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Estrutura populacional de Emerita portoricensis em praias da Paraiba sob diferentes

niveis de perturbacdo antrdpica.

Capitulo I



RESUMO

Praias arenosas sdo ambientes costeiros dinamicos suscetiveis a atividades antrépicas
que potencialmente afetam as comunidades bentdnicas. Dentre os organismos bentonicos que
respondem a perturbacdes antropicas nesses ambientes, sendo considerado bioindicador,
Emerita portoricensis € um crustaceo distribuido na costa do norte e nordeste do Brasil. Este
capitulo aborda a estrutura populacional de E. portoricensis em duas praias da Paraiba sob
niveis distintos de perturbacdo antrépica (fluxo de pessoas): Barra de Camaratuba (baixo fluxo
de pessoas - menor perturbacdo) e Intermares (alto fluxo - maior perturbacao). Os dados foram
coletados utilizando transectos paralelos a linha da costa e um corer metélico, durante marés
vazantes de sizigia, no periodo seco e chuvoso. Simultaneamente, foi contabilizado o fluxo de
pessoas, através de censo visual. Foram analisados os seguintes parametros: variagao
morfolédgica, densidade, abundancia, proporcao e razao sexual, fecundidade, entre os periodos
seco e chuvoso. Emerita portoricensis apresentou maior abundancia na praia menos perturbada
(B. Camaratuba: n = 171; Intermares: n = 81). A maioria dos espécimes era adulta em ambas
as areas (56,72% em B. Camaratuba; 75,30% em Intermares). Foi encontrado maior fluxo de
pessoas em Intermares (periodo seco: 2,1 + 0,07; periodo chuvoso: 1,9 + 0,03). Observou-se
dimorfismo sexual no tamanho e peso de E. portoricensis em ambas as praias (as fémeas foram
maiores € com maior peso). A praia de B. de Camaratuba (baixo fluxo de pessoas) apresentou
maior densidade de E. portoricensis do que Intermares (alto fluxo) durante o periodo seco. Os
adultos apresentaram maior densidade que os jovens nas duas praias (B. de Camaratuba: 0,15
+, 0,08 individuos/m2; Intermares 0,6 #, 0,04 individuos/m2) bem como os machos
espermat6foros em B. de Camaratuba (U, P<0,005). Os machos mostraram-se mais abundantes
que as fémeas nas duas praias (U, P<0,005). Emerita portoricensis apresentou maior razao
sexual em Barra de Camaratuba (1,1:1) do que em Intermares (0,8:1). As fémeas de E.
portoricenses de B. de Camaratuba apresentaram correlacio positiva entre a massa de ovos com
comprimento e peso, denotando fémeas maiores e de maior peso possuem a tendéncia a
produzir mais ovos. As menores densidade, abundéancia e fecundidade registrada em Intermares
podem ser reflexo do fluxo de pessoas na praia, resultando assim em alteracdes na distribui¢ao
populacional.

Palavras-Chave: Zona entremarés. Crusticeos bentdnicos. Fecundidade. Abundancia.

Densidade populacional. Fluxo de pessoas.



ABSTRACT

Sandy beaches are dynamic coastal environments susceptible to anthropogenic activities
that potentially affect benthic communities. Among benthic organisms that respond to
anthropogenic disturbances in these environments, being considered as bioindicator, Emerita
portoricensis is a crustacean distributed in the North and northeast coast of Brazil. This chapter
describes the population structure of E. portoricensis in two beaches of Paraiba under different
levels of anthropogenic disturbance people flows in Barra de Camaratuba (low disturbance) and
Intermares (high disturbance). Data were collected using transects parallels to the shoreline and
a metal corer during the tide of syzygy in dry and rainy seasons. Simultaneously, people flows
was assessed through visual census. The following parameters were analyzed: abundance,
density, sex proportion and sex ratio, fecundity, between dry and rainy periods. Emerita
portoricensis higher abundance was recorded on the less disturbed beach (B. Camaratuba: n =
171; Intermares: n = 81). Most of the specimens were adults in both areas (56.72% in B.
Camaratuba; 75.30% in Intermares). Intermares beach showed higher people flows (dry period:
2.1 £0.07; rainy season: 1.9 £ 0.03). Sexual dimorphism was observed in size and weight in E.
portoricensis on both beaches (females were larger and heavier). The beach of B. Camaratuba
() showed higher density than Intermares (disturbed) during the dry period, as well as a higher
abundance was found in B. Camaratuba (66.53%). Adults had higher density than juveniles on
both beaches (B. de Camaratuba: 0.15 + 0.08, ind/m?; Intermares 0.6 + 0.04, ind/m?2) as well as
spermatophore male in B. Camaratuba (U, P < 0.005). Males were more abundant than females
on both beaches (U, P < 0.005). Emerita portoricensis on B. Camaratuba beahc had higher sex
ratio male/female (1.1:1) and Intermares (0.8:1). Females of E. portoricenses of B. Camaratuba
had positive correlation between the mass of eggs and length and weight, denoting that larger
and heavier females have the tendency to produce more eggs. Emerita portoricensis’s lower
density, abundance and fecundity on Intermares beach may reflect the stream of people, thus
resulting in changes in the population distribution as well as in physiological aspects of
reproduction and development.

Keywords: Intertidal zone. Benthic crustaceans. Fecundity. Abundance. Population density.
People-flow



15

1. INTRODUCAO

1.1 Praias arenosas e efeitos de atividades antropicas

Praias arenosas sao consideradas ambientes publicos de livre acesso, representando um
recurso natural de uso comum (GERCO,1988). Existentes ao longo das costas, podem ser
encontradas em latitudes e climas diversos pelo mundo, apresentando extensao, padrdes de
regime de marés, grau de exposi¢do, morfologia e condi¢des oceanograficas varidveis (RODIL
& LASTRA, 2004). Consideradas um dos sistemas marinhos mais dindmicos (SHORT, 1999)
e sensiveis a perturbacdes causadas por aumento da poluicdo, crescimento urbano, trafego de
veiculos e uso intenso por banhistas (SCHLACHER & MORRISON, 2008; DEFEO et al.
2009), apresentam estado morfodinamico estruturado pela interag@o entre acao das ondas, da
maré, do tipo de sedimento e da morfologia da praia (MCLACHLAN & BROWN, 2006).

O parametro de Dean classifica as praias de acordo com o seu comportamento
morfodindmico, categorizando-as em refletivas, intermedidrias e dissipativas (CALLIARI et
al. 2003). Praias refletivas possuem areia grossa, com ondas menores ¢ de maior periodo
quebrando diretamente na zona entre marés, com declividade mais acentuada e evidente
inclinacdo; as intermedidrias apresentam substrato composto por areia média a fina e
declividade intermedidria; as dissipativas s@o planas, com declividade baixa, areia fina, com
ondas de curto periodo que se dissipam por toda a drea da praia (CALLIARI et al. 2003).

As praias arenosas geralmente possuem comunidades com predominio de poliquetas,
crustaceos e moluscos (DEFEO & MCLACHLAN, 2005; MCLACHLAN & BROWN, 2006).
Diversos fatores antrépicos, que podem afetar a estabilidade e estrutura da mesofauna
bentonica e desencadear eventos de perturbacdo (mudangas nos padrdes de distribuigdo,
comportamento, reproducdo, induzir o stress animal e outros) vém se intensificando ao longo
dos anos devido a procura para o desenvolvimento de atividades turismo e lazer.

Essas perturbagdes sdo ainda mais intensas em praias urbanas de cunho turistico,
promovendo diversos impactos, seja por pisoteio, trafego de veiculos, uso do solo por
banhistas (TALORA et al. 2007; DUGAN & HUBBARD, 2010; SCHLACHER &
THOMPSON, 2012), por polui¢do direta através de residuos sélidos (pléstico, metal, dentre
outros) ou impactos cronicos pela descaracterizacido vegetacdo nativa das dunas, liberagdo de
esgoto urbano através ductos de drenagem pluvial, constru¢do de empreendimentos
imobilidrios em sua extensdo, alterando, assim, o comportamento (e.g comportamento de

escape CANSI, 2007), reprodugio (e.g. aspectos fecundidade das fémeas, EUTROPIO et al.
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2006; TOWSEND et al. 2006), distribui¢do (e.g. diminui¢do/aumento da densidade, DEFEO
et al. 2002; BRAZIERO & DEFEQO, 1996) ¢ abundincia da mesofauna (BROWN &
MCLACHLAN 2002; DEFEO et al. 2009; DAVENPORT & DAVENPORT 2006;
KINDERMANN & GORMALLY 2010; MCLACHLAN et al. 2013).

Estudos sobre a macrofauna bentonica de praias arenosas evidenciam que a
morfodinamica das praias tem um importante papel sobre a estrutura populacional de muitas
espécies (riqueza, abundancia, zonagdo), bem como interferéncias antrépicas e outros fatores
ambientais (temperatura, pH, salinidade, disponibilidade de recurso energético (OMENA &
AMARAL, 2003; BRAUK, 2008, SILVA, 2008).

O crescente grau de urbanizacdo (construcdo de quiosques, duchas) e a exploragcdo
recreativa e turistica t€ém alterado a fisionomia vegetal nativa associada a dunas a fim de propor
melhorias nos servigos prestados aos frequentadores (DEFEO et al. 2009; VELOSO et al.
2008).

Dentre os estudos realizados em relacdo a comunidade bentdnica de praias urbanas, foi
observado que o pisoteio resultante de atividades recreativas, por exemplo, desencadeou um
possivel efeito negativo alterando a composicdo e diminuindo abundancia da macrofauna
(COSTA etal. 2013). As atividades recreativas sao responsdveis pela diminui¢do da densidade
e modificacdes na estrutura das populagdes de alguns crustaceos (ROSA & SOUTO, 2010) e
insetos (VIEIRA, 2011) e eventos de poluicdo por liberacdo de produtos quimicos em praias
resultam em eventos de alto impacto sobre a comunidade bentdnica de praias (GESTEIRA, &
DAUVIN, 2000; SAN VICENTE & SORBE, 2001; JUNOY et al. 2005; DE LA HUZ et al.
2005; AMARAL, 2016).

1.2 Emerita portoricensis

Emerita ¢ um género de decdpodes que pertence a familia Hippidae, conhecidos
popularmente como caranguejos de toupeira, caranguejos de areia ou tatuis. Emerita
portoricensis SCHMITT, 1935 € um pequeno crusticeo que vive enterrado na zona entremarés
de praias arenosas, tanto dissipativas como refletivas, podendo ser encontrada no Nordeste
brasileiro, do Maranhdo a Sergipe, e também nas Américas, desde a Venezuela, Colombia, até
as Antilhas e o Sudeste dos Estados Unidos, na Flérida (HUBBARD & DUGAN, 2003;
LECARI & DEFEO, 1999; RODGERS, 1987). A espécie apresenta dimorfismo sexual ao
alcancar a maturidade sexual, em que as fémeas apresentam maior tamanho corporal que os

machos (DELGADO & DEFEO, 2006) (Fig. 1).
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Figura.1 Emerita portoricensis. Individuo fémea: fotografia da regido dorsal (A) e ventral (B);

fotografia de individuo macho: regido dorsal (C) e ventral (D). Fotografia. Otoniel Lima.
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Apresentam uma alta plasticidade fisiologica e sdo considerados indicadores de
qualidade ambiental, além de possuir um papel importante como recurso alimentar a varios
predadores (PETRACCO et al. 2003; PEREZ, 1999), caracterizando assim uma espécie de
importancia relevante a saide de praias onde € encontrada.

