento da concha de moluscos na presenca de
inibidores da anidrase carbbénica do manto, como 2-benzotiazolesulfonamida
(Wilbur & Jodrey, 1955; Freeman 1960). Assim, o menor tamanho/peso da
concha poderia estar relacionado com uma inibigdo/baixa atividade da anidrase
carbdnica do manto na presengca de poluentes uma vez que, embora néo
existam relatos de inibicdo da atividade da AC no manto na presenca de
poluentes, esse tipo de inibigéo ja foi observada em outros tecidos de moluscos,
como também em outras espécies aquaticas (Lionetto et al., 1998, 2012;
Skaggs & Henry, 2002; Azevedo, 2005) Entretanto nossos resultados da
atividade da anidrase carbdnica ndo suportam essa ideia. Ao invés de
diminuigdo, observamos um aumento da atividade dessa enzima tanto no
manto, como nas branquias das ostras do ponto 1, conforme sera discutido
abaixo. Assim, uma possivel inibicdo da anidrase carbdnica ndo parece ser o
motivo do menor crescimento das conchas desses moluscos.

Embora existam alguns trabalhos indicando que animais que vivem em
ambientes poluidos apresentam um IC menor do que animais que vivem em
ambientes preservados (Veldhuizen — Tsoerkan et al., 1991; Grout & Levings,
2001; Pampanin et al., 2005; Scarlet et al., 2015), resultados como 0s nossos
nao foram encontrados na literatura. Domingos et al (2007) analisaram as ostras
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Crassostrea rhizophorae em 3 locais, 2 com distintos tipos de poluicao e 1
distante da fonte de poluicao, os ICs foram semelhantes entre eles. Rebelo et al
(2005) também analisaram as ostras Crassostrea rhizophorae, foi realizada a
relacdo do IC com metais pesados presentes no ambiente e chegaram a
conclusao que a captagéo de poluentes como o0 Zn e o Cd néo interferem no IC.
Esses trabalhos, somados aos nossos resultados, indicam que talvez o IC nao
seja um bom parametro ecotoxicoldgico.

Um parémetro para entender a capacidade de regulacdo do volume
celular do animal foi a analise do teor de hidratagdo tecidual. As ostras s&o
moluscos osmoconformadores e eurihalinos e por isso bons reguladores de
volume celular (Shumway, 1977; Akberali & Davenport, 1981 Gilles, 1987;
Larsen et al.,, 2014). Entretanto, nossos resultados do teor de hidratagao
tecidual demonstram que os tecidos (branquias e musculo) das ostras dos dois
pontos do Paraiba apresentam uma maior quantidade de agua quando
comparados aos tecidos das ostras de Mamanguape. E verdade que a
salinidade dos pontos do Paraiba estavam mais baixas do que as dos pontos de
Mamanguape (Ponto 1 Pb 12,82 e Ponto 1 Mam 22,5; Ponto 2 Pb 26,7 e Ponto
2 Mam 32,3). Mas a diferencga de salinidade por si s6 ndo justifica esse aumento
no teor de agua tecidual nas ostras do Paraiba. Primeiro porque, espera-se que
diante de uma diminui¢cdo ou aumento de salinidade, as células desses animais
realizem regulagao de volume (RVD e RVI) e mantenham seu volume celular e
consequentemente o teor de agua tecidual inalterado. Segundo que se
analisarmos os pontos de diferentes salinidades dentro do mesmo estuario
perceberemos que ndo houve diferenga no teor de hidratagdo entre esses
pontos, a ndo ser para o musculo no ponto mais salino de Mamanguape.

Nossos resultados, portanto, sugerem que existe um erro na regulagéao
de volume celular nas ostras do Paraiba, local supostamente mais contaminado,
pois, ha um acumulo maior de agua nos tecidos desses animais. Isso deve ter
ocorrido, porque as células incharam diante da diluicdo da agua do estuario e
nao realizaram o mecanismo de RVD de forma eficiente. Existem trabalhos na
literatura que demonstram o efeito de poluentes na capacidade de regulagao de
volume celular de varios tipos celulares e/ou tecidos em invertebrados
(Bianchini et al., 2005; Amado et al., 2012; Torre et al., 2013).

35



Experimentos feitos no nosso laboratério (TCC Daniela Dantas David)
demonstram que as ostras provenientes do estuario do rio Paraiba do Norte
quando submetidas a uma variagao de salinidade experimental possuem uma
maior dificuldade para regular o seu volume celular e, portanto, manter sua
hidratagao tecidual.

A anidrase carbdnica (AC) € uma importante enzima que possui papel
crucial em varios processos biologicos. Sabe-se que a AC é afetada por
agentes quimicos que podem estar presentes no ambiente aquatico em fungao
da atividade antropica, tais como, metais pesados (Skaggs & Henry, 2002) e
pesticidas (Isik et al., 2004; Dogan, 2006), e assim sua atividade foi analisada
nesse trabalho com o objetivo de observar a sua sensibilidade aos locais de
coleta, pois qualquer alteracdo em sua atividade influencia diretamente
inumeros processos fisioldgicos.