Os tatuis podem ser utilizados como organismos modelo para estudos ecoldgicos,
fisiol6gicos, comportamentais uma vez que possuem sensibilidade a variacdes do ambiente
decorrentes de impactos antropico (e. g. ecologicos, SCHATZLEIN & COSTLOW, 1978;
DEFEO & CARDOSO, 2002; e.g. fisiologicos SURESH. et al. 1995; CELENTANO &
DEFEOQ, 2006; CANSI, 2007, e.g. padroes morfodindmico do ambiente, PERRY, 1980.). Ao
longo do dia, os tatuis migram entre as zonas da praia conforme a varia¢do da maré, expondo-
se sobre o substrato mediante a acdo das ondas; e deslizam de uma drea a outra por meio do
deslizamento direcionado pela for¢a do recuo da onda na zona de “swash”, realizando assim
um mecanismo de fuga (CANSI, 2007).

Diversos estudos (FERDIN, et al. 2002; POERSH, et al. 2006; CANSI, 2007; PEREZ,
1999) evidenciam a importincia de se estudar o género Emerita, uma vez que o diagndstico
da qualidade do ambiente € facilmente refletido pelos padrdes de distribuicdo de ecologia
populacional e comportamental dos representantes deste grupo de crusticeos (LECARI &

DEFEO, 2003; VELOSO et al. 2006).
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2. Objetivo geral

Avaliar a ecologia populacional de E. portoricensis nos periodos seco e chuvoso em duas

praias sob diferentes niveis de pressdo antrdpica (i.e., fluxo de banhistas) na costa da Paraiba.

2.1 Objetivo especificos

e Comparar a densidade, abundincia e razdo sexual para as populacdes de E.
portoricensis em praias com menor (Barra de Camaratuba - preservado) e maior fluxo
de banhistas (Intermares- perturbado).

e Comparar o peso e comprimento dos individuos em ambas as praias.

e Comparar a fecundidade das fémeas ovigeras de ambas as praias.

3. Materiais e métodos

3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em duas praias arenosas do Estado da Paraiba, Nordeste do
Brasil, ambas definidas como intermedidrias quanto a comportamento morfodindmico
(DEAM, 1973): a Praia de Barra de Camaratuba (6° 34'57.90” S, 34° 57 '59.80” O) ¢ a Praia
de Intermares (7° 02'48.38” S, 34° 50' 27,62” O) (Fig. 2). A praia de Intermares (praia urbana,
com maior fluxo de pessoas, e denominada neste trabalho como “impactada”), situada no
municipio de Cabedelo — PB, possui 3km de extensdo e € caracterizada por ser uma praia
frequentada por adeptos do surf, kitesurf e banhistas, e tem fluxo de pessoas intensificado
durante periodo de férias (dezembro, janeiro, junho e julho).

A praia de Barra de Camaratuba (praia com menor fluxo de pessoas, denominada como
“menos impactada”) estd situada no municipio de Mataraca, ao norte da Paraiba possui cerca
de 4,3 km de extensdo, possui poucos empreendimentos imobilidrios na regido e o fluxo de

pessoas € baixo, uma vez que estd localizada distante dos centros urbanos.



19

Figura. 2- Mapa de localizagdo dos pontos de coleta (A) Praia de Barra de Camaratuba- Mamanguape (B) Praia

de Intermares- Cabedelo — Paraiba. Autor: Otoniel Lima.
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3.2 Amostragem

3.2.1 Coletas

O estudo foi realizado durante o periodo seco (fevereiro, margo, abril) e chuvoso
(julho, agosto e setembro) de 2016. Para a coleta dos espécimes foram selecionados, na regido
entremarés, trés transectos (T1, T2 e T3) medindo 50 m paralelos a linha da praia com 100 m
de distancia entre eles. Em cada transecto foram feitas 10 amostras equidistantes 5m
(horizontalmente), utilizando cilindro metalico (corer) de 28 cm de diametro por 30 cm de

altura. (Fig. 3).
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As coletas foram realizadas durante a maré vazante de sizigia. A triagem dos animais
foi realizada in situ, com uma peneira de malha 2 mm, os animais coletados foram
devidamente anestesiados (mentol 30%) e fixados com dlcool a 70% e, em seguida,
acondicionados em potes plésticos, devidamente etiquetados e levados para o laboratério, onde
foram quantificados, identificados e mensurados. A captura dos exemplares foi assegurada por
licenca SISBIO (n° 50080-1). Os animais utilizados no desenvolvimento do projeto serdo

doados ao acervo de invertebrados marinhos da Universidade Estadual da Paraiba.

3.2.2 Fatores abidticos das praias

Foram medidos os seguintes parametros, temperatura, salinidade e perfil
granulométrico de ambas as praias. A temperatura foi aferida a cada amostragem no centro do
corer a cada 5 metros com um termdémetro espeto Matsuri (Av -50 a +300); a salinidade foi
medida com um refratbmetro portatil de alta resolucido (RTS-101 ATC), a partir de amostras
de 4dgua retiradas de dentro do corer durante a coleta de individuos.

Para a obtencao do perfil granulométrico de cada praia, foi feita a amostragem de 6 kg
de areia das trés regides da praia (infralitoral, mesolitoral e supralitoral), sendo 2 kg para cada

regido. Em seguida as amostras foram secas e misturadas, processadas e agitadas numa
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maquina de separagdo granulométrica, com peneiras onde a abertura variou de (2; 1; 0,5; 0,25;
0,125; 0,063; <0,063 mm). O substrato foi processado a separag@o por 15 min e todo material

retido nas peneiras foi pesado para estimativa de propor¢ao granulométrica.

3.2.3 Fluxo de pessoas

O fluxo de pessoas foi mensurado através da contagem direta das pessoas que
frequentavam a praia no momento da coleta. O censo em ambos os periodos (seco e chuvoso)
foi feito de maneira continua em intervalos de 5 min durante a amostragem dos animais, de
forma que todas as pessoas que estavam dentro dos limites do transecto (50m) eram
contabilizadas. Para cada coleta realizada, eram feitos trés transectos para contagem de

pessoas, de forma que foram realizados nove censos por periodo amostrado, em cada praia.

3.2.4 Densidade e biometria de Emerita portoricensis

A densidade de E. portoricensis foi obtida utilizando a formula d (densidade) = nimero
de individuos coletados/ drea total amostrada. A biometria e identifica¢do os animais coletados
foi feita em laboratério (seguindo EUTROPIO, 2006). Para determinagio sexual, a presenca
ou auséncia de gondporos na coxa do terceiro par de pernas foi utilizada na determinacao dos
machos, e, para as fémeas, observou-se pledpodes maduros (estruturas pares que sustentam a
massa de ovos). Fémeas com massas de ovos foram definidas como ovigeras, e as que
possuiam pledpodes sem ovos foram definidas como fémeas nao ovigeras (DELGADO &
DEFEOQ, 2006); os machos reprodutivos foram classificados através da presenca de papilas e
gondporos presos ao quarto par de peredpodes. O estidgio de vida (adultos/jovens) dos
individuos foi determinado pela presenca gonéporos (DELGADO & DEFEQ, 2006).

Com um paquimetro universal de metal (0,05mm-150mm) foram determinados: o
comprimento longitudinal (mm), a partir do rostro (eixo anterior-posterior); a largura do corpo
(mm), através do eixo transversal na regido média do corpo; e a altura do corpo (mm), a partir
do eixo ventral-dorsal (NAKAGAKI, 1999). A pesagem dos animais foi feita utilizando uma
balanga analitica (Schimadzu AUY220, 0,1 mg de precisdo).
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3.2.5 Fecundidade

Para estimativa de fecundidade, retirou-se a massa de ovos de cada fémea e dissociou-
se em placa de Petri em solu¢do aquosa 5 ml com concentragdo de 2% de NaClO.
(EUTROPIO, 2006). Apés a dissociagdo, os ovos foram transferidos para uma placa de cultivo
celular (24 pocos) onde foram submetidos a uma leitura de absorbancia (470 nm), perfazendo
uma varredura por toda a extensdo do pogo em uma leitora de microplacas (SpectraMax I3x).
Anteriormente, através de contagem manual, uma curva padrdo foi construida relacionando
numero de ovos (0 — 5000) com a absorbancia lida. O niimero de ovos de cada fémea foi

estimado através de regressao linear utilizando a curva padrao.

3.2.6 Andlises estatisticas

N

Os dados foram testados quanto a normalidade (teste de Shapiro Willk) e
homocedasticidade (teste de Levene). A distribuicdo dos dados mostrou-se ndo normal e nao
homogénea; dessa forma, foram utilizados testes ndo paramétricos para as analises
populacionais.

O teste U de Mann Whitney foi utilizado para comparar o fluxo de pessoas entre as
praias, a densidade, comprimento e peso dos individuos de acordo com o sexo, estdgio de vida
e estado reprodutivo.

Através do teste H de Kruskal Wallis, foi feita a comparacao entre densidade geral de
individuos coletados nas praias no periodo seco e chuvoso. Foi feita uma correlagdo de

Spearman entre a propor¢do de ovos produzidos pelas fémeas com seu comprimento e peso.

4. Resultados e discussao

4.1. Fatores abidticos e fluxo de pessoas nas praias

As praias de Barra de Camaratuba (referéncia) e Intermares (perturbado) apresentaram
caracteristicas morfodinamicas semelhantes, ambas possuem substrato constituido por areia
fina (0,250mm) e média (0,500mm) segundo a escala de Wentworth (SUGUIO, 1973) (Tab.
1), sdo levemente inclinadas, com forte atuacio das ondas. Intermares possui 73,68% de seu

substrato constituido de areia fina, Barra de Camaratuba tem maior propor¢do de areia média
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(42,99%) e areia grosseira (46,92%). Os padrdes de composi¢do do substrato da praia,
influenciam no estabelecimento da populacdo bentdnica (COUTINHO, 2013.). Os dados
abidticos analisados (salinidade e temperatura) também se apresentaram semelhantes em
ambas as praias (Quad. 1). Os dados abiéticos (tamanho da particula de sedimento, salinidade
e temperatura) obtidos em ambas as praias é semelhante. E seguindo os padrdes estabelecidos
por Wright & Short, (1984) ambas as praias sdo consideradas intermedidrias.

Essas semelhangas entre as caracteristicas abidticas sdo evidenciadas pela
geolocalizag¢do na plataforma continental influenciadas assim pelo perfil climético da regidao

(HALLERMEIER, 1980).

Quadro. 1- Temperatura e salinidade da dgua intersticial das praias arenosas amostradas no litoral da Paraiba:
Barra de Camaratuba (baixo fluxo de banhistas) e Intermares (alto fluxo de banhistas), nos periodos seco
(fevereiro, margo, abril) e chuvoso (julho, agosto, setembro), 2016. Dados apresentados como média + erro

padrao.

Barra de Camarataba Intermares

Perindos Temperatura (°C) | Salimidade (%) | Temperatura (°C) | Salmidade (%)
Chuvoso 28628 375+£44 265£35 3I55+£47
Seco 314+36 36 6£39 208+50 36172

Tabela. 1 — Composicdo granulométrica (%) das praias de Barra de Camaratuba e Intermares, Paraiba, Brasil.

Didmetro de malha das peneiras em milimetros (mm).

Composigdo granulométrica
Malha da peneira(mm) Praia de Intermares (%) Praia de Barra de Camaratuba (%)

2 0 3.662667
1 0.258800 46.92667
0.5 4.051500 42.99867
0.25 73.68233 5.950283
0.125 19.76183 0.421167
0.063 2.024667 0.040550

<0.063 0.220833 0.00

Total 100 100

O maior fluxo de pessoas pode constituir um fator estruturador importante das

populacdes de E. portoricensis amostradas. Foi registrado um fluxo médio de pessoas varidvel
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durante os meses em que o estudo foi realizado. Barra de Camaratuba apresentou o fluxo
médio de pessoas (periodo seco: 0,05 + 0,01 pessoas/5 minutos; periodo chuvoso: 0,06 + 0,03
pessoas/5 minutos) e Intermares (periodo seco: 2,1 + 0,07; periodo chuvoso: 1,9 + 0,03). A
praia de Intermares apresentou maior fluxo de pessoas em relacdo a Barra Camaratuba em
ambos os periodos amostrados (U=20029,50, p <0,001), chegando a ser 35 vezes maior no
periodo seco, caracterizando maior ocupacio e consequentemente maior atividade recreativa.

(Fig. 4).

Figura 4 - Fluxo médio de pessoas nas praias de Barra de Camaratuba e Intermares durante a coleta no nos
periodos seco (fevereiro, margo e abril) e chuvoso (julho, agosto e setembro), em 2017. As letras mostram a

diferenca estatistica (U=220029,50, P<0,001), barras com colunas indicam a média com desvio padrao.
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Outros trabalhos utilizam andlises do censo de pessoas para caracterizar O uso
recreativo das praias (VELOSO et al. 2008; 2009; 2011; VIEIRA et al. 2012; VIEIRA 2015;
REYES-MARTINEZ et al. 2015), classificando o pisoteio humano como um distirbio
tempordrio (DEFEO et al 2009), mas que pode ter efeitos cronicos no ambiente.

Organismos podem apresentar mudancas em seus padroes fisiologicos e de
distribuicdo, uma vez que a perturbacdo do ambiente deixa de ser pontual tornando-se cronica.
O desenvolvimento de aclimatizacdes, habituacdes ao fator estressor podem induzir mudancas
na estrutura e ontogenia (crusticeos, moluscos, insetos, poliquetas dentre outros) da populagdo
afetada localmente (CHELAZZI & VANNINI, 1988; SCAPINI et al. 1995; BROWN, 1996;
SCAPINI, 2006).
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Estudos com énfase na densidade de Ocypode. quadrata (Fabricius, 1787) (NORIEGA
et al. 2012; VIERA. 2012) demonstraram que o pisoteio humano influencia negativamente a
distribuicdo de espécimes na regido praial; outros afirmam que o pisoteio intenso a longo prazo
pode resultar em diminui¢do na densidade e distribuicio de outros macroinvertebrados

(LUCREZI et al.2009B; SCHLACHER et al. 2010).

Estudos como Vieira et al. (2012) e Dutra et al. (2011) demonstraram que praias com
alto fluxo de pessoas apresentam maior compactagdo da areia, dificultando, assim o
estabelecimento de individuos bentonicos na regido afetada. Esses trabalhos corroboram os
dados deste trabalho, uma vez que, durante o periodo seco (maior fluxo de pessoas) na praia
de Intermares, a populagdo de E. portoriscensis apresentou as menores densidades. O fluxo de

pessoas pode estar afetando a distribuicdo da espécie estudada em questao.

4.2. Abunddncia e densidade de Emerita portoricensis

Foi registrado um total de 252 espécimes de E. portoricensis nas duas praias
amostradas. A abundancia foi maior em Barra de Camaratuba (n = 171; 28,5 + 13,2) do que
em Intermares (n = 81; 13,5 + 15,2; teste U=5183.000 p<0,0001). A maioria dos espécimes
era adulta em ambas as areas (56,72% em B. Camaratuba; 75,30% em Intermares). A razao
sexual geral para Barra de Camaratuba (machos:89; fémeas 82) e Intermares (machos: 38;

fémeas: 43) Chi quadrado=100,157, gl.1; P<0,001; Quad. 2).

Quadro. 2 - Proporg¢ao sexual média de Emerita Portoricensis das praias de Barra de Camaratuba

(Mataraca) e Intermares (Cabedelo), Paraiba. 2016.

Proporc¢ao sexual

Média de machos * | Média de fémeas + | Razdo

Praias desvio padrao/ n° de (desvio padrao/ n° de| sexual

individuos individuos (M/F)

Barra de Camaratuba 148+ 106 135£59 1,1/1
(n=89) (n=82)

Intermares 6,3+82 T1£71 0,8/1
(n=38) (n=43)
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Figura. 5 - Frequéncia de Emerita portoriscensis encontrados nas praias de (A) Intermares e (B) Barra de

Camaratuba nos periodos seco (fevereiro, margo e abril) e chuvoso (julho, agosto e setembro) 2016.
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que em Barra de Camaratuba (2,7 + 3,8 individuos/m?; H=19,26, P<0,0005) no periodo seco.
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Ambas as praias no periodo chuvoso apresentaram densidades semelhantes: em Intermares,
1,48 + 2,6 individuos/m?, e em Barra de Camaratuba,1,9 + 3,2 individuos/m? (H=0,375, P =
0,0846) (Fig. 6).

Figura 6 — Densidade média de Emerita portoricensis, nos periodos seco (julho, agosto e setembro) e chuvoso
(fevereiro, marco e abril), nas praias de Barra de Camaratuba (maior densidade) e Intermares (menor
densidade), Paraiba, Brasil. 2016. As letras representam a diferenca estatistica entre a densidade populacional
geral de individuos coletados, pontos representam maiores densidades encontradas em cada periodo, os

retangulos representam a média + desvio padrdo. Teste H, P<0,005.
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Nao houve variacio na densidade de E. portoricensis ao longo dos meses em ambas as
praias. Entretanto, Barra de Camaratuba apresentou maiores densidades, quando comparada
com Intermares, nos meses de fevereiro (3,2 + 4,7 individuos/m?; 0,6 + 1,1 individuos/m?),
marco (3,0 £ 3,9 individuos/m?; 1,1 £ 2,0 individuos/m?2) e abril (1,8 + 2,4 individuos/m?; 0,3

+ 1,6 individuos/m?) (Teste U, P<0,005) (Fig. 7).

Figura 7 — Densidade média mensal de Emerita portoricensis nas praias de Barra de Camaratuba (Mataraca) e

Intermares (Cabedelo), Paraiba, Brasil. Os asteriscos representam diferenca estatistica na densidade de

individuos entre as praias, Teste U, P<0,005.
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A densidade de fémeas e machos em Barra de Camaratuba no periodo seco foi maior
do que em Intermares. No periodo chuvoso ambas as praias apresentaram densidade de fémeas
e macho semelhante (P<0,005) (Fig.8A). A densidade de adultos em Barra de Camaratuba foi
maior que a de jovens (adultos - 0,13 + 0,08; jovens- 0,03 £ 0,04 individuos/m?). A mesma
densidade encontrada em barra de Camaratuba para individuos adultos também foi maior
quando comparado a densidade de adultos de Intermares no periodo seco (U, P<0,005); em
Intermares, a densidade de adultos em relagdo a jovens foi maior no periodo seco (0,06 + 0,04
individuos/m?; jovens: 0,01 £+ 0,001 individuos/m?, P<0,049) (Fig.8 B). No periodo chuvoso,
as densidades de adultos e jovens para ambas as praias se mostraram semelhantes.

Foi registrado que em Barra de Camaratuba a densidade de machos ndo espermat6foros
foi maior (0,14 + 0,21 individuos/m?) que os machos espermatéforos (0,02 + 0,01

individuos/m?; U=10.500, P<0,005). (Fig.8C).
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Figura. 8 - Densidade de Emerita portoricensis de acordo com (A) sexo, (B) maturidade, (C) estagio

reprodutivo, nas praias de Barra de Camaratuba e Intermares, Paraiba. # indica diferenca estatistica entre as

praias para cada categoria no periodo seco. & indica diferenca estatistica entre estdgio de maturidade no

periodo seco. * indica diferenca estatistica entre estagio reprodutivo dos machos no periodo seco (teste U,

E

Densidade ( n® de individuos/ m?)

Densidade { n® individuos! m?)

Densidade { n° de individuos! m*)

LI

04

03

0.2 -

LA |

LLEE]

=
L=

&

5

=
e

=
i

2

=

=
h

0.4

0.3

=
b

-

=
=]

Barra de Camaratuba

P<0,005).

Intermares

. Periodo seco

# =3 Periodo chuvoso
W
Macho Femea Macho Femea
Barra de Camaratuba Intermares
E Periodo seco
= Periods dhiivoss
#E
I &
I |J_‘ ) ﬂ | i
| m [ | - [
Adulig Jovem Adulto Jovem
Barra de Camaratuba Intermares m Periodo seco

.

=1 Pernodo chinvoso

-

1§
s

ﬁ;.

e
e

" 6‘:'. LA LR : :‘1“
§ 8 e e W o
W o
A



30

7

A densidade em ambas as praias € considerada baixa quando comparada com
congéneres E. brasiliensis (5,8 individuos/m?) encontrado por VELOSO et al. (2006) na praia
de Grumari/RJ, com caracteristicas semelhantes a Camaratuba, distante de centros urbanos,
onde, durante o periodo de primavera e verdo, foram encontradas maiores densidades. Em
contrapartida, Sastre (1990) observou maiores densidades de qué durante o periodo seco nas
Baias de Mayaguez e Anasco em Porto Rico.

Em Barra de Camaratuba, foram encontradas maiores densidades de fémeas nos meses
de margo e julho; em Intermares, foi encontrado maior densidade em julho. Calado (1990b) e
Veloso et al. (1995) encontraram densidades de fémeas ovigeras de E. portoricensis em
fevereiro, junho e julho, corroborando assim os dados obtidos neste trabalho.

Curo (1989), Contreras et al. (1999 e 2000) e Petracco et al. (2003) encontraram
maiores densidades no verdo de fémeas ovigeras de Emerita analoga. Osério et al. (1967)
Contreras et al. (2003) apds encontrar maior densidade de fémea ovigera em fevereiro definiu
esse como o de reproduc¢do de E. analoga. Calado (1990d) e Herbest, 1971 encontraram maior
densidade de fémeas ovigeras do crustdceo Hippa testuninaria no periodo de janeiro a julho.
Esses estudos evidenciam um padrdo de preferéncia em utilizar periodos mais quentes para
iniciar o periodo reprodutivo.