Nossos resultados demonstram uma atividade aumentada da enzima
anidrase carbénica nas ostras do ponto 1 do estuario do Paraiba do Norte e em
um tecido (brénquia) das ostras do ponto 2 no mesmo estuario. Sabendo que a
atividade da AC ¢ inibida por contaminantes (Vitale et al., 1999; Lionetto et al.,
2000; Skaggs & Henry, 2002), nossos resultados surpreendem porque a maior
atividade da enzima foi encontrada nos pontos supostamente mais poluidos.
Entretanto nossos resultados corroboram com o trabalho de Azevedo (2005)
realizado com ostras da mesma espécie nos estados de Pernambuco, Espirito
Santo e Parana, onde ela também observou um aumento da atividade dessa
enzima para ambientes poluidos. Assim como o trabalho de Caricato e
colaboradores (2010) que observaram um aumento da atividade da AC na
glandula digestiva do bivalve Mytilus galloprovincialis num experimento in vivo e
in vitro através da exposicdo ao cadmio. Um aumento na atividade da AC
também foi observada em anémonas da espécie Exaiptasia pallida, onde Patel
& Bielmyer-Fraser (2015) demonstraram um aumento significativo da atividade
da AC numa salinidade 20 e numa concentragao de 5um de Cu e Siddiqui et al
(2015) observaram um aumento em E. pallida numa exposi¢ao de 3 dias numa
concentragao de 10ug/L de CuO.

Analisando os trabalhos citados acima, percebemos que a inibicdo da AC

foi relatada em trabalhos que analisaram a influéncia de poluentes durante um
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estresse de curta duragéo, Vitale e seus colaboradores (1999) conduziram os
seus experimentos num tempo de 96 horas, Skaggs & Henry (2002) realizaram
estudos de 7 dias, enquanto os trabalhos que encontraram aumento da
atividade ou os animais foram coletados em um ambiente impactado, ou foram
submetidos a experimentos de longa duragao (acima de 7 dias). Pois, Caricato
et al (2010) fez o seu experimento no ambiente com animais exposto ao
contaminante por 30 dias, demonstrando um estresse crénico. Esse aumento
na atividade em um estresse de longa duragéo pode estar relacionado, segundo
Azevedo (2005) com uma adaptacado a presenga de poluentes no meio, ou seja,
uma forma de defesa para os animais sobreviverem a exposi¢coes cronicas
desses estresses. Entretanto, mais estudos se fazem necessarios para resolver
essa questao.

Um fato curioso desse trabalho foi que houve um aumento da atividade
da anidrase carbénica para a branquia, mas nao para o0 manto no ponto 2 do
estuario do rio Paraiba do Norte. Essa resposta tecido especifica ja foi relatada
na literatura Lionetto et al (1998, 2000) estudando a atividade da AC no intestino
e nas branquias da enguia Anguilla anguilla encontrou que a AC na branquia é
mais sensivel a metais do que a AC do intestino. Outro dado que corrobora com
a tecido especificidade da inibicdo da AC foi o resultado encontrado por Soto et
al (2000) que relatou uma diminuigdo do crescimento de ostras na presencga de
metais pesados, e como discutido, a enzima AC tem papel nesse processo
fisioldgico, ou seja, podemos inferir que a sua atividade nos tecidos mole esta
inibida, consequentemente no manto de Mytilus galloprovincialis.

Acreditamos que a salinidade ndo é o motivo para o aumento da atividade da
AC, pelo menos no tecido branquial, pois essa enzima nao possui um papel
fundamental na estratégia de osmoconformagéo, ja que ndo existem
mecanismos para a troca iénica nas branquias de osmoconformadores como
ocorre com os osmorreguladores. A AC € importante para osmorreguladores
pois fornece os substratos para a captacdo ativa de sal através dos trocadores
Na*/H* e CI/HCOs De fato, Henry e seus colaboradores (2003) através da
analise de caranguejos com diferentes estratégias fisioldgicas concluiram que
ocorre um aumento da atividade da enzima AC em baixas salinidades para uma
melhor captura de sal. Porém, quando o caranguejo se encontrava numa
salinidade de 32, eles se comportavam como osmoconformadores e a atividade
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da enzima diminuia. Varios trabalhos realizados com crustaceos afirmam que a

atividade da AC aumenta com a diminuigdo da salinidade (Henry 2001,2005;

Henry et al.,, 2002). Atividade aumentada da AC em funcdo da salinidade

também foi encontrada em moluscos, entretanto apenas em espécies de agua

doce, que sao necessariamente osmorreguladoras (Henry & Saintsing, 1982).

Através do exposto, podemos concluir que o aumento da atividade da enzima

AC néo ocorreu devido a baixa salinidade do estuario Paraiba.

6. Conclusoes e consideragoes finais

Segundo os nossos resultados podemos considerar que:

Existem diferencas nos TH, IC e AC das ostras coletadas nos estuarios
estudados;

As ostras do estuario do rio Paraiba do Norte apresentaram maior disfungao
fisiologica;

As ostras do estuario do rio Mamanguape se encontram mais sadias;
Parametros, tais como, sazonalidade e analise da agua devem ser
realizados em trabalhos futuros;

Também ira ser de grande ajuda a averiguagdo do efeito do tipo de
estresse, agudo ou crénico, no animal.
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