A praia de Intermares € muito frequentada por banhistas e para a prética de esportes
como surfe, o que viabiliza maior fluxo de pessoas no local, pesca e atividades como
caminhada, comércio informal. Essas atividades sdo realizadas continuamente e intensificadas
nos meses de férias de dezembro a fevereiro e de julho a agosto, promovendo ainda mais os
impactos antrépicos na regido. O efeito causado pelo intenso pisoteio das praias € responsavel
pelo principal impacto oriundo das atividades recreativas (ANDERSEN 1995; MCLACHLAN
& BROWN 2006; TALORA et al. 2007; DUGAN & HUBBARD 2010), uma vez que a regido
de areia descoberta no periodo de baixa mar com auséncia de vegetacdo € caracterizada pela
maior concentragdo dessas atividades determinando efeitos negativos sobre a populagdo
bentonica (SCHLACHER & THOMPSON 2012). A menor abundancia e densidade de
individuos podem estar associados a tais fatores negativos influenciando assim o recrutamento

(mudanga de estdgio levando a maturidade sexual) e reprodugdo da espécie.
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4.3. Comprimento e peso de Emerita portoricensis

Em ambas as praias as fémeas foram maiores (Barra de Camaratuba: 1,4 + 0,4 cm;
Intermares: 1,9 £ 0,9 cm) que os machos (Barra de Camaratuba - 0,9 £ 0,16 cm; Intermares -
0,8 * 0,30 cm, Teste H, P<0,001). Entretanto as fémeas encontradas em Intermares
apresentaram maior peso e comprimento (0,7 + 0,2g; 1,9 + 1,8 cm) em comparativo a fémeas

de Barra de Camaratuba (0,46 + 0,16g; 1,4+ 1,5 cm) teste H, P<0,001). (Fig.9).

Figura. 9 -Comprimento (A) e peso (B) médio de fémeas e machos de Emerita portoricensis nas praias
de Barra de Camaratuba e Intermares, Paraiba. Letras diferentes indicam diferenca estatistica no

comprimento e peso de machos em fémeas. Teste H, P<0,001
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Foi observada diferenca entre o tamanho e peso entre machos e fémeas para a espécie
E. portoriscensis. Outros estudos relatam a existéncia de dimorfismo sexual, maior peso das
fémeas em relacdo ao macho nas espécies E. brasiliensis E. analoga, E. talpoida, FE.
testudindria (OSORIO et al. 1967; PENCHASZADEH, 1971; SANCHEZ & ALAMO,1974;
CALADO, 1990b, CONTRERAS et al. 2000 E LEPEZ et al. 2001). Calado (1990b)
demonstrou que durante o periodo reprodutivo a massa corpdrea das fémeas ovigeras aumenta
de forma significativa em relacdo as ndo ovigeras, destacando em parte a massa de ovos
contribui para essa avaliacdo.

Segundo Veloso et al. (1995), o menor tamanho da carapaca do macho possibilita
sucesso na cOpula, permitindo a fixagdo dos machos nas fémeas representando uma adaptagao
reprodutiva para a espécie, uma vez que as praias representam ambientes altamente dindmicos
devido a energia das ondas e oscilagdes das marés, Cansi (2006) relata que em fémeas ovigeras
0 maior tamanho e peso garantem eficiéncia no cuidado parental no periodo reprodutivo porem
limitam a mobilidade durante o comportamento de escape.

Em Barra de Camaratuba foram encontradas maiores fémeas ovigeras (2,6 £ 0,9cm) e
com maior peso 1,43 £ 0,13mg em relacdo a Intermares (2,1 £ 0,4cm; 0,94 +0,06mg,
respectivamente). Intermares proporciona maior grau de perturbacao sobre a populagdo local
de E. portoricensis e as fémeas, além de utilizarem o recurso energético obtido para garantir a
producdo de ovos e sobrevivéncia, podem estar direcionando parte desse recurso na
manutencdo do metabolismo (adquirindo resisténcia a patégenos e maior atividade de escape,
recurso esse que poderia ser usado no crescimento € biomassa).

Isso foi demonstrado, por exemplo, em uma revisdo descritiva (Livro vermelho) do
status de preservacdo para o subfilo de crusticea, onde foi constatado a diminui¢do na taxa
reprodutiva de diversas espécies na Ordem decdpoda (Aeglidae, Caridea, Carpiliidae,
Palaemonidae, Palinuridae, Atyidae) mediante a perturbacdes antrépica como, pesca, acesso
de pessoas ao habitat, descaracterizacdo do ambiente natural (PINHEIIRO M. & BOOS H,
2014).

Em contrapartida, ambientes preservados contribuem positivamente na estabilidade
das populacdes de crusticeos. Segundo Hill (2012) ambientes estdveis possibilitam aos
organismos que nele habitam, melhor aproveitamento da energia obtida do meio garantindo
assim seu desenvolvimento e reproducdo. Uma vez que em Barra de Camaratuba (referéncia)
estd exposta a menor impacto antrépico, torna-se um ambiente mais estdvel que Intermares

ambiente favordvel ao crescimento e ganho de biomomassa pela populagdo local.
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4.4 Fecundidade de Emerita portoricensis

Em ambas as praias, a quantidade de ovos encontrada nas fémeas foi semelhante (Barra
de Camaratuba - 723 + 3,3 ovos/ fémea; Intermares - 691,6 + 2,3 ovos/ fémea). Em Barra de
Camaratuba a distribui¢ao de frequéncia com enfoque na classe de comprimento demonstrou
maior agrupamento de fémeas ovigeras nas classes 2,1 - 2,3 cm, porém foram encontrados
individuos nas classes de 1,6 - 3,0. Em Intermares, a maior frequéncia foi na classe 2,2 cm e

foram encontradas fémeas agrupadas entre as classes 1,9 — 2,7 cm (Fig. 10)

Figura 10 - Distribuicdo de frequéncia das fémeas ovigeras encontradas nas praias de Intermares

(Cabedelo) e Barra de Camaratuba (Mataraca), Paraiba.2017.
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O nimero de ovos produzidos pelas fémeas de E. portoricensis em Barra de
Camaratuba apresentou uma correlacdo positiva em relagdo ao comprimento - fémeas de
maiores possuem a tendéncia a produzir mais ovos que as menores (R?=0,407; P<0,005). Em
Intermares, entretanto, o comprimento ndo teve relacdo com a quantidade de ovos produzido
pelas fémeas (R?2=0,0017) (Fig.11).

Em Barra de Camaratuba a variacdo do peso das fémeas ovigeras foi de 0,39 a 2,37g.
com média de 1,43 + 0,13 mg, em Intermares as fémeas ovigeras apresentaram peso entre 0,19
a2,50 £ 0,04 g. A correlacdo obtida através da andlise do nimero de ovos e peso mostrou que
em Barra de Camaratuba fémeas com maior peso produziram mais ovos (R? = (0,5016) e em

Intermares essa relacdo foi minima (R? = 0,0017). (Fig. 11).
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Figura 11 — Fecundidade: Correlagdo do N° de ovos com o (A) comprimento (mm) o (B) peso (g) das
fémeas ovigeras coletados nos periodos (seco e chuvoso) nas praias de A) Barra de Camaratuba (Mataraca) e

B) Intermares (Cabedelo), Paraiba, Brasil, durante o periodo de fevereiro, margo, abril, julho, agosto e

setembro/2016
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Foram encontradas fémeas ovigeras durante todo periodo em que o estudo foi realizado
em ambas as praias; ndo sendo registrados picos. Calado (1990b) descreveu o mesmo padrdo
reprodutivo para E. portoricensis, ¢ evidenciou que houve aumento no aumento da
fecundidade entre o verdo e a primavera. Veloso et al. (1995) e Eutrépio et al. (2006)
encontraram padrdo semelhante para a espécie E. brasiliensis.

Diversos estudos demonstram a alta fecundidade presente no género, em que as fémeas
produzem grandes quantidades de ovos e os mantém sob cuidado parental. Contreras (2000)
encontrou para espécie de E. analoga fémeas que produziram de 1386 a 11937 ovos
demonstrando grande variacdo entre fecundidade, porém, Osério et al. (1967) encontraram,
para a mesma espécie, valores bem inferiores, cerca de 538 a 886 ovos/fémea, enquanto

Sanchez & Alamo (1974) registraram de 675 a 9000 ovos.
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A relagdo entre nimero de ovos € com 0 comprimento € peso permite comparar entre
as fémeas ovigeras a associa¢@o do seu padrao morfoldgico com grau de fecundidade. Eutrépio
et al. (2006) observou em fémeas de E. brasiliensis uma correlacdo positiva entre o
comprimento e a quantidade de ovos produzidos. Para Intermares, esse padrdo ndo foi
registrado, sugerindo que algum fator estressor como (atividades recreativas, intenso fluxo de
pessoas, contaminagdo aqudtica) pode estar causando alteragdes na producdo de ovos das
fémeas.

Foi visto que as fémeas maiores continham mais ovos e a capacidade que cada fémea
possui € proporcional ao seu tamanho, porém, a fecundidade das fémeas estd relacionada nao
somente ao seu comprimento, mas também a alteracdes do ambiente, como poluicao,
contaminacgdo aquética, que podem desencadear interrupcdes do periodo reprodutivo, levando
a ineficiéncia na renovacdo da populacdo em questdo afetada. Em E. brasiliensis, Veloso et
al. (1995) observaram que varia¢des na temperatura da 4gua do mar por exemplo, induzem o
aumento ou diminui¢cdo no nimero de ovos produzidos, indicando que a fecundidade das
fémeas possui intima relagdo com fatores abiéticos do meio em que vivem. Em ambas as praias
a temperatura foi semelhante ao longo dos dois periodos demonstrando estabilidade, a relacao
entre a producdo de ovos ser menor em Intermares pode estar associada ao impacto humano

na regiao.
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5. CONCLUSAO

Em Intermares foi encontrado maior fluxo de banhistas em ambos os periodos, em
contrapartida em Barra de Camaratuba o fluxo foi menor.

A densidade, abundancia de individuos em Barra de Camaratuba foi maior do que a
encontrada em Intermares.

Em Barra de Camaratuba foram encontradas maiores fémeas ovigeras.

Foi visto uma correlagdo positiva entre o nimero de ovos das fémeas ovigeras de Barra
de Camaratuba com o comprimento e peso, em Intermares nao houve correlacdo entre esses

parametros
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Andlise da tolerancia a salinidade e avaliacdo do mecanismo MXR como biomarcador de

contaminagdo aqudtica em Emerita portoricensis Schmitt, 1935

Capitulo IT



RESUMO

Os ambientes aquéticos sdo diversos com variagcdes nas composicoes fisico-quimicas
bem como sdo influenciados por fatores gerados por perturbacdes antropogénicas. Os
crustaceos possuem adaptacdes estruturais, comportamentais e fisioldgicas que lhes conferem
eficiéncia no controle osmo-idnico e resisténcia a eventuais téxicos liberados no meio
aquético. O seguinte capitulo tem por objetivo avaliar a capacidade de regulacdo do teor de
hidratag¢@o das branquias e do musculo abdominal de E. portoricensis diante de variacdo de
salinidade ao longo de 24h.Também, tem o propdsito de identificar o mecanismo de resisténcia
a multixenobidticos (MXR) e comparar a atividade do mecanismo em individuos coletados
em praias com diferente nivel de antropizacdo. Foram coletados individuos em B. de
Camaratuba, Intermares e Manaira. Os individuos coletados em B. de Camaratuba (praia
preservada) foram submetidos as salinidades 20, 30, 40%o por 3, 6, 12, 24h para analise da
capacidade de manutencdo do teor de hidratacao tecidual. Para tanto, a branquia e o musculo
abdominal foram amostrados e em seguida foi obtido peso imido. Os tecidos foram secos em
estufa por 24h (60°C) para obtenc@o do peso seco e foi calculada a porcentagem de dgua. A
atividade do mecanismo MXR branquial foi avaliada em individuos coletados nas 3 praias
através de ensaios de acimulo de Rodamina-B na presenga ou auséncia de verapamil (inibidor
da proteina P-gp, base molecular do mecanismo). Os dados obtidos foram tratados e
submetidos a analises estatisticas. Em relagdo ao teor de hidratacdo tecidual, branquia e
musculo perderam 4gua na salinidade mais alta, 40%o0, em todos os tempos experimentais
(p<0,001- One Way ANOVA). Quanto ao mecanismo MXR, ndo houve diferenca no acaimulo
de rodamina na presenga ou auséncia de verapamil, o que indica que a proteina P-gp pode ter
importancia secunddria no mecanismo de defesa desses crustidceos. Entretanto, quando foi
comparado o acimulo de rodamina em espécimes das diferentes praias analisadas, foi
encontrado um menor acimulo de rodamina na branquia de individuos coletados na praia de
Manaira (p<0,001- One Way ANOVA), o que indica uma maior atividade do mecanismo
MXR, evidenciando assim uma possivel contaminagao aquatica na regiao.

Palavras-chave: Tatuis. Rodamina. Verapamil. P-gp. Teor hidrico. Polui¢do



ABSTRACT

Aquatic environments are diverse with variations in physico-chemical compositions as
well as being influenced by factors generated by anthropogenic disturbances. The crustaceans
have structural, behavioral and physiological adaptations that give them efficiency in osmo-
ionic control and resistance to toxics released in the aquatic environment. The objective of this
chapter is to evaluate the ability of E. portoricencis to regulate gill and abdominal muscle
hydration upon salinity variation over 24 hours. It is also intended to identify the mechanism
of resistance to multixenobiotics (MXR) and compare the mechanism activity in individuals
collected on beaches with different levels of anthropization. Individuals were collected in B.
de Camaratuba, Intermares and Manaira. The individuals collected at B. de Camaratuba
(preserved beach) were submitted to salinities 20, 30, 40 %o for 3, 6, 12, 24h, to analyze the
capacity of maintenance of the tissue hydration content. For this, the gill and abdominal muscle
were sampled, and then wet weight was obtained. The tissues were dried at 60 ° C for 24 h to
obtain the dry weight and the percentage of water was calculated. The activity of the gill MXR
mechanism was evaluated in individuals collected at the 3 beaches through Rhodamine-B
accumulation assays in the presence or absence of verapamil (inhibitor of the P-gp protein,
molecular basis of the mechanism). The obtained data were treated and submitted to statistical
analysis. Regarding tissue hydration, muscle and gills lost water at higher salinity (40 %o) in
all experimental times (p <0,001- one-way ANOVA). Regarding the MXR mechanism, there
was no difference in the accumulation of rhodamine in the presence or absence of verapamil,
which indicates that the P-gp protein may have secondary importance in the defense
mechanism of these crustaceans. However, when was compared the accumulation of
rhodamine in specimens of the different beaches analyzed, a lower accumulation of rhodamine
was found in the gills of individuals collected in the beach of Manaira (p <0.001 - One Way
ANOVA), indicating a greater activity of the mechanism MXR, thus evidencing a possible
aquatic contamination in the region.

Key words: Tatuis. Rodamina. Verapami. P-gp. Tissue hydration contet. Pollutio
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1. INTRODUCAO

1.1 Ambiente marinho

Os organismos aquéticos sdo desafiados constantemente por oscilagdes que ocorrem
no ambiente que vivem, seja por meio perturbacdo geradas pela antropizagdo (contaminagdo
aqudtica por metais, produtos quimicos, poluicdo, etc.), variagdo na disponibilidade de
recursos energéticos, resposta de escape a possiveis predadores e variagdo nos parametros
fisico-quimicos da 4gua (pH, salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido). Tais desafios
determinam desde padrdes de distribuicdo e o funcionamento de diversos processos
fisiol6gicos (reproducdo, desenvolvimento, osmorregulacdo, excrecdo dentre outros),
desencadeando respostas comportamentais e/ou modulacdes de diversos mecanismos a
garantir sua sobrevivéncia. Como um dos pardmetros que mais influencia os processos
fisiolégicos de invertebrados aquéticos, a salinidade afeta o balanco osmo-id6nico induzindo
maior gasto de energia para que possa ser reestabelecido o equilibrio osmético (FISHER &

NEWELL, 1986).

1.2 Brdnquias e mecanismos de tolerdncia a salinidade

Diversos organismos marinhos (crustdceos, moluscos, peixes) possuem branquias que
representam um Orgdo essencial para manutencdo das principais fungdes fisiologicas
garantindo assim a homeostase celular, além de constituir uma barreira seletiva entre o
ambiente externo e o meio interno. Dessa forma a branquia pode ser definida como um 6rgédo
multifuncional responsdvel pelas trocas gasosas, pelo transporte de eletrélitos e regulacdo
osmética, pela excrecio de nitrogénio e regulacio do equilibrio dcido-base (PEQUEUX, 1995;
LUCU &TOWLE, 2003; FREIRE et al, 2008A).

A concentracdo de sais dissolvidos no ambiente aqudtico é varidvel resultando em
ambientes distintos (dgua salgada, salobra e doce). Assim, a resposta adaptativa, bem como
tolerancia fisiolégica dos organismos aqudticos, varia conforme o ambiente (WILLMER,
2005; GUTIERRE, 2011). Segundo padrdes de regulagdo do equilibrio osmo-idnico, os
organismos aqudticos sdo classificados em dois grupos: osmorreguladores e
osmoconformadores. Os osmorreguladores mantém a concentracdo osmotica de seus fluidos
corpéreos diferente da do meio externo, independente das condicdes externas. Os

osmoconformadores apresentam a concentracio osmoética de seus fluidos corpdreos
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semelhante ao meio externo, e frente a mudancas ambientais, os osmoconformadores variam
a concentracdo do liquido extracelular em funcdo da variacdo osmética do ambiente
(WILLMER, 2005; EVANS, 2009; GUTIERRE, 2011).

Para osmoconformadores, o processo de regulacdo de volume celular é de fundamental
importancia, uma vez que diante de um estresse osmotico a célula retorna ao seu tamanho
normal, mantendo suas fungdes celulares, e auxiliando os animais marinhos a regular o teor
de hidratag¢do de seus tecidos. Isso porque quando osmoconformadores sdo expostos a um
meio aqudtico com concentracdo osmética aumentada (alta salinidade) o organismo passa a
ter uma hemolinfa mais concentrada devido a perda de dgua, dessa forma as células murcham.
Entretanto, diante de uma redu¢do na concentracdo osmoética do meio aquético (baixa
salinidade) a hemolinfa se torna mais diluida e como consequéncia a célula incha devido ao
aumento do volume de 4gua intracelular e (HOFFMANN & DUNHAN, 1995; STRANGE;
WILMER, 2004). Apesar de ser um processo fundamental para osmoconformadores, a
regulacdo de volume celular também tem importancia em osmorreguladores, principalmente
nas branquias, que sdo os 6rgdos em contato direto com 0 meio externo e sujeita a variacoes
osmoticas do meio.

No processo de regulacdo de volume celular, o retorno ao volume anterior ao choque
osmotico € promovido pelo transporte de osmdlitos inorganicos (Na*, CI, K*) inicialmente
durante a exposicdo ao estresse ou em estresses de curta duracdo. Uma vez que o estresse
possua longa duracdo os solutos transportados passam a ser organicos (aminodcidos dentre
outros) (HOFFMANN & DUNHAN,1995; HAUSSINGER, 1996; STRANGE, 2004;
FOOSTER et al. 2010).

Dois mecanismos sdo responsdveis por garantir o controle do volume e a concentracao
osmotica intracelular. O aumento regulatério de volume ou RVI (Regulatory Volume
Increase) e a reducao regulatéria de volume ou RVD (Regulatory Volume Decrease). Apds
um estresse hiperosmotico a célula precisa aumentar seu volume dessa forma ela realiza RVI,
em contrapartida frente a um estresse hiposmostico € ativado mecanismo de RVD. Ambos
RVD e RVI auxiliam o processo de regulagdo de volume celular através do transporte de
solutos pela membrana celular (HALLOWS & KNAUF, 1994, LANG et al. 1998; WEHNER
et al. 2003).

O ambiente marinho apresenta uma salinidade relativamente estavel, sendo assim esses
animais dificilmente adotam estratégia de fuga quando expostos a eventuais oscilagdes do
meio. Os organismos marinhos podem manter as concentragdes osmoéticas dos seus fluidos

extracelulares igual ao meio (isosmético), acima (hiperosmético) e abaixo (hiposmético) dessa
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forma os invertebrados marinhos frente a variagdo de salinidade adotam mecanismos a garantir
o seu equilibrio osmético e melhor performance energético (WILLMER, 2005; EVANS,
2009).

Tanto animais osmoconformadores quantos osmorreguladores respondem
diferentemente a condi¢des de salinidades. Quanto a tolerancia a amplitude de salinidades os
animais podem ser classificados em eurihalinos (suportam ampla variacdo a condic¢des salinas)
e estenoalinos (suportam estreita faixa de condi¢des salinas). Animais osmorreguladores e
osmoconformadores podem ser tanto eurihalinos quanto estenoalinos, porém grande parte dos
osmoconformadores apresentam uma estreita faixa de plasticidade a variacdo da salinidade
ambiental. (PEQUEUX, 1995; WILLMER, 2005; EVANS, 2009).

Crustdceos apresentam padrdes de regulacdo osmo-ionica bastante varidvel (AUGUSTO,
2005; FOSTER et al. 2010). Os crustdceos marinhos em sua maioria sdo osmorreguladores,
no entanto sdo encontrados osmoconformadores (PEQUEUX, 1995; FOSTER et al. 2010),
Dentro desse grupo as respostas fisiolégicas sdo diversas quando desafiados a aumento de
salinidade (PEQUEUX, 1995; FOSTER ET AL. 2010).

No entanto crustidceos dentre outros organismos desenvolveram mecanismos celulares
(regulacdo isosmoética intracelular) garantindo assim a manuten¢do do balanco hidrico
intracelular permitindo assim a sobrevivéncia em ambientes com ampla varia¢ao da salinidade
(PEQUEUX, 1995). Foi observado por Péqueux, 1995 que em crusticeos como Maia sp. e
Cancer paguros uma limitacdo a alteracdes da salinidade no meio, uma vez que a membrana
de seus tecidos apresenta uma alta permeabilidade a perda de fons inorganicos e absor¢ao de

dgua exacerbado leva a morte poucas horas apds a exposicao.

1.3 Uso de biomarcadores de contaminacdo aqudtica.

Ap6s a criagdo do pldstico, avango da industrializacdo e aumento da exploracdo dos
recursos naturais de ambientes aqudticos principalmente os que se localizam em regides
costeiras houve um aumento significativo da contaminagdo desses meios, tornando-se um
problema global. Os ecossistemas aqudticos sdo amplamente impactados de diversas formas,
tendo em vista que a bacia de drenagem em sua extensao estende-se do continente até desaguar
no mar. Isso torna susceptivel a contaminacdo por efluentes oriundos de atividades industriais,
domésticos e agricolas. Os compostos causadores da contaminagdo dos corpos aqudticos
podem ser desde poluentes organicos, pesticidas, PCBs hidrocarbonetos e inorganicos como

metais (cobre, cddmio, zinco, chumbo). A toxicicidade desses compostos aos organismos &
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bastante varidvel e alguns sdo extremamente toxicos para biota aquética, representando uma
potencial ameaca a biodiversidade existente nesses ambientes (WALKER et al. 2012;
AMIARD-TRIQUET & AMIARD 2013).

Muito tem sido a utilizacdo de biomarcadores na avaliacdo do status de preservagdo
dos ambientes naturais seja ele aquatico ou terrestre. Os organismos aqudticos possuem
sensibilidade fina do meio em que vivem e o uso de biomarcadores permitem avaliar os niveis
de impacto no ambiente e consequentemente compreender alteracdes no comportamento e
fisiologia das espécies e populacdes residentes (WALKER et al. 2012; AMIARD-TRIQUET
& AMIARD 2013).

Biomarcadores sao alteragdes bioquimicas, moleculares, celulares, ou fisiolégicas que
podem ser utilizados como parametro de avaliagdo amostrado de tecidos ou fluidos corpéreos
de um organismo, caracterizando impactos, efeitos sobre os organismos e diagndstico de
contaminagdo do ambiente aquatico (WALKER et al. 2012). Os biomarcadores atualmente
consolidados na anélise sdo diversos permitindo estimar desde a expressdo de proteinas de
defesa e desintoxicacdo celular, avaliar padrdes de atividade de enzimas biotransformantes,
proteinas que sdo sintetizadas em eventos de estrese, peroxidacdo lipidica, danos ao DNA
(dele¢des, mutacdes e outros), comprometimento de funcdo e composi¢ao celular, e resposta
imune dentre outros (AMIARD-TRIQUET & AMIARD 2013).

O uso de biomarcadores para avaliagdo dos ambientes aqudticos tem sido amplamente
estudado em organismos diversos desde dulcicolas (LAFONTAINE et al, 2000;
FLAMMARION et al. 2002; TORRE ET AL, 2005; HALLARE et al. 2005; RUAS et al. 2008;
QUESADA-GARCIA et al. 2013), estuarinos (FORGET et al. 2003; STENTIFORD 2003;
NIGRO et al. 2006; ZANETTE et al. 2006; DOMINGOS et al. 2007; FONSECA et al. 2011)
e marinhos (FERREIRA et al. 2012; HE et al. 2012; BEN-KHEDHER et al. 2013; COTOU
et al. 2013; CHANDURVELAN et al. 2015).

Entretanto, a avaliagd@o das praias arenosas utilizando biomarcadores € pouco estudada.
Alguns trabalhos avaliaram o potencial de populacdes residentes na meiofauna levando a
utilizagdo da orientacdo solar como biomarcador comportamental de anfipoda Talitrus
saltatorc quando expostos a metais pesados. Existem alguns trabalhos que avaliaram o
potencial de populagdes da meiofauna em serem utilizados em estudos dessa natureza

(UNGHERESE & UGOLINI, 2009).
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O biomonitoramento da contamina¢do aqudtica tem sido realizado com diferentes
espécies sentinelas. Um organismo sentinela ideal é aquele que acumula poluentes em seus
tecidos sem um efeito adverso significativo, é abundante, facil de coletar e identificar e grande
o suficiente para fornecer material para as andlises (BEEBY, 2001). Moluscos bivalves sdo
organismos que se enquadram bem nesses requisitos e tém sido amplamente utilizados no
biomonitoramento de ecossistemas aquaticos também por serem cosmopolitas, sésseis,
filtradores e algumas espécies apresentarem certa eurialinidade (RAINBOW 1995;
(LAFONTAINE et al. 2000; RAINBOW et al. 2000; NASCI et al. 2002; ROMEO et al. 2003;
RICHMAN et al, 2011; MARIGOMEZ et al.., 2013). Entretanto sua utilizagio em praias
arenosas € pouco eficiente devido a falta de um substrato duro para a fixacdo de mexilhdes.
Assim, uma abordagem diferente é necessdria para estudar os efeitos da contaminag@o aquatica
em praias arenosas.

Os crustidceos do género Emerita (Anomura, Hippidae), conhecidos no Brasil como
“tatuis” ou “tatuiras”, sdo constituintes da infauna de praias arenosas e atendem os requisitos
de serem filtradores, abundantes e de facil captura, constituindo assim um bom modelo para
estudos de biomonitoramento ambiental. Os emeritas tém sido descritos como bons
bioindicadores para poluentes pois sua distribui¢do e estrutura populacional sdo sensiveis as
atividades humanas (LERCARI& DEFEOQO, 1999; VELOZO et al, 2006; SAUCO et al, 2010)
e alguns estudos demonstram o potencial de acimulo de poluentes em seus tecidos (PEREZ

1999).

1.4 Mecanismo MXR.

Diversos animais aqudticos dos mais diferentes filos expressam o fendtipo de
resisténcia multixenobiéticos-MXR (BARD, 2000; ZAJA et al. 2006; ZHOU et al. 2009). O
MXR possui base molecular semelhante ao MDR (“Multidrug resistance”) presente em
bactérias e células tumorais, sua expressao resulta na atividade de uma proteina (glicoproteina
P ou P-gp) que estd localizada na membrana celular e € ativada pela presenga de ATP. Dessa
forma havendo eventos de contaminacio a P-gp ird ligar-se aos substratos promovendo seu
efluxo evitando assim o acimulo dentro da célula conferindo resisténcia a eles (KURELEC,
1995; MINIER et al. 1999).

Muitos estudos in vivo e in vitro tem avaliado a resposta do mecanismo MXR em
animais e que diversos componentes toxicos resultam em sua indu¢do (KURELEC, 1995;

MINIER & MOORE, 1996; EUFEMIA & EPEL, 2000; ACHARD et al. 2004; IVANINA &
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SOKOLOVA, 2008). Uma vez que sua inducdo e inespecificidade do mecanismo pode ser
aferida na presenca de contaminantes, a expressdo do fen6tipo MXR representa potencial
biomarcador generalista de contaminacio aquatica (SMITAL & KURELEC, 1998; MINIER
et al. 1999; KURELEC et al. 2000; BARD 2000). O mecanismo MXR tem sido utilizado com
eficiéncia em estudos utilizando invertebrados aquaticos como modelo experimental, a fim de
avaliar e monitorar a saude de ecossistemas aquaticos (KURELEC et al. 1996; RINGWOOD
et al. 1999; MINIER et al. 2006; PAIN & PARANT, 2007; YAWETZ et al. 2010).

2. Objetivo Geral
Avaliar a tolerancia a salinidade e analisar a atividade do mecanismo MXR nas branquias

de Emerita portoricensis em praias da Paraiba.

2.1 Objetivos especificos

e Analisar o teor de hidratagdo do tecido branquial e muscular de E. portoricensis
coletados na praia de Barra de Camaratuba durante exposigao as salinidades 20%o,
30%o, 40%o por 24h.

e Detectar a atividade do mecanismo MXR nas branquias de E. portoricensis, coletados
em praias com diferentes niveis de interferéncia antropica, usando o ensaio de acimulo
de rodamina.

e Relacionar a atividade do mecanismo MXR com o grau de impacto da praia.

3 Materiais e métodos
3.1 Area de estudo

Fig.1. Mapa dos pontos de coleta. 1- Praia de Barra de Camaratuba- Mataraca, 2-Praia de Intermares-

Cabedelo, 3- Praia de Manaira- Joao Pessoa, Paraiba.
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As coletas foram realizadas entre agosto/2017 a julho/2018 nas praias de Barra de
Camaratuba, Intermares ¢ Manaira. Para analise da tolerancia a salinidade foram coletados
individuos apenas da praia de Barra de Camaratuba (praia de menor impacto antrdopico)
considerando que nela se encontram os individuos de melhor fifness fisiologico.

A praia de Barra de Camaratuba (6° 34° 57.90” S, 34° 57’ 59.80” O), situada no
municipio de Mataraca, ao norte da Paraiba possui cerca de 20km de extensao, ¢ ocupada por
pescadores locais e possui poucos empreendimentos imobiliarios na regido. A praia de
Intermares (7° 02°48.38” S, 34° 50°27.62” O), situada no municipio de Cabedelo — PB, possui
33 km de extensdo e ¢ caracterizada por ser uma praia muito frequentada por adeptos do surf,
kitsurf ¢ banhistas com maior fluxo de pessoas durante periodo de férias (dezembro, janeiro,
junho e julho).

A praia de Manaira possui extensao de 10 km (7°06' 31.4"S, 34°49'29.3"0), localizada
area urbana da capital Jodo Pessoa possui sistema de drenagem pluvial desaguando em sua
extensdo com eventos de contaminagdo aquatica diagnosticada (SUDEMA) e definidas como
improprias para o banho, possui sua fisionomia vegetal alterada, alto fluxo de pessoas e

delimitada construcdes em todo seu perimetro, com alto impacto antrdpico, Paraiba, Brasil.

3.2 Fatores abidticos

Os fatores abidticos mensurados foram temperatura e salinidade. A temperatura foi aferida
5 vezes durante a coleta dos espécimes com o auxilio de um termometro espeto Matsuri (Av -
50 a +300) e foi feita uma média para cada més.

Para salinidade foram feitas 5 amostras da dgua do local e com o auxilio de um
refratdmetro portatil de alta resolugdo — RTS-101 ATC foi obtido o valor a partir de amostras

de dgua. Os valores obtidos de temperatura e salinidade estdo descritos no quadro

Quadro 1. Temperatura e salinidade média dos pontos de coleta na praia de Barra de Camaratuba no municipio
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-de Mataraca - PB (agosto/2017-janeiro/2018)

Dados abiéticos
Barra de Camaratuba
Meés Temperatura °C Salinidade (%o)

Agosto 27.8 37
Setembro 27,7 35
Outubro 29 38
Novembro 27.8 37
Dezembro 26.9 36
Janeiro 27.6 36
Média + erro 27.8 £ 0.27 36.5+ 0.42

3.3 Coleta de individuos e manutencdo dos animais

Os animais foram coletados no periodo entre agosto e janeiro de 2017/2018. As
amostras foram realizadas na regido entremarés, numa distancia aproximadamente 4 metros
da linha de arrebentacao, ao longo de toda a praia. Dois pesquisadores coletaram manualmente
com o auxilio de uma pd de jardinagem e peneira com malha (0,2 mm) para retencdo de
individuos de E. portoricensis e por seguinte foi feito uma triagem in situ a selecionar
individuos fémeas adultos em periodo de entre mudas ndo ovigeras. Posteriormente os
individuos coletados foram condicionados em caixas plasticas com areia e agua do local de
coleta, e transportados para ao laboratério

No laboratério os individuos foram mantidos em um aqudrio estoque com salinidade
controlada (com dgua do ambiente onde foram coletados), temperatura ambiente de ~24° C e
aeragdo constante, por um periodo de aclimatacao de trés dias. Os animais foram alimentados

a cada 48 horas com racdo de peixe.

3.4 Experimento de tolerdncia a salinidade.

Para andlise do teor de hidratacdo tecidual da branquia e musculo foram utilizados
espécimes coletados na praia de Barra de Camaratuba. Os mesmos foram previamente
aclimatados foram submetidos a ensaios in vivo nas seguintes condi¢des de salinidades (20,

30 e 40%o) por 24h. Para cada salinidade testadalO aquarios foram montados cada um com 1
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litro de agua formulada com salinidade desejada (20%o0 — 20g de NaCl Ocean tech + 1L de
dgua destilada; 30%o0 — 30g de NaCl Ocean tech + 1L de dgua destilada; 40

%0 —40g de NaCl Ocean tech + 1L de dgua destilada). Cada aquario recebeu 200g de
areia/substrato do local onde foi feita coleta dos individuos (o substrato foi tratado previamente
secado em estufa a 60 °C por 24h e reutilizado nos ensaios posteriores). Foram escolhidos
aleatoriamente 40 exemplares E. portoricenses e adicionado 4 em cada aquério (replicado para

cada salinidade) (Fig.2).

Figura 2- Esquema do ensaio in vivo de tolerancia a salinidade. Autor: Otoniel Lima

B%";'b"‘ Salinidade 20%, Salinidade 30%, Salinidade 40%o

oxigénio

O experimento teve duragdo de 24 horas. As amostragens foram realizadas nos tempos
3h, 6h, 12h e 24h, onde 1 animal era retirado do aqudrio no respectivo tempo experimental.
Os animais foram anestesiados com gelo e eutandsiados utilizando-se por meio de material

adequado (tesoura cirdrgica e pinca).

3.5 Teor de hidratacdo tecidual

Para mensuracdo do teor de hidratacdo tecidual foram colhidas amostras da branquia e
miusculo e colocados em eppendorf previamente etiquetados e pesados. Cada eppendorf
contendo o tecido foi pesado em balanca analitica de precisao (SHIMADZU AUY 220) assim
foi obtido o peso imido (PU) em seguida foram levados a estufa (NOVA — NI 1524) a 60°C
para secagem durante 24horas. Apds o periodo de secagem os tecidos sdo novamente pesados
para obtengd@o do peso seco (PS). O teor de hidratagdo tecidual foi calculado utilizando a

seguinte féormula:
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PU — PS
Th(%) = %X 100

3.6 Atividade MXR através do ensaio de acimulo de rodamina

Para andlise da atividade MXR, os animais foram coletados em 3 praias da paraiba com
diferentes niveis de impacto antropico e foram submetidos a ensaios de acimulo de rodamina,
com a finalidade de analisar a atividade do mecanismo MXR branquial. Os ensaios de acimulo
de rodamina foram realizados utilizando dois aquérios. Os animais foram expostos por 2 horas
a agua do mar reconstituida (salinidade 30%o) acrescida de rodamina B (substrato da P-gp,
2,5uM) na auséncia e presenga de verapamil (inibidor da P-gp, 10uM).

Ap0s a exposicdo os animais foram eutanasiados e o tecido branquial foi amostrado,
pesado, homogeneizado em 500ul de agua destilada e centrifugado (25°C, 3000g, 7 minutos).
O sobrenadante foi pipetado em triplicata numa placa de 96 pogos (modelo: Standard Opaque
Black) e a fluorescéncia do sobrenadante lida em um SpectraMax MiniMax 300 Molecular
Devices (544nm excitagdo, 590nm emissao). A fluorescéncia medida é expressa em unidades

de fluorescéncia x 10* por miligramas de tecido (U.F./mg tecido).

Figura 3 - Esquema do ensaio in vivo de acimulo de Rodamina. Autor: Otoniel Lima

Rodamina [2.5pM] . Rodamina [2,5uM] + Verapamil [10pM]
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3.7 Andlises estatisticas

Os dados obtidos nos experimentos foram testados a normalidade e

homocedasticidade e apresentados como média + erro padrdo da média. Em seguida foram
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tratados e submetidos aos respectivos testes estatisticos. Foram feitas andlises de variancia
(ANOVA) de uma via para avaliar o efeito da salinidade experimental sobre o teor de
hidratacdo tecidual em cada tempo experimental analisado. Testes ¢ foram utilizados para
analisar o acimulo de rodamina na presenga ou auséncia de verapamil. A diferenca na
atividade do mecanismo de MXR nas praias analisadas foi identificada através de ANOVA de

uma via.

4. Resultados e discussao

4.1 Teor de hidratacdo Tecidual

Os espécimes submetidos as condigdes experimentais ndo apresentaram mortalidade
nem muda ao longo do experimento (24horas), porém através de observagao durante o periodo
experimental notou-se que houve uma maior exposi¢do das antenas nos ensaios onde a
salinidade eram 20%o € 40%o em comparativo com a salinidade 30%o.

E descrito que as antenas em crusticeos tém importante fungdes sensoriais permitindo
perceber estimulos presentes no meio. Os tatuis e outros decdpodes utilizam estruturas
corpdreas associados a mecanismos sensoriais (quimiorrecep¢do € mecanorecep¢ao) para
localizar e reter particulas de alimento, presenca de predadores dentre outros (ACHE. 1982;
RUPPERT & BARNES, 1996).

O comportamento de expor as antenas além de auxiliar a captacao do alimento retendo-
os estd relacionado no auxilio na detec¢@o da salinidade do ambiente. Nos maxilipedes dentre
outras estruturas bucais como dictilos dos peredpodos, existem quimiorreceptores que
percebem a variacdo da salinidade e o contato das antenas com essas estruturas melhor
acuidade sensorial do parametro no meio (ANGER, 2001).

Comportamentos como natagdo, locomoc¢do se mantiveram estdveis, todos
mantiveram-se enterrados com exposicdo apenas da regido anterior do rosto para fora do
substrato em todos tratamentos. E descrito que a tolerancia 2 salinidade dos organismos é
resultante da combinacdo de fatores comportamentais (locomogdo, padrdo de exposicio das
brinquias) associados a mecanismos fisiolégicos como: regulagdo idnica, metabolismo de
aminodacidos, atividade NKA (PEQUEUX, 1995, URBINA & GLOVER, 2015) e niveis
moleculares, isoformas, regulacdo, transcricdo e colocagdo de NKA (MCNAMARA &
FARIA, 2012, URBINAE et al. 2013)
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Apos a exposicao dos animais a diferentes salinidades no tempo de 3h as branquias
mantiveram sua hidratacao semelhantes nas salinidades 20%o (82,2 + 1,3%) e 30%o (84,2 £2,2
%) e os individuos que foram submetidas a salinidade 40%o apresentaram contetido hidrico
reduzido (70,3 £+ 3,3%). Ap0ds 6 horas de exposicao as branquias nas condi¢des de salinidade
20%o € 30%0 mantiveram o teor de agua no tecido (83,7 + 1,0%; 84,7 + 1,5%;) e as expostas a
condigdo de salinidade 40%o perderam agua (61,3 + 4,0%). (Fig. 4).

Ao longo do tempo experimental no tempo de 12 horas os individuos submetidos
salinidade 20%o e 30%0 apresentaram hidratagdo das branquias semelhante aos que foram
encontrados nos tempos anteriores 3 e 6 horas (78,9 + 0,8; 84,7 £ 1,3%). Os que foram
submetidos a salinidade 40%o mostraram-se com brinquias mais hidratadas quando
comparadas com a mesma condi¢ao 40%o no tempo anterior (68,5 £+ 1,7%). Mas ainda assim,
a hidratacdo estava reduzida, se comparada a salinidade controle (30%o) e a salinidade
hiposmética. Concluido o tempo de 24 horas, as branquias do individuos ainda tinham seu teor
de dgua reduzido na salinidade mais alta e apresentaram os seguintes valores para teor de
hidratacdo de suas branquias nas condi¢des 20%o -78,9 £ 0,52%; 30%o - 84,7 £ 1,3%; 40%o -
68,0 + 1,6%. (Fig. 4).

O estudo demonstrou nas condi¢des onde a salinidade era de 20%o € 30%o0 0s animais
possuiam branquias mais hidratadas e eram capazes de manter a hidratacao do tecido durante
as 24horas. Os individuos expostos a condi¢do experimental contendo salinidade 40%o
demonstraram de perda de 4gua no tecido, caracterizando desidratacdo em todos os tempos
avaliados, porém nos dois ultimos tempos (12 e 24 horas) foi observado um ligeiro
reestabelecimento do teor de hidratacdo tecidual nas branquias, mas ainda sim manteve o teor

de 4gua no tecido abaixo dos que foram testados as condi¢des onde a salinidade foi inferior.

Figura. 4 - Teor de hidratagdo tecidual das branquias dos individuos expostos a salinidades 20%o, 30%o
e 40%o nos tempos experimentais 3, 6, 12, 24 horas. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as
p p ¢

salinidades em cada tempo experimental (p<0,005- ANOVA)
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Condigdes Experimentais

O tecido muscular abdominal seguiu a mesma tendéncia que o tecido branquial.
Individuos submetidos & maior salinidade apresentaram menor teor de hidratagdo muscular. O
teor de hidratacao encontrado no musculo dos individuos expostos por 3 horas foram:20%o —
77,6 = 0,6%; 30%0 — 75,3 = 1,5%; 40%o0 — 68,2 + 1,2%), demonstrando assim diminui¢iao na
hidratagao na salinidade mais alta.

. Apos 6 horas de exposi¢ao, na salinidade 20%o0 o musculo manteve o teor de dgua
(76,6 = 0,9%), assim como na salinidade 30%o (76,9+ 1,9%). Nesse tempo experimental os
animais expostos a salinidade 40%o apresentaram a maior perda de dgua tecidual, sendo que o
musculo manteve apenas 55,98 + 2,3% de contetido de dgua. Em 12 horas o musculo em todas
condigdes testadas ganhou agua quando comparado ao tempo experimental anterior (20%o -
79,6 £ 0,6%; 30%o - 80,07 £+ 0,83%; 40%0 — 67,9+ 2,0%, ANOVA, P<0,005).0 muisculo dos
individuos expostos a condigdo 40%o obtiveram maior ganho dgua tecidual em comparativo

com 20%o € 30%o.
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Apds exposi¢do dos animais por 24 horas, nas salinidades 20%o e 30%o houve

manutencdo dos niveis de hidratacdo tecidual (20%o -78,6 £ 0,9%; 30%0 — 76,5 + 0,83%),

porém os individuos a salinidade 40%o apresentaram menor nivel de hidratagao (40%o — 72,5

+ 1,2 %). (Fig. 5).

Figura 5 - Teor de hidratacéo tecidual do midsculo expostos a condigdes com salinidade (20%o, 30%o € 40%o)

nos tempos experimentais (3, 6, 12, 24 horas). Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre as
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Os tecidos branquial (externo) e muscular (interno) de E. portoricensis responderam

de maneira semelhante a variagcdo de salinidade do meio externo. A salinidade do meio impde

ao tecido branquial um maior desafio para a regulacdo do teor hidrico celular uma vez que

esse tecido estd em contato direto com a salinidade da 4gua. Em contrapartida o tecido

muscular é um tecido internalizado sem contato direto com o meio externo € submetido a

choques osmdticos apenas se houver alteracdo na concentragdo osmética da hemolinfa. O fato
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do misculo (tecido interno) perder 4gua na salinidade 40%o indica que o animal nao foi capaz
de manter a concentracdo osmoética de seus fluidos corpdreos diante de uma condicdo
hiperosmética e suas células musculares foram desafiadas, sem, no entanto, conseguir manter
seu teor de hidratacdo tecidual. Na salinidade reduzida (20%o), 0 muisculo conseguiu manter
seu teor de hidratacdo. Esse resultado indica 2 cendrios: 1) os animais osmorregularam e foram
capazes de manter a concentracdo dos seus fluidos corpdreos, mesmo em salinidade reduzida,
e assim o musculo ndo foi desafiado, ou 2) os animais ndo conseguiram manter a concentragao
dos seus fluidos corpdreos, apresentando um padrdo osmoconformador, porém suas células
musculares, apesar de desafiadas, conseguiram regular volume celular e isso refletiu na
manutencdo da hidratacdo tecidual. Futuras pesquisas com énfase nos fluidos corpdéreos
podem determinar os padrdes de regulagdo osmética e idnica dessa espécie diante de variacio
de salinidade.

Segundo Freire et al. (2008b) e Foster et al. (2010) a capacidade de regular o teor de
hidratacao tecidual de seus tecidos internos confere eurialinidade a muitos crustaceos. Foster
et al. (2010) observou que o musculo do camardo marinho/estuarino osmorregulador
(Palaemon pandaliformis) manteve o teor de hidratacdo quando submetidos ao choque
hiposmético (2%o) porém submetidos a condi¢cdo hiperosmotica (35%o0) perdeu agua apds
exposi¢do de 6 horas, corroborando assim com os nossos resultados. Por outro lado, nesse
mesmo estudo (Foster et al., 2010) foi observado que o caranguejo marinho osmoconformador
Hepatus pudibundus manteve o teor de 4gua muscular ao longo de 16 horas nas salinidades de
25%0 e 33%o. No presente estudo, o tecido muscular ao longo do experimento demonstrou
menor teor de dgua tecidual em salinidade 40%o, 0s individuos submetidos a mesma condig@o
salina por 24 horas mostraram uma ligeira recuperacdo de hidrata¢do, mas ainda assim ndo
conseguiram regular o teor de 4gua em seus tecidos mostrando-se diferente do ensaio controle
(30%0). Embora nio seja possivel afirmar se o animal osmorregulou ou osmoconformou em
salinidade 40%o, nossos resultados permitem afirmar que E. portoricensis ndo conseguem

regular a dgua tecidual de tecidos externos e internos em salinidade aumentada.
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4.2 Mecanismo MXR

Quando os animais foram submetidos ao ensaio de acimulo de rodamina na presenca
e auséncia de verapamil (inibidor da P-gp), ndo houve diferenga na intensidade de
fluorescéncia (que indica o acimulo de rodamina) entre os tratamentos (Barra de Camaratuba
- Rodamina: 470,87 + 69,63; Rodamina + Verapamil: 556,36 + 63,94 (P>0,005, teste 1 =0,257,
n=41); Intermares - Rodamina: 530,97 + 31,48; Rodamina + Verapamil: 634,67 + 342,3694;
(P>0,005, teste £ =0,024, n=40); Manaira - Rodamina: 306,76 + 33,01; Rodamina + Verapamil
355,41 £ 22,01 94 (P>0,005, teste r =0,220, n=42) mU. F/mg tecido) (Fig.6).

Figura 6 - Fluorescéncia média em branquia de Emerita portoricensis apds 2 horas de exposi¢do ao tratamento
rodamina/ rodamina+ verapamil em espécimes das praias de Barra de Camaratuba (n=41), Intermares (n=40) e

Manaira (n=42), Paraiba. Os testes ¢ revelaram nao existir diferencas entre os tratamentos (P > 0,05).
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Considerado um inibidor da P-gp, a principal base molecular do mecanismo MXR, o

verapamil ¢ muito utilizado em ensaios com branquias de invertebrados aquaticos mostrando
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eficacia na inibicdo do mecanismo principalmente em moluscos (Mytilus californianus e
Crassostrea rizophorae) ( DAVID et al., 2018; LUCKENBACH & EPEL, 2005).

Amado (2010) demonstrou a eficiéncia na utilizacdo do verapamil na inibicdo da
proteina P-gp evidenciando o mecanismo MXR em branquias Hepatus pudibundus e
Callinectes ornatus. Porém nossos resultados relatam baixo potencial inibitorio do verapamil
em branquias de E. portoricensis assim como encontrado por Zaja et al. (2007), Zaja et al.
(2008) em linhagens de hepatoma de peixes, levando a CONCLUSAO de que existe variagio
na sensibilidade ao verapamil entre grupos e tecidos animais (moluscos, peixes, mamiferos
dentre outros).

Toomey e Epel (1993) demonstraram diferenca na atividade de proteinas semelhantes
a P-gp entre do verme marinho (Urechis campo) onde o acimulo de rodamina era diretamente
influenciado pela presenga de verapamil, ao contrério da espécie de ouri¢co do mar ( Lytechinus
anamesus) que nao apresentou variagao no efluxo de rodamina na presenca de verapamil.

Estudos (BOSNJAK, et al. 2012; DELLA et al. 2009) ainda evidenciam a existéncia
de outras bases moleculares para 0 mecanismo, como por exemplo proteinas da familia ABCC/
MRP. O fato do verapamil ndo ter sido eficiente na inativagdo do mecanismo MXR pode-se
estar relacionado com o constituinte celular das branquias dos E. portoriscensis. Muito
difundido em estudos de fisiologia de mamiferos o0 MKS571 representa outro inibidor de
proteinas transportadores MRP que atuam sobre o efluxo de fadrmacos e xenobidticos
intracelular.

Lopes (2018) (comunicagdo pessoal, resultados dissertagdo de mestrado ainda ndo
publicados) observou que em espécies de artropodes da Ordem Collembola (Cyphoderos
agnotus, Cyphoderos innominatus, Trogolaphysa goiana) uma maior sensibilidade ao MKS571
quando comparado ao verapamil no intestino desses animais. Bielen et al 2014 demostrou que
o padrao de atividade das proteinas responsaveis pelo mecanismo MXR em tecidos (branquias,
hepatopancreas e musculo) do crustaceo (P. leniusculus) possui maior sensibilidade ao
inibidor MK571 do que ao Verapamil apos expostos ao MK571 demonstrando varia¢do de
acumulo de Rodamina. A espécie E. Portoriscensis pode apresentar maior expressao nos genes
para proteinas ABCC/ MRP ou invés de ABCB/P-gp e esse pode ser sua base molecular de
resisténcia a xenobidticos, futuras pesquisas com enfoque em MRP pode responder essa
duvida.

Na analise comparativa entre as praias, o acimulo de rodamina no tecido branquial de

E. portoricensis foi menor em individuos coletados em Manaira quando comparado aos
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individuos da praia de Barra de Camaratuba e Intermares (P <0,001 - Two Way ANOVA). (Fig.
7).

Figura 7 - Fluorescéncia média no tecido branquial de Emerita portoricensis (n=123) coletados nas praias as
praias Barra de Camaratuba, Intermares e Manaira, PB. As letras diferentes mostram a diferenca estatistica

entre os tratamentos (rodamina e rodamina + verapamil) entre as praias - Two Way ANOVA.
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Os resultados mostraram diferengas no acimulo de rodamina nas branquias dos Tatuis
das praias de Barra de Camaratuba, Intermares e Manaira possivelmente pela maior eficiéncia
do mecanismo MXR dos animais de Manaira, refletindo assim a sensibilidade desses animais
a perturbagdes no ambiente que vivem. A eficiéncia do mecanismo em contrapartida
demonstra que os individuos ao apresentarem menor acumulo da rodamina possuem maior
atividade de resisténcia a xenobiéticos garantindo assim o ndao acumulo dos eventuais
contaminantes evitando seu efeito deletério na célula.

Manaira representa uma area altamente impactada por fatores antropogénicos dessa
forma o ambiente pode estar passando por processos de contaminagdo aquatica na regido,
podendo estar influenciado um aumento na atividade da proteina P-gp. A SUDEMA 6rgao que
avalia a balneabilidade das praias do litoral paraibano quase sempre classifica a praia de
Manaira como impropria ao banho caracterizando os problemas de contamina¢do da mesma.

Frente a esses contaminantes 0s organismos necessitam expressar genes que garantam

a sintese de proteinas de resisténcia. Trés fatores fisiologicos (sintese da proteina P-gp,
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manutencao da proteina na membrana celular sob a variagdo de eventos de contaminacdo ¢
atividade na exclusao dos xenobioticos para o meio extracelular) utilizam energia que poderia
ser empregado em fatores como reproducdo, crescimento, recrutamento ¢ homeostase basica
podem ser comprometidos, promovendo assim um alto custo a sobrevivéncia nesse ambiente.
A resisténcia é um evento natural, mas sua eficiéncia impde limitacdes a fisiologia natural dos

0rganismos.

5. CONCLUSAO

A branquia ¢ o musculo dos animais expostos a salinidade 40%o ndo conseguiram
regular o teor de hidratagao tecidual, demonstrando ap6s 24 horas de exposi¢do que o animal

tem dificuldade em manter os niveis ideais de agua nos tecidos.

Para espécie E. portoricensis as branquias ndo apresentaram sensibilidade ao verapamil

inibidor da P-gp.

Foi encontrado maior atividade da proteina P-gp em E. portoricensis de Manaira

quando comparada as demais praias avaliadas.

Os resultados indicam que possivelmente a variacdo no acimulo esteja relacionado
com a contaminacao do local, tendo em vista que na praia de Manaira foi encontrado maior

atividade de efluxo de rodamina.
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